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RESUMO

Foram introduzidos em trés piquetes (P, M e G) cultivados com Brachiaria
decumbens, 21 ovinos, machos, de 4 meses de idade, durante dois meses. Nos
piquetes a forrageira tinha 15, 45 e 90 dias de crescimento respectivamente. O
aumento na concentracdo da enzima sérica aspartatoaminotransferase ocorreu na
semana apos o inicio do experimento nos grupos P e M e sétima semana no grupo
G, enquanto que o aumento da gamaglutamiltransferase ocorreu na segunda
semana no grupo P e M e no grupo G ocorreu na quarta semana. Os principais
sinais clinicos incluiram apatia, fotofobia, secre¢do ocular bilateral, hiperemia e
ictericia de mucosas além de edema de face. Quando os animais apresentavam os
sinais clinicos severos da intoxicagao eram retirados do experimento e realizava-se
a bidpsia hepatica guiada por ultrasom. Os ovinos que morreram foram
necropsiados. Os achados de necropsia foram a hepatomegalia e distensdo da
vesicula biliar. Na avaliacado microscépica das bidpsias e dos animais necropsiados
os principais achados incluiam: tumefagdo e vacuolizacdo de hepatdcitos,
macrofagos espumosos, colestase e cristais na luz de ductos biliares. A microscopia
eletrbnica do figado dos animais intoxicados revelou hiperplasia de reticulo
endoplasmatico liso associado a presencga de cristais no citoplasma de hepatdcitos.
Nao foram observados esporos do fungo Pithomyces chartarum nas coletas
realizadas durante o experimento. Na avaliacdo dos niveis de protodioscina o grupo
P, grupo em que a pastagem apresentava intensa brotacdo apresentou a maior

concentracio dos niveis de protodioscina.

Palavras chaves: Ovino, Brachiaria decumbens, fotossensibilizagao, protodioscina.
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ABSTRACT

Were introduced into three paddocks (P, M e G) cultivated with Brachiaria
decumbens, 21 sheep, male, from 4 months of age, for two months. In the pickets
had forage 15, 45 and 90 days of growth respectively. Increase in the concentration
of seric enzyme aspartatoaminotransferase occurred in the after the start of the
experimente in group P and M and at the seventh week in group G, while the
increase in gamaglutamiltransferase ocorred in the second week in group P and M
and in group G occurred in the fourth week. The main clinical signs included apathy,
photophobia, bilateral ocular secretions, mucous hyperemia of jaundice and facial
swelling. When the animals showed clinical signs of sever intoxication they were
withdraw from the experiment and it was performed an ultrasound guided liver
biopsy. The sheep’s that died were necropsied. The findings of the necropsy were
hepatomegaly and distension of the gallbladder. In the microscopic assessment of
biopsies and animals corpses the main findings included: swelling and vacuolization
of hepatocytes, macrophages sparkling, crystal and cholestasis in light of bile ducts.
The electron microscopy of liver of the poisoned animals reveled hyperplasia of
smooth endoplasmic reticulum associated with the presence of crystals in the
cytoplasm of hepatocytes. There were no Pitomyces chartarum spore in samples
taken during the experiment. In assessing the levels of protodioscina the group P,
group where the pasture was intense shooting had the highest concentration levels

of protodioscina.

Keys words: Sheep, Brachiaria decumbens, photosensitization, protodioscina.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

A Brachiaria spp. (Poaceae) é uma forrageira que ocupa mais de 50% da area
cultivada no pais, sendo de grande importancia na alimentagdo de bovinos e ovinos
no Centro-Oeste (DIAS et al., 2004; VIANA; BORGES, 2006). A importancia desta
graminea reside no fato de sua facil difusdo, grande producdo de massa verde em
solos pobres, baixo custo de manutengdo da area cultivada e resistente a longos
periodos de estiagem (VIEIRA, 1977).

Apos a introdugéo da forrageira na alimentagédo de bovinos e ovinos iniciaram-
se casos de intoxicacdo com altos indices de mortes e perdas econdmicas para os
produtores (ANDRADE et al., 1975)

Ainda hoje, no Brasil, creditam a toxina esporidesmina, produzida pelo fungo
Pithomyces chartarum (Dematiaceae), a responsabilidade pelas lesdes observadas
nos animais intoxicados quando mantidos em pastagens de Brachiaria spp.
(GORNIAK, 2008). As lesdes causadas pelo fungo foram inicialmente descritas na
Nova Zeléndia, acometendo ovinos e sendo denominada de eczema facial
(ALVARIZA, 1993; TOKARNIA, 2000). Porém, além das lesdes histolégicas distintas,
ha relatos sobre a auséncia de esporos do fungo P. chartarum em surtos da
intoxicagao pela Brachiaria spp. em bovinos e ovinos (LEMOS et al., 1996; 1997;

DRIEMEIER et al., 1998). Atualmente, sabe-se que o principio téxico presente na
1



Brachiaria spp., denominado saponina esteroidal litogénica, € o verdadeiro
responsavel pela intoxicagdo em ruminantes (CRUZ et al., 2000; KHAIRI et al., 2000;
LEMOS et al., 2002; GOMAR et al., 2005).

Devido a expansdo da ovinocultura na regido Centro-Oeste, e sendo a
Brachiaria spp. muito difundida nessa regido e por todo o pais, é de extrema
importancia para a criagao extensiva de ruminantes minimizar as perdas por lesdes
e mortes causadas pela intoxicagdo por esta forrageira. Para isso um passo
essencial, € a compreensdo dos aspectos epidemiolégicos e patoldgicos da

intoxicacao.



2. REFERENCIAL TEORICO

Estima-se que o rebanho ovino no estado de Goias e no Distrito Federal seja
de 192.371 mil cabegas. A regido do Centro-Oeste passou de 653.902 mil cabecgas
de ovinos em 1998 para 1.035.914 em 2007 e com a expectativa de um crescente
aumento nos préximos anos (ANUALPEC, 2007).

A ovinocultura, antes vista como uma atividade de subsisténcia, atualmente
destaca-se como uma atividade promissora em amplo desenvolvimento. O Centro
Oeste juntamente com a regiao Nordeste, vem se destacando como grande
fornecedor de carne ovina tanto para o mercado interno, como para o mercado
externo (ANUALPEC, 2007).

A Brachiaria decumbens foi introduzida no Brasil em 1952 pelo Instituto de
Pesquisa e Experimentacdo Agropecuaria Norte (IPEAN) (SERRAO; SIMAO NETO,
1971; SEIFFERT, 1980). A importancia desta graminea no Brasil reside no fato da
sua facil difusdo, grande producdo de massa verde em solos pobres e pelo baixo
custo de manutencgao da area cultivada (VIEIRA, 1977). Além destas caracteristicas,
Vilela (1977) destaca a funcado desta graminea no abafamento de invasoras.

No Distrito Federal, a braquiaria constitui a principal opcéo de alimentacédo na
ovinocultura, pois esta forrageira se tornou uma das unicas que resiste a condi¢des
adversas tais como solo acido, pobre em nutrientes e escassez de chuvas por
longos periodos (CASTRO, 2008).

As perdas econdmicas causadas por plantas toxicas sao classificadas em
diretas ou indiretas. Perdas diretas referem-se a mortes, malformacdes, abortos,
baixo peso da carcaca ao abate e diminuicdo da producido de leite. As perdas
indiretas refletem os gastos com o controle das plantas nas pastagens, manejo dos
animais, compra de animais para substituicdo dos mortos, além dos custos com
diagnostico e no tratamento dos animais intoxicados (RIET-CORREA; MEDEIROS,
2001; BARBOSA et al., 2007).

O Rio Grande do Sul possui um rebanho ovino estimado em 5 milhdes de
cabecas. Mortes de ovinos por plantas toxicas atingem 7,2% do rebanho do estado
(RIET-CORREA; MEDEIROS, 2001). No Centro Oeste ainda ndo ha dados acerca

do impacto que as plantas téxicas tém na ovinocultura (CASTRO, 2008).



No Distrito Federal a Brachiaria decumbens e a Palicourea marcgravii sao
plantas toxicas que freqientemente causam intoxicacbes e mortes em ovinos e
bovinos respectivamente (TOKARNIA, 2000).

A braquiaria possui saponinas esteroidais litogénicas que s&o responsaveis
pela intoxicagdo em ovinos e bovinos (GRAYDON et al., 1991; SALAM ABDULLAH et
al., 1992; SMITH; MILES, 1993; LEMOS et al., 1997; DRIEMEIER et al., 1999).

As saponinas presentes na Brachiaria decumbens possuem uma parte
lipofilica e outra parte hidrofilica composta por cadeias de acucares, derivadas das
sapogeninas diosgenina e yamogenina (CRUZ et al.; 2000). Estas substancias, que
apdés o metabolismo no trato digestério dos animais dao origem as sapogeninas
epismilagenina e episarsasapogenina responsaveis pela formagdo dos cristais
(figura 1) (LAJIS et al., 1993; MILES et al., 1994; MEAGHER et al., 2001; BRUM,
2006).

Brum (2006) relata que a maior concentracdo de saponinas ocorreria no
periodo de queda das sementes, ou seja, no final do ciclo vegetativo. Siqueira-
Souza et al (2005) fizeram avaliagbes sazonais da presenga de isbmeros de
metilprotodioscina na forragem e concluiram que a Brachiaria decumbens apresenta
concentragdes do principio toxico capazes de intoxicar os animais durante todo o
ano. Desta forma, intoxicagbes por esta forrageira poderia ocorrer em qualquer
época do ano.

O termo fotossensibilizacdo descreve a sensibilidade da pele a luz solar
induzida por um agente fotodinamico (YAGER; SCOTT, 1993; BRUM et al., 2007). E
classificada em primaria ou secundaria. A fotossensibilizagdo primaria é
caracterizada pela ingestdo de compostos fotodindmicos pré-formados, enquanto
que a fotossensibilizagdo secundaria ou hepatdgena ocorre por lesdes hepaticas
resultando em menor excregao da filoeritrina (YAGER; SCOTT, 1993). No Brasil, as
principais plantas que causam fotossensibilizacdo hepatégena sdo Lantana spp.,
Brachiaria spp., Panicum maximum, Myoporum laetum, além das leguminosas
Stryphnodendron spp. e Enterolobium spp. (TOKARNIA, 2000; GRECCO et al.,
2002; RIET-CORREA; MENDEZ, 2007).

Na fotossensibilizagdo secundaria ou hepatica o agente fotoativo depositado
na derme é a filoeritrina (CRUZ et al., 2000). A filoeritrina é formada a partir da

degradacéao da clorofila pela microbiota do rumem. Devido a filoeritrina ser excretada



via bile, uma lesao hepatica ou obstrucado do fluxo biliar leva a uma retengao deste
composto que em maior concentragdo no sangue, ira se depositar na pele (SALAM
ABDHULLAH et al.,, 1992; KELLY, 1993; WISLOFF et al., 2002). A filoeritrina
depositada na pele quando exposta a radiagdo ultravioleta causa ruptura dos
queratinécitos e destruicao tecidual (STEGELMEIER, 2002).

Saponina esteroidal litogénicas

N

Sapogeninas diosgenina Sapogeninas yamogenina

N

Trato digestivo

N

Sapogeninas epismilagenina Sapogeninas episarsasapogenina

N

Conjugagéo com o acido glicurénico

l

Glicuronideos

l

Ligam a ions de caélcio

l

Sais insoluveis na forma de cristais
Figura 1. Mecanismo de formacgao dos cristais na intoxicacéo por B. decumbens
De acordo com os achados clinico-patolégicos, a intoxicagao pela Brachiaria

spp. pode ser dividida em 4 formas: subclinica, aguda, crénica moderada e crbnica
grave (FAGLIARI et al., 1993b).



A forma subclinica caracteriza-se pela perda de peso e auséncia de sinais
clinicos caracteristicos da intoxicagdo. Esta forma pode afetar até 64% do rebanho.
Na forma crénica moderada, os sinais surgem de forma gradual, com lesdes de pele
e sem ictericia. Nesta forma as lesdes regridem de oito a trinta dias apds o inicio. Na
forma crénica grave as lesdes de pele aparecem na face e focinho de forma
gradativa e é acompanhada de ictericia. A perda de peso torna-se mais evidente. A
forma aguda caracteriza-se por lesbes cutaneas superficiais com auséncia de
ictericia e a morte ocorre entre 2 a 5 dias apdés o inicio dos sinais clinicos
(FIORAVANTI, 1999; GORNIAK, 2008). As lesdes observadas na pele em casos de
fotossensibilizagao incluem queda de pélos, necrose, ulceragao e crostas na pele
despigmentada (TOKARNIA, 2000; PIMENTEL et al., 2007).

A ictericia frequentemente observada na intoxicacdo pela braquiaria ocorre
por duas formas. A primeira forma é resultante de alteragdes no metabolismo do
hepatécito tendo como consequéncia a nao conjugagao da bilirrubina com o acido
glicurénico. A segunda forma ocorre devido a obstrugcdo mecanica do fluxo biliar
pelos cristais na luz de ductos (GRAYDON et al., 1991; KELLY, 1993; SANTOS et
al., 2008).

Perda de peso em animais intoxicados pela planta ocorre devido as
alteragdes no metabolismo do hepatécito associada a baixa ingestao de alimentos
(DRIEMEIER et al., 1999). Outros sinais incluem a fotofobia, lacrimejamento,
hiperemia de mucosa e intenso prurido de face. Estes sinais possivelmente resultam
do aumento da sensibilidade a radiacao solar induzida pela filoeritrina (TOKARNIA,
2000).

A necropsia, observam-se hepatomegalia, vesicula biliar distendida e
extensas areas de fibrose hepatica nos casos crénicos (RIET-CORREA; MENDEZ,
2007; SANTOS et al.,, 2008). Os linfonodos mesentéricos e hepaticos podem
apresentar estriagdes esbranquicadas dispostas em forma radiada no coértex em
direcdo a medular (DRIEMEIER et al., 1998).

Os achados microscépicos no figado de animais intoxicados por braquiaria
consistem em aglomerados de macréfagos com o citoplasma espumoso, localizados
principalmente ao redor das vénulas centrolobulares. Células gigantes
multinucleadas também podem ser observadas no parénquima hepatico (GOMAR et

al., 2005; BRUM et al., 2007). Frequentemente ha imagens negativas de cristais



aculiformes no citoplasma de macréfagos e hepatdcitos. Estes cristais assemelham-
se a fendas de colesterol (GRAYDON et al., 1991; DRIEMEIER et al., 1999).

Os cristais também s&o observados na luz de ductos biliares. O mecanismo
de formacao destes cristais possivelmente ocorre no trato digestorio pela hidrolise
dos agucares das saponinas, redugao da dupla ligagao do radical 3-B-OH para 3-a-
OH e posterior conjugacdo com o acido glicurdnico. Desta conjugacao e posterior
associagao ao calcio formam-se os cristais (MILES et al., 1991). A deposicéo de
cristais na luz de ductos biliares resulta em obstrugao do fluxo biliar e consequiente
colestase (SANTOS et al., 2008). Macréfagos espumosos também séao visualizados
no baco e em linfonodos hepaticos e mesentéricos (DRIEMEIER et al., 1998; 2002).

Outros achados histolégicos observados principalmente em bovinos
intoxicados incluem a tumefagao de hepatdcitos, necrose individual de hepatécitos,
proliferacdo de ductos biliares e fibroplasia periportal (SMITH; MILES, 1993; LEMOS
et al., 1996; TOKARNIA, 2000; ECCO et al., 2004).

A anadlise das enzimas séricas AST e GGT é um importante parametro a ser
observado em casos de intoxicagdo pela braquiaria (BRUM, 2006). A
aspartatoaminotransferase (AST) é uma enzima encontrada no citoplasma e na
mitocondria dos hepatdcitos, células musculares estriadas esquelética e cardiaca
(WISLOFF et al.,, 2002). A gama- glutamiltransferase (GGT) esta presente na
membrana plasmatica de células do epitélio dos ductos biliares e seus niveis
elevados na circulacdo sido observadas em lesdes hepaticas e colestase
(TENNANT, 1997)

Na avaliacdo das alteragdes ultra-estruturais nos casos de intoxicagao pela
Brachiaria spp. observa-se proliferagdo do reticulo endoplasmatico liso e presenca
de cristais aciculares recobertos parcialmente ou totalmente por membrana no
citoplasma de hepatécitos. No citoplasma de macrofagos também podem ser
visualizados cristais em agrupamentos recobertos por membrana (DRIEMEIER et
al., 1998).

Apesar de todas as evidéncias e fundamentos, ainda paira, tanto no meio
académico e técnico, como também junto aos produtores rurais, duvidas quanto a

real etiologia da intoxicag&o por braquiaria além de formas de prevencgao e controle.



Este trabalho foi desenvolvido visando sanar parte destes questionamentos e
para propor no futuro, solugdes viaveis a utilizagcao da forrageira que tem importancia

vital a toda pecuaria nacional.



OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho tem como objetivo investigar a relagcdo entre a fase de
crescimento da Brachiaria decumbens e a toxicidade desta graminea. Os resultados
desta pesquisa pretendem servir de base para elaborar estratégias visando
minimizar as perdas econdmicas na ovinocultura do Centro-Oeste, devido a
intoxicagdo pela Brachiaria decumbens, através do manejo desta forragem e dos

animais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a toxicidade dos diferentes estagios de crescimento da B.

decumbens em ovinos;

- Avaliar os sinais clinicos da intoxicagao e niveis séricos das enzimas AST
e GGT de ovinos mantidos em pastos de diferentes estagios de
crescimento.

- Correlacionar as lesbes anatomopatolégicas nos animais intoxicados;

- Caracterizar os niveis de saponina (protodioscina) em pastagens de

Brachiaria decumbens em diferentes estagios de crescimento.
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CAPITULO I

INTRODUCAO

A intoxicagdo pela graminea Brachiaria spp. tem sido relatada em bovinos,
ovinos, caprinos, bubalinos e equinos (ALVARIZA et al., 1993; TOKARNIA, 2000;
CRUZ et al., 2001; BRUM et al., 2007). Ovinos sdao mais sensiveis que bovinos, e
entre 0s ovinos, 0s jovens s&0 mais susceptiveis a intoxicagdo (KHAIRI et al., 2000;
SANTOS et al., 2008).

Os animais podem se intoxicar em qualquer fase do desenvolvimento da
braquiaria, porém, no periodo de brotagdo das pastagens, ocorre um maior numero
de surtos (RIET-CORREA; MENDEZ, 2007). Alguns casos de intoxicagdo em pastos
vedados por mais de 30 dias tém sido relatados (BRUM, 2006). Varios surtos em
ruminantes, especialmente em ovinos, vém sendo descritos no Centro-Oeste,
especialmente no inicio do periodo chuvoso, porém os fatores que possam
influenciar na toxicidade da graminea sao pouco conhecidos (CASTRO et al., 2007;
CASTRO, 2008. Comunicacéao pessoal).
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A esporidesmina produzida pelo fungo Pithomyces chartarum foi inicialmente
descrita como causa da intoxicagdo nas pastagens de braquiaria. Autores relatam a
necessidade de aproximadamente 100.000 esporos do fungo para que ocorra a
intoxicagdo. Em surtos observados no Brasil, houve auséncia de esporos do fungo,
indicando desta forma, que o principio toxico estava presente na propria Brachiaria
spp. (DIMENNA ; BAILEY, 1973; LEMOS et al., 1996; 1997; DRIEMEIER et al.,
1998; TOKARNIA, 2000). Atualmente sabe-se que saponinas esteroidais litogénicas
compde o principio toxico presente na Brachiaria decumbens, responsavel por casos
fotossensibilizagdo hepatdégena e morte dos animais (GRAYDON et al., 1991; SMITH,;
MILES, 1993; MEAGHER et al., 1996; LEMOS et al., 1997; RIET-CORREA;
MEDEIROS, 2001). Estas saponinas séo originadas das sapogeninas diosgenina e
yamogenina, No trato digestorio dos animais, especialmente no rumen, estas
sapogeninas transformam-se em epismilagenina e a episarsasapogenina
(MEAGHER et al., 1996; BRUM, 2006)

Os hepatécitos podem apresentar disfuncdo devido a acdo da saponina
esteroidal, interferindo na metabolizacdo e excrecdo da filoeritrina. Esta substancia
se deposita na pele, que ao entrar em contato com a radiacéo ultra-violeta, causa
ruptura de queratindcitos, liberacdo das enzimas lisossomais e destruicdo tecidual
(KELLY, 1993; STEGELMEIER, 2002). A ictericia e as lesbes cutaneas s&o os
principais sinais clinicos observados em casos de intoxicacdo pela Brachiara spp.
(KELLY, 1993; BARBOSA et al., 2006). Os principais achados macroscopicos de
animais intoxicados s&o a hepatomegalia associada a distensdo da vesicula biliar
(DRIEMEIER et al., 1999).

Na microscopia Optica, a tumefagcdo e necrose individual de hepatécitos sao
frequentemente observadas. Macréfagos com o citoplasma espumoso dispostos de
forma aleatéria pelo parénquima hepatico e linfonodos mesentérico e hepatico sédo
também descritos. Com frequéncia sdo visualizadas imagens negativas de cristais
aculiformes na luz de ductos biliares e citoplasma de hepatdcitos em animais
intoxicados (SALLAN ABDULLA et al., 1992; MEAGHER et al., 1996; GOMAR et al.,
2005). Outros achados incluem fibroplasia, colestase e presenca de infiltrado
mononuclear periportal (LEMOS et al., 1997; TOKARNIA, 2000; ECCO et al., 2004).
Na microscopia eletrbnica ha hiperplasia de reticulo endoplasmatico liso associada a

presenca de material cristaléide no interior de hepatdcitos (DRIEMEIER et al., 1998).
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O desconhecimento a respeito dos fatores envolvidos na intoxicagao por
braquiaria limita o desenvolvimento de estratégias adequadas para utilizagado segura
da forrageira. E de extrema importancia conhecer os niveis do principio téxico na
graminea, a influéncia do estagio de crescimento vegetativo da planta nas
concentracdes de saponina, e ainda, os fatores envolvidos na susceptibilidade ou

resisténcia dos animais a intoxicagao.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Neste experimento foram utilizados 21 ovinos, machos, com 4 meses de
idade, divididos em trés lotes, de sete animais (n=7) cada. Estes animais eram
provenientes de criatorios onde nunca tiveram contato prévio com pastagens de
Brachiaria spp. Além da forragem, os animais receberam 200 gramas de ragao
comercial por dia, sal mineral e agua ad libitum. O experimento foi desenvolvido em
piquetes situados em uma propriedade em Brazlandia (S15 46’108” W48 11°318),
cidade satélite localizada no Distrito Federal. Esta propriedade possuia um terreno
plano, com predominancia de latossolo vermelho e regime de chuvas constante
durante o periodo experimental. Haviam ocorrido previamente surtos de
fotossensibilizagdo em ovinos desta mesma propriedade e mantidos na pastagem
utilizada para o experimento (CASTRO, 2008).

Piquetes

Os animais do experimento foram mantidos em trés piquetes de meio hectare
cada, identificados com as letras P, M e G. Os trés piquetes foram rocados no dia 0.
Aos quarenta e cinco dias, o piquete M e P foram novamente rogados, e 30 dias
apods, apenas o piquete P sofreu nova rogada. Na sequéncia, decorridos quinze dias,
o0 experimento teve inicio com a introdugdo dos animais. Desta forma, os piquetes
apresentaram 90 dias (grupo G), 45 dias (grupo M) e 15 dias (grupo P) de
crescimento da forrageira, respectivamente. Os animais foram identificados com
coleiras coloridas caracterizando o grupo ao qual pertenciam (grupo P - coleira azul,
grupo M - coleira amarela e grupo G - coleira vermelha). A avaliagdo experimental

compreendeu o periodo de margco a maio de 2007.
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Avaliacao clinica dos animais

Os animais foram submetidos a um exame clinico trés vezes por semana, em
intervalos de um dia e observou-se, entre outros: apatia, emagrecimento, alteracdes

cutaneas, fotofobia, além da inspec¢ao das mucosas ocular e oral.

Exames bioquimicos

Os niveis plasmaticos das enzimas aspartatoaminotransferase (AST) e
gamaglutamiltransferase (GGT) foram avaliados semanalmente. Para tal o sangue
era centrifugado para obtengdo do soro. A metade do soro amostrado era utilizada
para mensuragado das enzimas e a outra fracdo era congelada como garantia dos
resultados e posterior analise. A mensuragdao das enzimas foi realizada no
laboratério de patologia clinica da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria
da UnB. Para analise das enzimas séricas foram utilizados kits comerciais

(Labtest®) e a leitura realizada em espectrofotdmetro digital (Celm® SB-190).

Bidpsia hepatica

Os ovinos que apresentavam sinais clinicos da intoxicagdo eram retirados do
experimento para evitar a morte dos mesmos, e realizava-se a biopsia hepatica
guiada por ultra-som (AMORIM et al., 2003). Para realizagdo do procedimento foi
realizada anestesia local com lidocaina a 2% na regidao do décimo primeiro espago
intercostal do lado direito. A anti-sepsia local com alcool iodado foi feita antes da
incisdo na pele e introduzida a agulha de bidépsia (super core Il 14X20CM MD-
TECH®) na cavidade abdominal em sentido cranio-ventral guiada pela imagem
ultrassonografica. Foram retiradas trés amostras de figado por animal. Destas, duas
foram fixadas em formol tamponado a 10%, e outra colocada em gluteraldeido
(fixador) para a realizagdo da microscopia eletrénica (DRIEMEIER et al., 1998). As
amostras fixadas em formol a 10%, foram processadas rotineiramente, incluidas em
parafina, realizados cortes de 5 ym, corados com hematoxilina e eosina (HE) e

analisadas em microscopia de luz.
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Necropsia

Os animais que morreram durante o periodo experimental eram necropsiados
e fragmento dos o6rgdos foram fixados em formol a 10%, processadas
rotineiramente, incluidas em parafina, realizados cortes de 5 pm, corados com

hematoxilina e eosina (HE) e analisadas em microscopia de luz.
Amostras de capim

Amostras das pastagens dos trés piquetes foram colhidas a altura de pastejo,
de 10 locais diferentes dos piquetes nos dia 0, 15, 30, 45 e 60 para analise dos
niveis de saponinas na pastagem e contagem de esporos do fungo Pithomyces
chartarum. Para a contagem do numero de esporos de Pithomyces chartarum nas
pastagens de Brachiaria decumbens foi empregado o método de lavagem (“wash
method”) em amostras frescas da graminea (TOKARNIA et al., 1979). Neste processo
foi adicionado dez vezes o volume de agua a quantidade em gramas da planta e
agitado. Posteriormente o0s esporos com caracteristicas morfolégicas do P.
chartarum eram contados em camara de Neubauer. Para cada esporo observado
por 2 mm? era multiplicado por 5000. Também foi realizada a secagem da forrageira
para posterior analise dos teores de saponinas. Nestas amostras foi determinado
qualitativa e quantitativamente o teor de saponinas pelo método de cromatografia de
camada delgada e por HPLC utilizando o detector de evaporacao por dispersao de luz
(Evaporative Light Scattering Detector) (GJULEMETOWA et al., 1982).

Analise estatistica
Foi realizada a analise de variancia (ANOVA) dos valores de GGT, AST e dos

niveis de protodioscina, e empregado o teste de Tukey para a comparagdo das

médias com o programa Prism 4.0 (GraphPad®).
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RESULTADOS

Dos 21 ovinos deste experimento, 12 animais apresentaram os sinais da
intoxicacdo e foram retirados do experimento (taxa de morbidade=57,14%) e 9
ovinos dos 12 intoxicados morreram (mortalidade=75,00%). Mesmo apos os ovinos
haverem sido retirados das pastagens com o surgimento dos sinais clinicos, ocorreu
a morte de 4 animais do grupo P (44,44%), 3 animais do grupo M (33,33%) e 2
animais do grupo G (22,23%). Os outros 3 ovinos que adoeceram, (1 animal de cada
grupo) se recuperaram completamente da intoxicagéo.

Os principais sinais clinicos observados nos ovinos intoxicados neste
experimento s&o apresentados na tabela 1. Sinais clinicos caracteristicos da
fotossensibilizagdo hepatégena como queda de pélo, erosbes e ulceragdes na pele
foram observados em apenas um ovino que apresentava pelagem clara (figura 2).
Este animal se intoxicou em 10 dias apds o inicio do experimento e se recuperou
completamente das lesdes. Nenhum ovino de pelagem escura (14/21) apresentou
lesdes ulcerativas/erosivas na pele durante o experimento.

De acordo com os achados clinicos observados classificou-se a intoxicagao
nas formas hiperaguda, aguda, crénica e subclinica.

A forma hiperaguda da intoxicagao ocorreu entre 7 a 10 dias apos o contato
do animal com a forrageira e caracterizou-se pelo aparecimento abrupto dos sinais
clinicos como edema de face e orelha (Figura 3), hiperemia de mucosa, secrecéao
ocular, apatia e auséncia de ictericia. Esta forma foi observada em 3 ovinos (3/21 -
dois animais do grupo P e um animal do grupo M) que morreram rapidamente apos o
aparecimento dos sinais.

A forma aguda ocorreu entre 10 e 60 dias apds o contato com a forrageira,
com a morte de varios animais (6/21 - dois animais do grupo P, dois animais do
grupo M e dois animais do grupo G). Os principais sinais clinicos apresentados
foram hiperemia de mucosa ocular, que precedia ictericia, apatia e emagrecimento
progressivo.

Trés ovinos apresentaram a forma crénica, no periodo entre 23 e 60 dias,
caracterizada pelo emagrecimento progressivo, hiperemia da mucosa ocular e
aumento dos niveis séricos de AST e GGT (um animal do grupo P, M e G). Todos os

animais se recuperaram ao término do experimento.
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Na forma subclinica, os animais apresentaram somente aumento das enzimas
séricas hepaticas, porém, sem quaisquer manifestagdes clinicas (9/21).

Os niveis séricos de AST durante o experimento estdo dispostos na tabela 2 e
representados na figura 4. O maior aumento da enzima sérica AST ocorreu no grupo
P e M na segunda semana apds o inicio do experimento, enquanto que no grupo G,
ocorreu elevacao gradual, havendo o pico na sétima semana. Os niveis de AST por
grupos estao representados nas figuras 5,6 e 7.

Animais dos trés grupos apresentaram elevagao desta enzima, demonstrando
a hepatotoxicidade em todas as fases de crescimento da forrageira. Porém, os
animais que apresentaram uma elevagdo gradual ou mesmo uma queda com
posterior elevagao desta enzima, demoraram mais para se intoxicarem ou nao se
intoxicaram.

Os niveis séricos de GGT durante o experimento estao dispostos na tabela 3
e representados na figura 5. Em relacdo a mensuragcédo sérica da GGT, o pico
ocorreu no grupo P e M na segunda semana do inicio do experimento. No grupo G,
houve a elevagdo maxima na quarta semana. Os niveis de GGT por grupo estao
representados nas figuras 9,10 e 11.

Os ovinos que morreram durante o experimento e foram necropsiados (9/21)
apresentaram ictericia (6/9), variando de discreta (4/9) a moderada (2/9). Um achado
constante foi a hepatomegalia, com presenca da impresséo das costelas no 6rgao e
distensdo da vesicula biliar (9/9) (figura 12). Nos demais érgéos, e principalmente,
rins, linfonodos hepaticos e mesentéricos, ndo foram observadas alteracdes
macroscopicas.

Os achados microscopicos observados no figado dos animais nos quais foi
realizada a bidpsia ou dos ovinos necropsiados estao representados na tabela 4.

Na analise microscoépica, tanto nas bidpsias hepaticas quanto no figado dos
animais necropsiados, observou-se tumefagdo de hepatdcitos, macréfagos com
citoplasma espumoso no interior de sinusdides distribuidos difusamente (Figura 13),
discreta colestase (12/21), proliferacdo de ductos biliares (15/21) e infiltrado
inflamatoério mononuclear periportal (2/21) que variava de discreto a moderado. A
fibroplasia foi mais intensa nos animais que se intoxicaram com a forma crénica
(3/21). Foram visualizados discretos aglomerados multifocais aleatérios de

neutréfilos em dois animais do grupo P que apresentaram a forma hiperaguda.
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Constatou-se necrose individual de hepatécitos em 2 animais do grupo P € um do
grupo M, que apresentaram a forma hiperaguda, além de um animal (grupo P) com a
forma aguda. Todos estes animais morreram durante o experimento.

No citoplasma de alguns macrofagos e de hepatocitos havia imagens
negativas de estruturas cristaldides aciculares. Também foi observada a imagem
negativa de material cristaldide na luz de ductos biliares e necrose do epitélio dos
ductos (figura 14a e 14b) nos trés ovinos que apresentaram a forma hiperaguda da
intoxicagcao e que nao demonstraram ictericia.

Os animais que nao apresentaram lesdes acentuadas e difusas pelo
parénquima hepatico, e que nao foram visualizados cristais na luz de ductos biliares
(12/21), também n&o apresentaram ictericia.

Foi constatada degeneracgao hidropica das células epiteliais de tubulos renais
(3/9), enquanto que nos linfonodos hepaticos, nos trés animais que se intoxicaram
na forma hiperaguda e em um animal da forma aguda, havia macréfagos espumosos
com imagens negativas aculiformes em seu citoplasma (4/9).

A principal alteracdo observada na microscopia eletrbnica de fragmentos
hepaticos foi a marcante hiperplasia de reticulo endoplasmatico liso nos hepatécitos
(n=4 - um animal do grupo P, dois do grupo M e um do grupo G) e a presencga de
cristais aculiformes envoltos por membranas no interior do citoplasma (Figura 15).
Macrofagos, com citoplasma de aspecto espumoso, também apresentaram
estruturas cristaldides semelhantes as encontradas nos hepatdcitos.

Os niveis de protodioscina (saponina) nas amostras de capim colhidas
durante o experimento estdo representados na tabela 5. Os niveis de protodioscina
durante o experimento foram maiores no piquete P e M em relagdo ao grupo G
(p<0,05), porém, nao diferiram entre si.

Nas colheitas do capim para contagem de esporos do fungo Pithomyces
chartarum, os resultados foram iguais ou menores que 5000 esporos/g de pastagem

fresca, em todas as amostras durante todo o experimento.
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Tabela 1. Sinais clinicos apresentados por ovinos durante o periodo experimental - Brasilia, 2007.

SINAIS CLINICOS

ANIMAL APT EDF EDO EMG EUP FTF HMO SCO ICT MRT EC Pl
PO1 + - - + - + + + - - - -
P02 + + + - - - - - - * 3 7
P03 - - - - - - - - - - - -
P04 + + + + + - + + - - - 7
P05 + - - + - - + - + + 4 33
P06 + _ - + - - + - - + 2 10
PO7 + - - - - - + - + + 3 33
MO1 - - - + - - + - - - - -
MO02 + - - + - - - - - + 1 12
MO03 - - - - - - + - + + 3 7
M04 - - - - - - + - - - - -
MO05 - - - + - - + - - - - -
MO06 - - - + - - + - + + 4 12
MO7 + - - - - - - + - - - 18
G01 - - - + - - + + - - - -
G02 - - - + - - + - + + 3 31
GO03 - - - - - - + - - - 45
G04 + - - + - - + + + + 2 15
GO05 - - - - - - - - - - - -
G06 - - - - - - - - - - - -
GO07 + - - + - + + + - - - -

APT: apatia; EDF: edema de face; EDO: edema de orelha; EMG: emagrecimento; EUP: erosdo e ulceragédo de pele; FTF: fotofobia; HMO:
hiperemia da mucosa ocular; SCO: secregao ocular; ICT: ictericia; MRT: morte; EC: evolucao clinica em dias até a morte; Pl: Periodo em dias do
inicio dos sinais clinicos da intoxicagao. Sinais clinicos: - Auséncia; + Presenca.
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Tabela 2. Niveis séricos médios e desvio padréo de AST (Ul/dl) nos grupos P, M
e G durante o experimento (semanas) - Brasilia, 2007.

SEMANAS P M G
0 123,7+33,9 n=7 155,9+40,2 n=7 151,2+44,1 n=7
1 152,8465,2 n=7 168,7+69,6 n=7 141,6+30,5 n=7
2 576,6£1055,8 n=6  261,0+292,4 n=7 111,4+11,1 n=7
3 142,0+48,6 n=4 197,2+136,1 n=5  144,0+54,5 n=7
4 157,3+30,6 n=4 249,3+221,8 n=4  253,8+247,1 n=7
5 154,1£16,1 n=3 109,5+25,1 n=3 204,2+128,9 n=6
6 122,5+9,6 n=3 139,2+19,3 n=3 290,7£169,4 n=5
7 204,24+93,2 n=3 154,1+8,5 n=3 300,8+254,5 n=5
8 130,9443,3 n=2 146,6+3,2 n=3 143,4+30,2 n=4
9 119,7+£19,7 n=2 141,1£14,0 n=3 200,5+182,0 n=4

Tabela 3. Niveis séricos médios e desvio padrao de GGT (Ul/dl) nos grupos P, M
e G durante o experimento (semanas) - Brasilia, 2007.

SEMANAS P M G

0 26,7+11,8 n=7 31,248,1 n=7 43,1£11,3 n=7
1 82,2+44,5 n=7 84,1+49,7 n=7 58,4%£12,5 n=7
2 82,31+43,0 n=6 64,1£72,0 n=7 39,4124 1 n=7
3 99,7 +61,8 n=4 117,6£74,3 n=5 93,0+£71,21 n=7
4 72,7 £54,1 n=4 81,7+52,2 n=4 158,2£162,1 n=7
5 103,2+64,4 n=4 29,3+9,6 n=3 111,8+77,5 n=6
6 95,0+58,31 n=4 23,6+13,2 n=3 64,4+43,0 n=5
7 50,0+19,0 n=3 42,0+3,4 n=3 134,2+78,0 n=5
8 47,0+31,1 n=2 23,0 £3,4 n=3 79,0£61,2 n=4
9 31,0+0,0 n=2 19,0 £0,0 n=3 94,7+47,5 n=4
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Tabela 4. Lesdes histopatologicas observadas nos animais do experimento - Brasilia, 2007.

Animais BN TVH CHH NH PDB RB FBP IMP MOE MOC CG DER Outros
P01 B + - - + - + + - - - - -
P02 N + - - - - - - - - - - -
P03 B ++ - - + + + + - - - - -
P04 B +++ + + ++ + - + ++ ++ + + Presenca de focos de neutréfilos no parénquima hepatico; cristais em ductos
biliares e no citoplasma de macréfagos em linfonodo.
P05 + - - - + - + - - - - -
P06 +++ + + + ++ - + + ++ + + Acumulos focais de neutrdfilos e cristais em ductos biliares e citoplasma de
macroéfagos em linfonodo.
P07 + - + + + - + + - - - -
MO1 + - - - - + - - - - - -
MO02 N ++ + + + ++ - ++ + + - + Presenca de cristais em ductos biliares e citoplasma de macréfagos em
linfonodo.
MO03 N + - - - - + + - - - -
MO04 B - - - + + + + + - - - -
MO05 B - - - + - - - - - - - -
MO06 N + - - - - + - - - - - -
Mo7 B + - - - - - + - - - - -
G01 B + - - - - + - - - - - -
G02 N ++ - - + + - ++ + - + - -
G03 B + - - + - + - - - - - .
G04 N + - - - + + + + - - - -
G05 B + - - ++ + + + + - - - -
G06 B - - - + + - - - - - - -
GO07 B + - - + + - + + - - - -

B/N: Bidpsia e Necropsia;TVH: Tumefagao e vacuolizagao de hepatdcitos; CIH: Cristais no interior de hepatécitos; NIH: Necrose individual de hepatécitos;
PDB: Proliferagdo de ductos biliares; RB: Retencao Biliar; FBP: Fibroplasia; IMP: Infiltrado mononuclear periportal; MOE: Macréfago com citoplasma
espumoso; CG: Células Gigantes; DER: Degeneracdo de células em tubulos renais. Avaliagdo histopatoldgica: - Auséncia; + Leve; ++ Moderada e +++
Intensa
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Figura 2. Ovino do grupo P intoxicado por B. decumbens apresentando
lesdes decorrentes a fotossensibilizagdo nas areas claras da pele -
Brasilia, 2007.

§ t = y P

Figura 3. Ovino do grupo P intoxicado demonstrando severo edema de
face e orelha - Brasilia, 2007.
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Figura 4. Niveis médios de AST de ovinos do grupo P, grupo M e grupo G,

mantidos em pastagem de Brachiaria decumbens com 15, 45 e 90 dias de

crescimento respectivamente - Brasilia, 2007.
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Figura 5. Niveis de AST individual dos ovinos do grupo P, mantidos em pastagem

de Brachiaria decumbens com 15 dias de crescimento - Brasilia, 2007.
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Figura 6. Niveis de AST individual dos ovinos do grupo M, mantidos em pastagem de

Brachiaria decumbens com 45 dias de crescimento - Brasilia, 2007.
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Figura 7. Niveis de AST individual dos ovinos do grupo G, mantidos em pastagem de

Brachiaria decumbens com 90 dias de crescimento - Brasilia, 2007.
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Figura 8. Niveis médios de GGT de ovinos do grupo P, grupo M e grupo G,
mantidos em pastagem de Brachiaria decumbens com 15, 45 e 90 dias de

crescimento respectivamente - Brasilia, 2007.
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Figura 9. Niveis de GGT individual dos ovinos do grupo P, mantidos em pastagem

de Brachiaria decumbens com 15 dias de crescimento - Brasilia, 2007.
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Figura 10. Niveis de GGT individual dos ovinos do grupo M, mantidos em Brachiaria

decumbens com 45 dias de crescimento - Brasilia, 2007.
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Figura 11. Niveis de GGT individual dos ovinos do grupo G, mantidos em Brachiaria

decumbens com 90 dias de crescimento - Brasilia, 2007.
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Figura 12. Ovino do grupo P. Intoxicagao por B. decubens. Hepatomegala
e distensao da vesicula biliar por acumulo de bile. Observar a coloracéo
amarelada e impressdo das costelas na superficie do 6rgédo - Brasilia,
2007.

Figura 13. Figado: A (animal do grupo P)- Macréfagos com citoplasma
espumoso na luz de sinusodides (setas), alguns com imagens negativas
de cristais aciculares, em ovino intoxicado (HE). B (animal do grupo P) -
Necrose individual de hepatécitos (setas) em animal que morreu
intoxicado por B. decumbens (HE) - Brasilia, 2007.
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-

Figura 14A (animal do grupo P) e B (animal do grupo M). Figado:
Presenca de cristais na luz de ductos biliares (seta), ectasia, necrose do
epitélio do ducto e discreto infiltrado mononuclear periductal em ovinos
intoxicados (HE) - Brasilia, 2007.

Figura 15. Fotomicrografia eletrénica do figado de um ovino do grupo P,
intoxicado pela B. decumbens mostrando hiperplasia de reticulo
endoplasmatico liso (seta) e a imagem de um cristal de saponina (cabeca
de seta) em hepatdcito - Brasilia, 2007.
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Tabela 5. Concentragao de protodioscina (%) na matéria seca nas amostras das
pastagens do piquete P, M e G durante o experimento - Brasilia, 2007.

Dias P M G
18/3/2007 1,85 1,97 1,5
05/4/2007 1,90 2,21 1,91
19/4/2007 2,00 1,27 0,94
03/5/2007 2,05 1,53 1,19
17/5/2007 2,37 1,20 0,77

Média e DP 2,03+0,20° 1,63+0,44° 1,26+0,45°

Médias com letras diferentes diferem entre si (p<0,05).



DISCUSSAO

Os ovinos deste experimento apresentaram 4 formas da intoxicacgao:
hiperaguda, aguda, crbénica e subclinica. Dentre estas, destaca-se a forma
hiperaguda da intoxicagdo, caracterizada pelo aparecimento abrupto dos sinais
clinicos e das lesdes, seguida de morte. Esta forma clinica ainda n&o havia sido
previamente descrita em ruminantes intoxicados pela Brachiaria spp. (ABDULLAH et
al., 1989; DRIEMEIER et al., 1998; LEMOS et al., 1998).

A intoxicagao pela Brachiaria spp. tem sido dividida em forma aguda, cronica
moderada, crénica grave e subclinica (FAGLIARI et al., 1993; FIORAVANTE, 1999;
GORNIAK, 2008). Na forma aguda os animais apresentam lesdes de pele e ndo
apresentam ictericia. Na forma cronica moderada os animais se recuperam entre 8 e
30 dias apds o inicio dos sinais clinicos, enquanto que na forma crénica grave, a
ictericia é evidente trés semanas apds o aparecimento das lesdes de pele. A forma
subclinica, pode ter prevaléncia de até 64% no rebanho e caracteriza-se pela
auséncia de sinais clinicos (FIORAVANTE, 1999).

A forma aguda observada neste experimento (6/21) caracterizou-se pelo
aparecimento abrupto dos sinais e morte logo apds. Possivelmente, estes ovinos
possuiam elevada susceptibilidade a intoxicagao por Brachiaria spp. Isto poderia ser
explicado pelo fato de serem animais que nunca tiveram contato com aquela
forrageira, além de estarem na idade considerada mais susceptivel (RIET-CORREA;
MENDEZ, 2007).

Neste experimento a forma crdnica n&o foi dividida em moderada e grave. Os
animais que apresentaram esta forma (3/11) demonstraram perda de peso
progressiva, hiperemia de mucosa e aumento das enzimas séricas AST e GGT sem,
no entanto apresentar ictericia. Vale ressaltar, que os animais deste experimento e
que apresentaram a forma crbnica, foram observados por apenas 2 meses, nao
sendo possivel inferir sobre as consequéncias da exposigdo ainda mais prolongada
no decurso da doencga. Riet-Correa et al. (2002) e Ecco et al. (2004) caracterizaram
a forma crbnica pelo emagrecimento progressivo em animais que ingerem a planta

durante longos periodos.
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Os ovinos que apresentaram perda de peso (10/21) demonstraram lesbes
hepaticas difusas e elevacao séricas das enzimas AST e GGT, que possivelmente
sejam a causa do menor rendimento destes animais. A perda de peso dos animais
intoxicados pode estar relacionada com as alteragdes no metabolismo do hepatdcito
e associada a baixa ingestao de alimentos (DRIEMEIER et al., 1999).

O aumento da sensibilidade cutdnea exposta a radiagao solar, decorrente a
disfungéo na excrecgéao da filoeritrina, € descrita como a causa principal do edema de
face e orelha (TOKARNIA, 2000). Apos a deposicao da filoeritrina e consequente
aumento da sensibilidade da pele a radiagao solar, ocorre extravasamento de
enzimas lisossdmicas para o tecido intersticial e lesdo tecidual. A histamina liberada
pelos mastdcitos no local da lesdo aumenta a permeabilidade vascular levando ao
edema (YAGER; SCOTT, 1993). Possivelmente, esta possa ser a causa das
alteragdes observadas principalmente nos animais intoxicados na forma hiperaguda
(3/21) no presente experimento. Porém, devido as caracteristicas unicas de
distribuicao destas manifestagdes clinicas, ndo € possivel concluir quanto a sua real
patogénese (LEMOS et al., 2002). O edema de face e orelha, assim como o0 eczema
facial, vem sendo descritos caracteristicamente e exclusivamente em ovinos
intoxicados pela forrageira (SALLAN ABDULLA et al., 1992).

Apesar das formas clinicas descritas, ndo ha um consenso, por alguns
autores, se a intoxicacdo pela Brachiaria spp. € decorrente das saponinas
litogénicas presentes na planta ou pela esporidesmina produzida pelo fungo
Pithomyces chartarum (FAGLIARI et al., 1993; FIORAVANTE, 1999; GORNIAK,
2008).

A queda de pélo, erosdes e ulceragdes cutdneas observadas em um unico
animal do grupo P, sdo caracteristicas da fotossensibilizagdo hepatdégena, por
retencdo hepatica da filoeritrina (STEGELMEIER, 2002; PIMENTEL et al., 2007). E
importante lembrar que lesbes de pele ndo foram observadas em nenhum outro
ovino deste experimento. A maioria dos animais utilizados era de pelagem negra e
da raca Santa Inés e isto talvez explique a baixa incidéncia das alteragdes cutaneas.
Mas também se deve ressaltar, que varios animais adoeceram rapidamente e muitos
morreram, podendo assim ter contribuido para o ndo surgimento das lesdes. Estas
observagdes foram constatadas em um ovino com manchas brancas na pelagem,

que apresentou severa fotossensibilizacdo nestas areas, somente depois de retirado
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da pastagem para que evitar a morte. O acumulo da filoeritrina é freqientemente
descrito em casos de intoxicacdo por plantas hepatotdxicas que contenham
saponinas, sendo atribuida a obstrucdo dos ductos biliares por material cristaléide
(KELLERMEN et al., 1988; DRIEMEIER et al., 2002) ou a lesdo hepatocelular
(FLAOYEN et al., 1991).

Alguns ovinos intoxicados pela forrageira apresentaram hiperemia da mucosa
ocular, fotofobia e aumento da secrecao ocular, porém, seus mecanismos ainda nao
foram elucidados (TOKARNIA, 2000; LEMOS et al., 2002). Possivelmente estes
sinais estejam relacionado ao aumento da sensibilidade local a radiagéo solar por
deposigao da filoeritrina.

A maior elevagdo dos niveis séricos de AST no grupo P e M ocorreu na
segunda semana enquanto que no grupo G houve uma elevagéo gradual com o pico
maximo na sétima semana. A enzima AST é encontrada no citoplasma e mitocdndria
de hepatdcitos, células musculares estriadas esqueléticas e estriadas cardiacas. Em
lesbes hepaticas agudas ou crénicas, os niveis desta enzima tendem a se elevar na
circulacédo (TENNANT, 1997).

No grupo P e M a maior elevacédo de GGT ocorreu na segunda semana
enquanto que no grupo G ocorreu na quarta semana. A gama-glutamiltransferase
esta presente na membrana plasmatica de células do epitélio dos ductos biliares e
seus niveis elevados na circulacdo sao observados em lesdes hepaticas, de ductos
biliares, mas principalmente, nas colestases (TENNANT, 1997). Varios animais
intoxicados (6/12) neste experimento apresentaram ictericia, o que justificaria o
aumento sérico da enzima GGT devido a colestase.

As elevagdes mais precoces de AST e GGT no grupo P e M, coincidem com a
maior rapidez que os ovinos adoeceram e morreram. E importante considerar que os
diferentes grupos de ovinos eram homogéneos, da mesma procedéncia e com a
idade semelhante. Por esta razdo, as evidéncias sugerem fortemente que as
alteragdes enzimaticas nos grupos P e M foram decorrentes a maior toxicidade
destas pastagens em relacdo ao grupo G. No entanto, a elevagdo destas enzimas
nem sempre se refletram em sinais clinicos da intoxicagdo. Considera-se,
entretanto, que animais com sinais clinicos da intoxicagdo pela forrageira,
geralmente demonstram elevagao sérica das enzimas AST e GGT (HANSEN et al.,
1994 e BARBOSA et al., 2006).
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Alguns animais classificados com a forma subclinica da intoxicagao (9/21),
mesmo nao apresentando alteragbes clinicas durante o periodo experimental,
exibiram elevagdes expressivas enzimaticas. Possivelmente, isto se deva a
diferencgas individuais na susceptibilidade dos animais a intoxicagdo (CASTRO et al.,
2007). Deve-se ressaltar que mesmo aumentos consideraveis de AST e GGT néo
puderam ser correlacionados diretamente com o diagnodstico e prognostico da
intoxicagdo. Ovinos sem sinais clinicos apresentaram as maiores elevagdes destas
enzimas, superando inclusive os animais que morreram da intoxicacdo. E relevante,
que 0s animais que se intoxicaram precocemente, apresentaram um rapido pico de
AST, podendo estar relacionado a morte dos mesmos. Os ovinos que sobreviveram,
ou ndo manifestaram sinais clinicos, apresentaram elevacdo de AST mais gradativa
e duradoura, mesmo atingindo as maiores magnitudes. Estas observagdes permitem
inferir que os animais mais resistentes a intoxicagdo, também sofrem a acéao
hepatotoxica da graminea, porém sao melhores capacitados a lidar com a toxina.
Estes mesmos animais, nas ultimas semanas do experimento, demonstraram
reducdo gradativa de AST e GGT, sugerindo menor leséo hepatica e uma possivel
adaptacao dos mesmos aos niveis toxicos de saponina nas pastagens.

Os ovinos dos trés piquetes se intoxicaram durante o periodo experimental (5
animais do grupo P, 4 animais do grupo M e 3 animais do grupo G), demonstrando a
toxicidade da planta em qualquer época do crescimento vegetativo. Mas deve-se
ressaltar que os niveis de protodioscina estavam significativamente maiores na
pastagem P (brotagdo), coincidindo com o surgimento dos sinais clinicos mais
severos nos animais, além da maior taxa de morbidade (71,43%) e de mortalidade
(44,44%). Os achados clinico-patologicos deste experimento permitem inclusive
inferir, que os niveis de protodioscina nas pastagens tiveram uma relagao direta com
a velocidade que os animais demoraram a se intoxicar, na taxa de morbidade e
também na mortalidade. Em outro experimento com ovinos foram descritas
concentracbes maiores de protodioscina na B. decumbens na fase final do ciclo
vegetativo, em processo de sementagdo (BRUM et al., 2007). No entanto, deve-se
considerar que a metodologia analitica para detectar os niveis de saponinas na
graminea naquele experimento, foi menos sensivel e precisa a utilizada nas
amostras atuais. A amostragem daquelas pastagens também pode ter variado e

influenciado nos resultados. Isto talvez explique as discrepancias entre as
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observagdes. Uma maior toxicidade da planta, em casos naturais, vem sendo
relatada apdés queimadas ou secas prolongadas, quando entdo a forrageira
encontra-se em brotagdo (RIET-CORREA; MENDEZ, 2007). Esta afirmacéo
corrobora com os achados deste experimento, em que a maior toxicidade e
quantidade de protodioscina foi encontrada nas amostras de capim do piquete P,
com apenas 15 dias de crescimento.

Supdbe-se que, para que haja a intoxicagdo por braquiaria em ovinos, ndo é
necessaria grande quantidade da toxina, pois esta espécie é considerada altamente
sensivel (BRUM, 2006). Ha fortes indicios que isto realmente ocorra, uma vez que
0s animais do grupo G, pastejando o capim com um crescimento minimo de 90 dias
(forrageira madura), também adoeceram e morreram. As amostras daquele piquete
apresentaram os menores niveis de protodioscina dos trés.

O rebanho ovino do Distrito Federal é formado, em sua maioria, por animais
importados da regidao Nordeste, e que nunca tiveram contato com a graminea.
Possivelmente, esta seja a causa da elevada sensibilidade dos ovinos ao se
intoxicarem em pastagens de braquiaria, assim como a elevada mortalidade
observada neste experimento.

Um fato notdrio e relevante na pecuaria nacional, € que as pastagens de
braquiaria, ao serem introduzidas no Pais, provocaram o surgimento de inumeros
casos de intoxicagdo em bovinos naquela época (ANDRADE et al., 1975; 1978). E
bem conhecido que animais introduzidos pela primeira vez em pastagens de
braquiaria sdo mais susceptiveis a intoxicarem-se, cuja explicacdo ainda ¢é
desconhecida (RIET-CORREA; MENDEZ, 2007). Os bovinos também sao
considerados naturalmente mais resistentes a intoxicacdo (KHAIRI et al., 2000).
Atualmente, a maior parte do rebanho bovino no Brasil esta assentado, por longos
periodos, em areas com amplo dominio daquela forrageira. Talvez alguma forma de
adaptacao tenha ocorrido naquela espécie, contribuindo sensivelmente para uma
reducao das perdas decorrentes a intoxicagdo naquelas pastagens, em comparagao
ao inicio de sua utilizacdo no Pais. Isto pode ser comprovado quando foram
observadas diferengas na susceptibilidade entre animais procedentes de plantéis
criados ha varios anos em pastagens da graminea com aqueles que jamais tiveram
contato com a forrageira (CASTRO et al., 2007)
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Apesar disto, como no Brasil mais de 50% das pastagens cultivadas sao de
braquiaria, a graminea vem sendo recomendada como uma boa opg¢ao a
ovinocultura (VIANA; BORGES, 2006a e b). Em outros estados, como Mato Grosso
do Sul (LEMOS, 2007. Comunicagdo pessoal) e Sdo Paulo (CASTRO, 2008.
Comunicagéao pessoal), ha varios anos ocorre a criagéo de ovinos de outras ragas e
procedéncias em pastagens de braquiaria, havendo perdas de menor importancia
decorrentes a intoxicacao pela planta. Por esta razdo, o fator racial também deve ser
considerado, pois a maioria dos ovinos deste experimento eram mesticos Santa
Inés. Até o momento ndo se conhece diferengcas na susceptibilidade das racgas
ovinas a intoxicagao por Brachiaria spp.

Nos animais necropsiados (9/21), o achado mais importante foi a
hepatomegalia, porém né&o foi observada em todos os animais a coloragdo amarela-
cobreada no figado, geralmente descrita em casos crénicos da intoxicagao (LEMOS
et al., 2002; RIET-CORREA et al., 2002). Esta coloracao foi raramente visualizada
nos animais do experimento, e possivelmente devido a relativa curta duragdo do
periodo experimental (8 semanas) ou devido a recuperagdo dos ovinos que
apresentaram a forma clinica crénica.

Nao foram visualizadas nos animais necropsiados alteracbes macroscopicas
em linfonodos hepaticos e mesentéricos, provavelmente devido ao fato da maioria
dos animais apresentarem intoxicagédo hiperaguda ou aguda. Em bovinos foi descrita
a ocorréncia de estriacbes esbranquicadas na superficie de corte dos linfonodos
hepaticos e mesentéricos, dispostas de forma radiada, da cortical em diregcdo a
medular, nos animais intoxicados (DRIEMEIER et al., 1998). Estas altera¢cées nao
foram constatadas no presente experimento, mas pode-se especular que nao
tenham ocorrido devido a curta duracdo da intoxicacdo ou por diferencas entre as
especies.

Na microscopia optica, além da tumefacdo e vacuolizacdo dos hepatdcitos
(18/21), foram visualizadas imagens negativas de cristais aculiformes em seu
citoplasma. Os cristais também foram visualizados no interior de macréfagos com
citoplasma de aspecto espumoso, dispostos pelo parénquima hepatico, mas em
maior quantidade, proximos a grandes ductos biliares.

Cristais também foram encontrados na luz de canaliculos biliares (um animal

do grupo P e um animal do grupo M). Estes ovinos apresentaram a forma
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hiperaguda da intoxicacdo com ictericia bastante acentuada da carcacga,
comprovada microscopicamente pela colestase bastante intensa. Cristais
depositados na luz de canaliculos biliares sdo considerados a causa de obstrugao
mecanica do fluxo biliar e colestase em bovinos intoxicados por braquiaria (BUTTON
et al., 1987; FLAOYEN et al., 1991; SANTOS et al., 2008). Considera-se que estes
cristais se formem pela conjugacao das saponinas esteroidais epismilagenina e
episarsasapogenina com o acido glicurénico. O resultado desta conjugagao sao os
glicuronideos, que ao se unirem as moléculas de calcio, formam os caracteristicos
cristais (LAJIS et al., 1993; CRUZ et al., 2000; 2001). Em outros paises, os tipicos
cristais também sdo encontrados no figado dos animais intoxicados por outras
plantas, que apresentam em sua constituicao diferentes composi¢des de saponinas
esteroidais litogénicas, como Narthecium ossifragum e Panicum dichotomiflorum
(MEAGHER et al., 1996; WISLOFF et al., 2002). E importante ressaltar que a
presenca de material cristaldide no interior dos ductos biliares nao foi detectada em
todos os ovinos ictéricos intoxicados por braquiaria. Isto sugere que a ictericia ocorra
nao somente devido a colestase, mas também por lesdo direta ao hepatdcito. Foi
sugerido que o hepatécito é o alvo inicial da agao toxica da braquiaria em ovinos, e
dependendo da severidade, poderia causar subsequente colangiopatia e
fotossensibilizagdo (DRIEMEIER et al., 2002).

Macrofagos com citoplasma espumoso, e com cristais em seu citoplasma,
também foram visualizados em linfonodos hepaticos (3/21) em animais que tiveram
a forma hiperaguda (dois animais do grupo P e um animal do grupo M). Esta forma
de linfadenite granulomatosa, com presenga de macrofagos espumosos, € descrita
principalmente em linfonodos hepaticos e mesentéricos de bovinos mantidos em
pastagens de braquiaria (DRIEMEIER et al., 1998; LEMOS et al., 2002).

Necrose individual de hepatdcitos, com pequenos de aglomerados de
neutrdéfilos, foi observada no figado somente de animais que se intoxicaram na forma
hiperaguda. A necrose e degeneragao de hepatécitos periportais podem ocorrer na
intoxicagao pela Brachiaria spp. (SANTOS et al.,, 2008). Ndo sado descritos o0s
mecanismos da patogénese da necrose individual de hepatocitos e da presencga de
neutréfilos pelo parénquima hepatico (ALESSI et al., 1994). O fato de se encontrar
estas alteragbes, apenas nos animais com a manifestacdo hiperaguda da doenca,

sugere uma maior severidade das lesbes comprovada pela morte de todos estes
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animais. Os pequenos aglomerados de neutréfilos no parénquima hepatico
provavelmente surjam em decorréncia da necrose dos hepatdécitos.

A fibroplasia periportal foi observada apenas em animais que se intoxicaram
apés um més do experimento (forma crénica) além de discreto infiltrado
linfohistiocitario adjacente. Considera-se que a deposigéo de tecido fibroso periportal
€ um achado freqliente em animais intoxicados pela Brachiaria spp. (LEMOS et al.,
1998; CRUZ et al.,, 2000). Os mecanismos de proliferacdo de fibroblastos e
deposicdo de tecido fibroso poderiam estar associados a presenca local de
macrofagos e linfocitos periportais. Estas células sdo capazes de liberar fatores que
estimulam a fibroplasia, com a proliferagdo de fibroblastos e a deposicao de
colageno (PEREIRA, 2004b).

Em relagdo a degeneracao de células epiteliais de tubulos renais, observada
em animais deste experimento, ndo se conhece a causa exata desta alteracido
morfolégica (ECCO et al., 2004; RIET-CORREA; MENDEZ, 2007). No entanto,
ovinos mantidos em pastagens de B. decumbens, apresentam redugao dos niveis de
enzimas, ainda ndo determinadas, responsaveis pela metabolizagdo de drogas no
tecido renal (KHAIRI et al., 2000). Talvez isto possa estar relacionado as alteragoes
nas celulas tubulares renais encontradas na intoxicagao pela planta.

Na microscopia eletrénica dos fragmentos hepaticos, observou-se hiperplasia
de reticulo endoplasmatico liso e numerosos cristais no citoplasma de hepatdcitos
(Figura 9) e ductos biliares (um animal do grupo M). Estes achados ultraestruturais ja
haviam sido previamente descritos em bovinos (DRIEMEIER et al., 1998; TORRES;
COELHO, 2003) e ovinos (DRIEMEIER et al., 2002). Até o0 momento ndo foi descrito
0 mecanismo pelo qual ocorre a hiperplasia do reticulo endoplasmatico liso na
intoxicagao pela Brachiaria spp. (SANTOS et al., 2008). Entretanto, € bem conhecida
este tipo de alteragdo nos hepatdcitos, induzida pela administracdo de drogas como
fenobarbitona e griseofulvina (KAIRI et al., 2000; HAISAH et al., 2003).

O figado € o principal érgéo de biotransformagao dos xenobidticos. A mesma
ocorre no reticulo endoplasmatico liso (REL) dos hepatécitos sendo dividida em duas
fases. As reagdes de fase | sdo responsaveis pela conversdo de substancias
quimicas apolares em polares pela oxidacdo, reducdo ou hidrélise. Na reacdo de

fase Il formam-se complexos de metabdlitos originados da primeira fase com
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compostos endégenos como o acido glicurénico tornando-se soluveis de facil
excrecao (PEREIRA, 2004a).

A microscopia eletrénica (ME) revelou que a tumefagéo dos hepatdcitos, que
inicialmente fora interpretada como degeneracao hidrépica, na verdade, era devido a
marcante hiperplasia do REL. Surpreendentemente, isto conferiu o aspecto tumefeito
dos hepatdcitos que nao apresentavam nenhuma alteragdo compativel com edema
celular na ME. Estas alteracbes ultraestruturais foram observadas tanto em animais
severamente intoxicados e que morreram, como em ovinos que chegaram até o final
do experimento sem manifestarem sinais clinicos, somente elevacdo de AST e GGT.
Isto demonstra que esta alteragdo no REL ndo necessariamente esta associada a
resisténcia ou sobrevivéncia dos ovinos a intoxicagao.

Foi demonstrado que ovinos alimentados com pastagem de B. decumbens
apresentam uma reducao da citocromo P-450 e de outras enzimas microssomais no
figado e rins, por mecanismos nao conhecidos, diminuindo a capacidade geral dos
orgaos de metabolizarem e detoxificarem substancias (KHAIRI et al., 2000). O
sistema citocromo P450 é mediado por monoxigenases associadas ao NADPH e
oxigénio molecular, realizando a oxidagdo e metabolizagdo de diversas substancias
quimicas (OLIVEIRA et al., 2006). Localiza-se principalmente na membrana do REL
de hepatocitos e em menor concentragdo em enterdcitos, epitélio brénquico e
células renais (COOPER, 1997; PEREIRA, 2004a).

Parece um contra-censo haver uma reducéo da citocromo P-450 e de outras
enzimas microssomais, a0 mesmo tempo em que ha marcante hiperplasia do REL
observada neste experimento, e em ovinos de outros estudos (DRIEMEIER et al.
2002) e também em bovinos (DRIEMEIER et al. 1998; TORRES; COELHO, 2003).
Entretanto, foi demonstrado que ovinos ao receberam fenobarbitona via oral,
demoraram mais para se intoxicarem e apresentaram sinais clinicos muito menos
severos que aqueles que ndo receberam a droga (KHAIRI et al., 2000). Estas
observagbes sugerem a importancia do REL e seu sistema enzimatico na
detoxificagdo das saponinas esteroidais presentes nas pastagens de braquiaria.

A fenobarbitona € um conhecido e potente indutor da citocromo P-450,
aumentando em até 90 vezes sua atividade quando administrada por longos
periodos e promovendo também marcante hiperplasia do REL. E notério, que a

inducdo da citocromo P-450, como acontece com a administragao de fenobarbitona,
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€ capaz de inespecificamente influenciar a metabolizacdo de diversas substancias
(STROMBECK; GUILFORD, 1991; HASIAH et al., 2000).

A natureza esteroidal das saponinas presentes nas pastagens de braquiaria,
possivelmente explique as alteragdes encontradas na ME em hepatécitos,
especialmente a hiperplasia do REL. Algumas saponinas, como aquelas
encontradas nas braquiarias, possuem uma porcao hidrofilica (glicosideo) e outra
lipofilica (esterdide) sendo geralmente bastante hidrossoluveis (MAHATO et al.,
1982; HARAGUSHI; GORNIAK, 2008). Substancias lipidicas e esteroidais sdo em
sua maioria metabolizadas no REL pelo sistema citocromo P-450 (STROMBECK;
GUILFORD, 1991; FLORIO; SOUSA, 2008).

Diferengcas entre as concentracbes de enzimas responsaveis pela
biotransformagao de substancias foram detectadas no figado de ovinos e bovinos.
(KHAIRI et al., 2000). Bovinos apresentaram uma redugdo maior dos niveis de
enzimas responsaveis pela fase | e Il da biotransformagdao hepatica, ao se
alimentarem em pastagens de B. decumbens, quando comparados aos ovinos.
Estas observagdes sugerem que ha outros fatores desconhecidos envolvidos além
da biotransformacado, na maior resisténcia dos bovinos a intoxicacao pela planta
(KHAIRI et al., 2000). Isto é reforcado quando foi administrada griseofulvina a
ovinos, que induziu o aumento na concentragdo de enzimas hepaticas responsaveis
pela fase | e Il da biotransformagdo, mas também nao foi capaz de proteger os
animais da intoxicacao pela braquiaria (HAISAH et al. 2003).

O presente experimento demonstrou a severidade da intoxicacdo por B.
decumbens para ovinos ndo adaptados aquela forrageira. Ficou claro pelas les6es
encontradas nos animais e pela quase auséncia de esporos do fungo Pithomyces
chartarum naquelas pastagens, que as manifestagdes clinico-patolégicas estavam
definitivamente associadas aos niveis toxicos de saponina (protodioscina) em todos

0s piquetes.
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CONCLUSOES

Pastagens de B. decumbens em brotacdo sdo mais toxicas para ovinos
e apresentaram os maiores niveis de saponinas esteroidais litogénicas

em sua constituicao;

Todas as pastagens neste experimento foram tdxicas aos ovinos
mesmo existindo diferengas consideraveis dos niveis de protodioscina

entre elas;

Alguns ovinos apresentaram uma forma hiperaguda da doenca,
diferentemente das formas clinicas descritas em ruminantes até o

momento;

Animais intoxicados, com ou sem sinais clinicos da intoxicagao, quando
mantidos em pastagens de B. decumbens, apresentaram hiperplasia
do REL;

Os niveis séricos de AST e GGT nao foram capazes de demonstrar a
severidade da intoxicacdo e nem puderam ser associadas ao

surgimento dos sinais clinicos;
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CAPITULO 1lI

CONSIDERACOES FINAIS

A intoxicagao por braquiaria em ovinos é caracterizada por sinais clinicos
diversos, em graus variaveis. Os niveis de AST e GGT sdo uteis para detectar a
existéncia de hepatotoxicicidade da graminea para ovinos, mas nado podem ser
associados as manifestagdes clinicas. Foi caracteristica a presengca de macréfagos
espumosos no figado de todos animais deste experimento, muitas vezes, a unico
achado microscopico relevante. Os maiores niveis de saponina esteroidal nas
pastagens estavam associados a maior severidade e velocidade de surgimento da
intoxicacao.

Os resultados do presente estudo foram capazes de comprovar algumas
afirmacgdes clinicas que ndo haviam sido fundamentadas até entdo. Entre elas, ficou
claro que a brotagdo é a fase mais toxica devido a maior concentragdo de saponina

esteroidal. Outra contribuicdo é a descricdo de uma nova forma clinica da
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intoxicagdo denominada hiperaguda. Os conhecimentos gerados vao permitir num
futuro desenvolver melhores formas de manejo das pastagens de braquiaria, para
que possam ser utilizadas com seguranca para ovinos. E necessario determinar as
diferencas entre a susceptibilidade dos animais a se intoxicarem. Possivelmente
existam mecanismos adquiridos ou hereditarios responsaveis pela maior resisténcia
individual e que necessitam ser conhecidos e caracterizados visando selecionar
rebanhos resistentes. Outra frente para se investigar é caracterizar quais sdo os
niveis maximos de saponinas nas pastagens que ovinos podem suportar sem
interferir na produtividade dos rebanhos. Isto permitiria selecionar variedades da
forrageira com menores niveis de saponina, minimizando as perdas econdmicas.

Por fim, a braquiaria, apesar dos problemas de toxicidade, permitiu a grande
expansao da pecuaria nacional ao aproveitar vastas areas de terra pouco férteis, em
especial, na regido Centro-Oeste. E preemente que as perdas provocadas pelo uso
da graminea sejam minimizadas. Para tal, novas pesquisas devem centrar esforgos
nas questdes acima descritas, permitindo assim, a expansdo sustentavel da

ovinocultura nacional.
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ANEXOS

Toxicidade de diferentes estagios de crescimento da Brachiaria decumbens a ovinos
Helvécio L. Santos Junior, Augusto R.C. Moscardini, Ana Luiza S. Vieira, Giane R. Paludo,

José R.J. Borges, Franklin Riet-Correa e Marcio B. de Castro

Santos Junior H.L.,, Moscardini A.R.C., Paludo G., Riet-Correa F., Borges J.R.J. & Castro M.B. 2008.
[Toxicity of different growing stages of Brachiaria decumbens in sheep]. Estudo da toxicidade de
diferentes estagios de crescimento da Brachiaria decumbens em ovinos. Laboratério de Patologia
Veterinaria, Universidade de Brasilia, 70910-900, Brasilia, DF, Brasil. E-mail: mbcastro@unb.com.br
Introdugdo. A intoxicacdo causada pela ingestdo de Brachiaria decumbens é caracterizada
por fotossensibilizacdo hepatdgena, ocorrendo freqlientemente em ovinos e bovinos. Varios surtos
vem sendo descritos no Centro-Oeste, especialmente no inicio do periodo chuvoso, porém os fatores
que possam influenciar na toxicidade da graminea sdo pouco conhecidos. O objetivo deste trabalho é
caracterizar a toxicidade para ovinos de pastagens de Brachiaria decumbens em diferentes estagios
de crescimento vegetativo. Material e métodos. Foram utilizados 21 ovinos, machos, 4 meses de
idade, divididos em trés lotes (P, M e G), de sete animais (n=7) por 2 meses. No piquete P, M e G a B.
decumbens tinha 15, 45 e 90 dias de crescimento respectivamente. Estes ovinos eram provenientes
de criatérios onde nunca tiveram contato com Brachiaria spp. Trés vezes por semana foi realizado o
exame clinico dos animais e semanalmente foram colhidas amostras de sangue para mensuracao dos
niveis séricos das enzimas AST e GGT. Os ovinos que morreram durante o experimento foram
necropsiados. Os animais que apresentaram sinais clinicos severos da intoxicacdo foram retirados do
experimento e realizada bidpsia hepatica guiada por ultra-som. Amostras das pastagens dos trés
piquetes foram colhidas para contagem de esporos do fungo Phytomyces chartarum. Resultados. Os
principais sinais clinicos observados nos ovinos intoxicados foram apatia (10/21), edema de face
(2/21), edema de orelha (2/10), secre¢do ocular bilateral (5/21), mucosa ocular ictérica (10/21),
mucosa ocular hiperémica (17/21), fotofobia (2/21) e emagrecimento (12/21). O aumento de AST e
GGT ocorreu no grupo P e M na terceira semana apds o inicio do experimento, enquanto que no
grupo G o aumento ocorreu somente na quinta semana. Apds o pico, houve uma queda dos niveis
destas enzimas. Na macroscopia dos animais necropsiados (9/21) a ictericia variou de ausente (6/9) a
moderada (3/9). Observou-se aumento do figado e impressdo das costelas. Na analise microscdpica
observou-se tumefacdo de hepatdcitos, macréfagos com citoplasma espumoso difusamente no

interior de sinusdides, discreta colestase e infiltrado inflamatério mononuclear periportal. No
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citoplasma de muitos destes macréfagos, havia imagens negativas de estruturas cristaldides
aciculares. Presenca de cristais na luz de ductos biliares e metaplasia do epitélio dos ductos foram
observadas em dois animais do grupo P e em um animal do grupo M. Degeneracdo hidrdpica das
células epiteliais de tubulos renais foi observada em alguns animais. Nas colheitas de capim para
contagem de esporos do fungo Pithomyces chartarum, os resultados foram menores que 5000
esporos/g de pastagem fresca, em todas as amostras e durante todo o experimento. Discussdo e
conclusdes. Os sinais clinicos, resultados da mensuracdo das enzimas hepadticas, achados de
necropsia e histopatologia sdo caracteristicos de intoxicacdo por B. decumbens. LesOes tipicas de
fotossensibilizacdo secundaria foram observadas em apenas dois animais do grupo P, que se
intoxicaram em apenas 7 dias do inicio do experimento. Possivelmente, ovinos que nunca tiveram
contato com a graminea sdao mais susceptiveis a intoxicacao, apresentando forma hiperaguda, sem
fotossensibilizacdo. As lesGes histopatoldgicas observadas no figado foram mais intensas em animais
que se intoxicaram mais gravemente no inicio do experimento (grupo P e M). Dos 21 ovinos deste
experimento, apenas 2 animais do grupo P (28,6%), 3 animais do grupo M (42,9%) e 4 animais do
grupo G (57,1%) nao adoeceram. Os resultados sugerem que Brachiaria decumbens, embora seja
téxica para ovinos em qualquer fase de seu desenvolvimento, possui maior toxicidade aos 15 dias de
crescimento, coincidindo com o periodo de brotagdo intensa.
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