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“Um raciocinio légico leva vocé de A a B. A imaginagdo leva
vocé a qualquer lugar que vocé quiser.
A imaginagdo é muito mais importante que o conhecimento.”

Albert Einstein
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RESUMO

LINHARES, RICARDO FRANKLIN DUTRA. Avalia¢io de biopsia hepitica guiada
por ultra-som e bioquimica sérica de asininos (Equus asinus) intoxicados
experimentalmente por Crotalaria retusa. Trabalho de Conclusdo de Curso — Monografia
(Curso de Medicina Veterinaria) — Universidade Federal de Campina Grande, Patos/Brasil,
2006. p.36.

Na regido semi-arida do Brasil ha problemas com a intoxicagdo de eqiiinos por ingestio de
plantas toxicas, como a Crotalaria retusa causadoras de lesdes hepaticas agudas, cronicas
desencadeando sinais clinicos de encefalopatia hepatica e morte. Utilizando quatro asininos
adultos, um como controle e administrando trés concentragdes diferentes de sementes da C.
retusa, sendo de lg, 3g e 5g/kg de peso vivo dos animais. Realizou-se biopsia hepatica guiada
por ultra-som a cada 30 dias e avaliagdo de enzimas do soro a cada sete dias. Um asinino que
teve administragdo da dose de maior concentragdo veio a Obito 10 dias apds a ingestdo das
sementes. Nos exames histopatologicos das biopsias ndo foi encontrada alteragdo sugestiva de
lesdio hepatica, mas as enzimas séricas apresentaram alteragdes consideraveis. Provavelmente
asininos s6 apresentam manifestagdes histologicas de hepatopatias provocadas por alcaloides
pirrolizidinicos da C. retusa quando ha uma ingestdo superior as doses administradas, mesmo
assim, houve aumento considerado nas enzimas AST, GGT e FA pesquisadas, evidenciando a

ocorréncia de distarbio hepatico.

Palavras-chave: Intoxicagdo, asininos, Crotalaria retusa.



ABSTRACT

LINHARES, RICARDO FRANKLIN DUTRA. Evaluation of hepatic biopsy
guided for ultrasound and seric biochemistry of donkeys (Equus asinus) poisoned
experimentally by Crotalaria retusa. Work of Course Conclusion — Monograph
(Course of Veterinary Medicine) — Universidade Federal de Campina Grande,
Patos/Brazil, 2006. p.36.

In the semiarid region of Brazil it has problems with the poisoning of equines for ingestion
of poisonous plants, as the Crotalaria retusa causing of acute, chronic hepatics injuries
unchaining clinical signs of hepatic encephalopathy and death. Using four adult donkeys a
one as control and managing, three concentrations different of seeds of the C. retusa, being
of Ig, 3g and 5g/kg of alive weight of the animals. One became fulfilled biopsy hepatic
guided for ultrasound to each 30 days and evaluation of serum enzymes to each seven days.
A donkey that had administration of the dose of bigéer concentration came the death 10
days after the ingestion of the seeds. In the histopatologicos examinations of the biopsy
alteration suggestive of hepatica injury was not found, but the séricas enzymes had
presented considerable alterations. Probably donkeys they only present histological
manifestations of disease hepatic provoked for pirrolizidinicos alkalis of the C. refusa when
it has a superior ingestion to the managed doses, exactly thus, it had increase considered in

enzymes AST, GGT and FA searched, evidencing the occurrence of hepatic riot.

Key-words: Poisoning, donkeys, Crotalaria retusa
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1
1 INTRODUCAO

Em todo o mundo sdo encontradas mais de 600 espécies de plantas do género
Crotalaria, onde a maioria é toxica para animais (WILLIAMS & MOLYNEUX, 1987). Sendo
a Crofalaria retusa, uma variedade toxica das mais conhecidas (BARRT & ADAM, 1981). Em
diversos paises foram documentados casos de intoxicagdo por Crotalaria spp,a qual tem como
principio ativo alcaldides pirrolizidinicos (APs), nas mais variadas espécies animais como
eqiiinos (GIBBONS er al.,, 1953; GARDINER et al., 1965; ARZT & MOUNT, 1999; PITT &
McKENZIE, 2002), em bovinos (BARRI & ADAM, 1981), nos suinos (McGRATH &
DUNCAN, 1975), aves (NORTON & O’ROURKE, 1979), caprinos (BARRI & ADAM, 1984)
e ovinos (DANTAS ef al, 1999). Crotalaria retusa e Crotalaria crispata sio duas espécies
causadoras da doenga conhecida por Kimberley horse disease ou Walkabout disease na
Australia em eqilinos (ROSE ef al., 1957 a,b; GARDINER ¢t al., 1965). '

' 'Foram relatados casos de intoxicagfo espontinea por Crotalaria spp em varios
estados brasileiros, como em Minas Gerais (NOBRE e/ al., 1994), Mato Grosso (LEMOS
& BARROS, 1998) e Paraiba (DANTAS ef al,, 1999; NOBRE ef o/, 2004a). As espécies
afetadas eram éqﬁinos, bovinos e ovinos respectivamente.

A intoxicagdio por Crofalaria spp. em mulas e jumentos é muito pouco descrita na
literatura. Segundo Rose et al (1957a) a doenga em asininos e mulas ocorre quando os
animais pastam em areas severamente afetadas pela planta.

Os sinais clinicos da intoxicagfo por Crotalaria retusa em eqiiideos caracterizam-se
por anorexia, incoordenac¢fio, atordoamento, irritabilidade, bocejos, agressividade, torneio,
galope sem rumo, espasmos musculares, cabeca baixo e mal estado geral (GARDINER ef
al., 1965; NOBRE ez al, 2004b). Sinais clinicos semelhantes foram descritos na
intoxicagdo dessa mesma espécie por outras variedades de Crotalaria (ARZT & MOUNT,
1999; PITT & McKENZIE, 2002). Os achados de necropsia sdo caracteristicos de uma
doenga hepidtica cronica, sendo observado figado firme, aumentado de volume (GIBBONS,
1953; GARDINER et al., 1965; NOBRE et al., 1994; ARZT & MOUNT, 1999; NOBRE e/
al., 2004a) e com aspecto mosqueado (ARZT & MOUNT, 1999). Histologicamente
observa-se principalmente lesdes hepaticas incluindo fibrose, hepatomegalocitose
(GIBBONS et al., 1953; GARDINER et al., 1965; ARZT & MOUNT, 1999; NOBRE e!
al., 2004a), necrose (GARDINER er al., 1965; NOBRE ef al., 2004b), vacuolizagdo de
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hepatocitos (NOBRE et al., 1994; NOBRE et al., 2004b), hemorragia (ARZT & MOUNT,
1999; NOBRE et al., 2004a). Apos a ingestdo de plantas contendo APs, os danos hepaticos
sllo progressivos ¢ a morte podera ocorrer em meses ou até anos (CHEEKE, 1998).

Afecgdes hepaticas sio comuns nos animais e o exame acurado deve contar com
provas de fungdo hepatica. Porém, nos casos onde estas provas denotam alteracio na
fungdo do 6rgdo, o tipo exato de lesdo e sua extensdio poderfio ser determinados apenas
através de biopsia hepatica (MOORE, 1980; SIMPSON & ELSE, 1987). As enzimas
mensuradas para a avaliagdo da fungdo hepdtica sfo a gamaglutamiltransferase (GGT) e a
fosfatase alcalina (FA). Nos casos de alteragdo hepatocelular e comprometimento dos
canais biliares, os valores séricos dessas enzimas estario aumentados (THOMASSIAN,
2004). Em um estudo para avaliar testes bioquimicos como indicadores de doenga hepatica
em eqiiinos expostos a toxicose por AP, verificou-se que a atividade da GGT no soro ¢ um
teste eficiente para caracterizar a doenga subclinica nos eqiiinos. A elevagdo dos niveis de
GGT no soro sangiiineo tem um alto grau de especificidade para danos hepaticos ( NOBRE
et al., 2004b).

FELDMAN & ETTINGER (1976) afirmaram que sem o exame histopatologico do
tecido hepatico, o tratamento das afec¢des fica inespecifico, ao passo que o diagndstico
preciso permite medidas terapéuticas especificas e estabelecimento de um progndstico para
0 paciente.

PEARSON & GRAIG (1980) descreveram a técnica de biopsia percutdnea em
eqiiinos e ruminantes, enfatizando a seguranca, a eficacia e a importancia da técnica como
método diagnostico. Silva (2002) citou a laparotomia, laparoscopia e pung¢do percutinea
como possibilidade de acesso. Sendo realizada em eqiiinos na regido abdominal lateral
direita, no 13° ou 14° espago intercostal, imediatamente acima de uma linha imaginaria
entre a tuberosidade coxal do ileo e a tuberosidade do olecrano. A pungdo também pode ser
feita do lado esquerdo, porém é bastante dificil devido a pequena éarea de abrangéncia do
figado nesta antimeria. Nesse caso se faz no 8° espago intercostal no ponto de intersecgdo
entre uma linha perpendicular tragada sobre uma linha que passa pela tuberosidade
deltdidea do timero (BERG, 1978).

A biopsia guiada por ultra-sonografia vem se tornando uma pratica cada vez mais

comum na rotina hospitalar, pois um posicionamento preciso da agulha € possivel por meio
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do monitoramento continuo em tempo real, mesmo em casos de lesdes mais profundas,
viabilizando tanto biopsia aspirativa como a obtengdo de material destinado a
histopatologia (NYLAND ef al., 2004).

Este trabalho teve como objetivo comparar e avaliar os resultados obtidos pela
biopsia hepatica guiados por ultra-sonografia e bioquimica sérica, usando as provas de
fungdo hepdtica em asininos intoxicados experimentalmente com sementes de Crotalaria

retusa no semi-arido nordestino.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 CONHECIMENTOS SOBRE A Crotalaria spp.

As plantas arbustivas do género Crotalaria sdo adaptadas a todas as regides do
mundo, sendo que a maior parte delas ¢ toxica a animais que delas se alimentem (ALLEN
& ALLEN, 1981). Recebendo esse nome devido ao som de chocalho produzido por suas
vagens maduras, assemelhando-se ao da cascavel (Crotalus spp.), muitas sdo herbaceas.
anuais ou perenes, havendo também espécies arbustivas, com flores geralmente amarelas,
as vezes estriadas com vermelho ou tons de marrom, pediceladas, dispostas em racemos
vistosos (SOUTO et al., 1992). Sdo conhecidas até hoje mais de 600 espécies do género
Crotalaria encontradas nas mais diversas regides do mundo por serem risticas, crescendo
bem em solos secos, arenosos, cascalhentos e mesmo em éreas da regido costeira, onde
dessas 400 sdo endémicas do continente Africano. Ja no Brasil ocorrem naturalmente desde
beiras de estradas a terrenos cultivaveis (WILLIAMS & MOLYNEUX, 1987; DUKE,
1981).

Abboud & Duque (1986) afirmam que o principal uso das leguminosas do género
Crotalaria ¢ na adubagdo verde e cobertura do solo por serem plantas pouco exigentes e
com grande potencial de fixagdo bioldgica de nitrogénio. Ja Duke (1981) afirma que a
incorporagdo das plantas ao solo pode ser feita apos 8 a 10 semanas. O aporte de
Nintrogénio ao sistema solo/planta é estimado entre 100 e 300 kg N/ha/ano. Sendo que as
plantas desse género nodulam facil e abundantemente com espécies de rizobio de
crescimento lento, agrupadas no grupo caupi de inoculagdo cruzada, sdo cilindricos com
bifurcagdes (CALEGARI et al., 1992). Muitas espécies de Crotalaria sio meliferas,
atraindo abelhas (Apis spp.e Trigroma spp.) e mangangas (Xylocopa spp.). O plantio junto
com maracuja potencializa a polinizagdo dessa cultura, aumentando a producdo (DUQUE et
al.,1986). No entanto ha envolvimento do género Crotalaria com altos graus de intoxicacdo |
em vdrias espécies animais inclusive humanos, dados documentados em todo o mundo
devido a presenga de produtos de origem quimica, chamado de Alcaldides Pirrolizidinicos

(CHEEKE, 1998).



2.1.1 Presenga e importincia dos alcaldides pirrolizidinicos

Diferentes APs tém sido descritos e esta lista continua aumentando, porém nem
todos os APs sdo hepatotoxicos (BULL, ef al., 1968; MATTOCKS, 1986).

Os Alcaloides Pirrolizidinicos podem ser encontrados em qualquer tipo de
alimentag¢do animal. Em torno de 13 familias de vegetais contém APs (FURUYA ef al,
1987). Destas seis das familias estudadas contém pirrdis derivados dos APs que sdo
particularmente hepatotéxicos (ANON, 1988). As principais familias de plantas envolvidas
sdo Asteraceae (Compositae), Boraginaceae e Leguminaceae (Fabaceae), enquanto 0s
principais géneros sdo Senecio (Asteraceae), Crotalaria (Leguminaceae), Heliotropium,
Trichodesma, Echium e Symphytum (Boraginaceae) (CULVENOR, 1980).

As moléculas de APs sdo formadas por dois anéis pentagonais, inclinados em
diregdes opostas com uma parte de ligagdo de carbono em comum, a qual tem um dtomo de
nitrogénio na posigdo 4. Maior parte naturalmente dos APs sdo derivados do 1-metil-
pirrolizidina. Os APs ligados a fatores hepatotoxicos sdo moléculas de éster de |-
hidroximetil 1,2-dihidropirrolizidina (BULL e al., 1968). Os requisitos estruturais minimos
para tal intoxicag¢@o sdo: um anel 3-pirrol insaturado; um ou preferencialmente dois grupos
hidroxilas, ligados ao anel pirrol por um carbono; pelo menos uma hidroxila deve estar
esterificada e que metade do 4cido tenha uma cadeia ndo linear ramificada (MATTOCKS,
1986).

2.1.2 Metabolismo dos alcaldides pirrolizidinicos

Apods a ingestdo dos APs, eles sdo absorvidos principalmente desde o intestino
delgado continuam até o figado. Os alcaldides pirrolizidinicos altamente hidrofilicos e os
N-oxidantes sfo substancialmente excretados de modo inalterado através da urina dentro de
24 horas (WOO, et al., 1993). Diz-se ainda que a capacidade através da atividade dos
alcaldides primario e secundario resultantes do metabolismo, induzirem uma anti-mitose
celular, produzindo efeitos também considerados de estarem associados com a mutagdo em
uma ou mais células atingidas. Além do mais se comenta sua indugdo a efeitos maiores em

ingestdes subseqiientes (ROEDER, 1994).
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2.2 ANATOMIA E HISTOLOGIA DO FIGADO

E uma das maiores glandulas do corpo, porém de tamanho e peso variaveis,
representando cerca de 1,5% do peso corpéreo, de coloragio marrom-avermelhada e
consisténcia um tanto friavel (SCHEBITZ & WILKENS).

Situado obliquamente na parte mais cranial do abdome, precisamente na face
abdominal do diafragma (Figura 1). Apresenta duas faces e quatro bordas, onde a face
parietal € fortemente convexa contra o diafragma e a face visceral geralmente esta dirigida

caudalmente, sendo concava e irregular, moldando-se nos 6rgdos que se situam contra ela
(SISSON, 1986).

123 45 6
T | ' 1. Aorta 9. Intestino delgado
2. Face esquerdado  10. Célon maior
figado ventral esquerdo
3. Estomago 11. Duodeno
4. Bago 12. Rim direito
5. Rim esquerdo 13. Aorta, vista esq.
6. Corpo do utero 14. Saco dorsal ceco
7. Ventriculo 15. Colon maior
esquerdo ventral esquerdo
= 2, 8. Célon maior 16. Veia cava caudal
LI 1;“'! 7 dorsal esquerdo

Copyright©1998 UEG

Figura 1: Anatomia topografica eqiiideos.

O figado ¢ detentor de um duplo suprimento sanguineo, a veia porta que conduz
sangue carregado de nutrientes advindos do intestino ¢ 6rgdos associados, ¢ a artéria
hepética que abastece as células do 6rgdo com sangue oxigenado. A fissura portal do figado
estd localizada centralmente na face parietal por onde penetram através dela a veia portal, a
artéria hepatica ¢ o plexo hepatico de nervos. O sistema de ductos é notavel pela auséncia
de vesicula biliar, porém esse calibre mais amplo compensa essa falta. Ja o ducto biliar ou

colédoco abre-se no intestino delgado, precisamente no duodeno compartilhando a papila
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com o ducto pancreatico, passando obliquamente servindo assim como um esfincter,
impedindo a entrada de alimento nesse ducto (DYCE er al.,1997).

A face parietal ainda estd dividida por fissuras em lobos, sendo estes: o lobo
esquerdo, lobo quadrado, lobo direito e lobo caudado, com as impressdes de orgdos e
estruturas que entram em contato com o figado. Onde essa compressdo e a atividade de
ligamentos sdo responsaveis por manterem o figado em seu intimo posicionamento
(SISSON, 1986; DYCE et al.,1997).

Histologicamente observa-se como principais células os hepatdcitos, com formato
poliédrico tendo um nuicleo esférico com aglomerados espalhados de cromatina localizada
centralmente € um ou mais nucléolos proeminentes, além de conter no citoplasma
mitocondrias, aparelho de Golgi adjacente ao canaliculo biliar ou mesmo proximo ao
nucleo, particulas de gordura, lisossomas, glicogénio, enzimas e granulos de pigmento.

Esses hepatdcitos se organizam em trabéculas que em conjunto com os capilares
sinusdide, canaliculos biliares, espago de Disse e veia central formam os l6bulos hepaticos.
Estes sdo circundados por uma triade portal (Figura 3.), ja o tecido conjuntivo que sustenta
os ramos da artéria hepdtica, a veia porta, os ductos biliares e um vaso linfatico aparecendo
por todas partes do figado (Figura 2.) sendo assim denominadas areas portais (DI DIO,

1998).

sinusdide

:lnlliculca‘ \
biliares

ramo da aréria
hepitica =

ducto biliar

veia portal 1
hepatica ~ -
ducto biliar veia porta hepatica area portal dictulos biliares

Figura 2: Esquematizagio do espago porta  Figura 3: Demonstragdo esquematica das

do figado. (Fonte: www hepcentro.com.br) areas portais do figado

Enfatizando sua lobulagao.

(Fonte: www hepcentro.com.br)
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2.2.1 Fungdes do figado

O figado € caracterizado por uma alta capacidade de realizagio de fungdes
complexas: excre¢do (produtos de degradacdo), secre¢do (biliar), armazenamento (lipidios,
vitaminas A e B, glicogénio), sintese (fibrinogénio, globulina, protrombina), fagocitose
(matéria estranha particulada), desintoxicagdo (medicamentos lipossolaveis), conjugagio
(substédncias toxicas, hormdnios esterdides), esterificagdo (4cidos graxos livres para
trigliceridios), ~ metabolismo  (proteina,  carboidratos, gorduras,  hemoglobina,
medicamentos), e hemopoese (no embrido e potencialmente no adulto) (DI DIO, 1998).

Produtos finais hidrossoltveis resultantes da digestdo lipidica estdo sujeitos a agdes
hepéticas. Além disso, o figado promove uma melhor absorg¢éo de lipideos no intestino, por
produzirem &cidos biliares a partir do colesterol, esses acidos sdo carreados para o trato
alimentar através do ducto biliar. Desempenhando assim, um grande papel no metabolismo
lipidico, pois converte parte dos acidos graxos livres em trigliceridios, formagéo de corpos
cetonicos (McGARRY & FOSTER, 1981).

Os compostos orgénicos hidrossoliveis sdo carreados pelo plasma parcialmente
ligados as proteinas plasmaticas. Apenas a fragdo ndo-ligada pode ser filtrada pelos
glomérulos e excretada na urina. Por outro lado, as substdncias totalmente ligadas as
proteinas, incluindo a maioria das substancias lipossoltveis, ndo podem atravessar o filtro
glomerular. Tais substancias, ndo obstante, sdo prontamente removidas das proteinas na
membrana sinusoidal da célula hepatica e assim podem ser excretadas para a bile.

Um dos tais compostos enddgenos que o figado excreta ¢ a bilirrubina. Este
pigmento é um dos principais produtos finais da decomposi¢do da hemoglobina que sdo
gradualmente liberados do sistema monocitico-fagocitario para o plasma. Esta bilirubina
estd ligada a albumina plasmatica e liberadas para células hepaticas. A captura de
bilirrubina pelo hepatécito deve-se a presenga um mecanismo de difusdo facilitada na
membrana sinusoidal do hepatécito. Tal mecanismo ¢ compartilhado por muitos outros
compostos organicos. No hepatdcito, a bilirrubina é armazenada por ligagdo com a proteina
Y no citossol e entdo conjugada, principalmente com dacido glicurénico. A bilirrubina

conjugada resultante € secretada ativamente para os canaliculos biliares por um processo de
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transporte compartilhado por alguns &cidos organicos, mas separados do sistema de
transporte de acidos biliares (BARTON, 1967).

ApoOs entrar no intestino com a bile, a bilirrubina é convertida por agdo microbiana
em urobilinogénio, parte do qual é reabsorvida para o sangue pelo intestino. Cerca de 95%
desse urobilinogénio é novamente secretado para a bile pelo figado e os 5% restantes sdo
excretados pela urina. O urobilinogénio restante que ¢ reabsorvido pelo intestino torna-se
oxidado nas fezes para formar a estercobilina, a qual confere a cor caracteristica das fezes.

Nos eqiiideos, que ndo possui vesicula biliar, o ducto hepético, conduzindo bile,
ndo-concentrada, € o ducto pancreitico maior, se abrem no diverticulo duodenal
aproximadamente 15 a 17 cm do piloro. Ndo ha esfincter presente, permitindo assim uma

secre¢do continua para o intestino (DYCE et al.,1997).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMALIS

Foram utilizados quatro asininos adultos, doados pelo CSTR-UFCG, antes mantidos
na Fazenda Experimental do Lameirdo localizada no Municipio de Santa Terezinha-PB,
postos em baias individuas, os quais passaram por um periodo de adaptag¢do de sete dias,
onde foram submetidos a avaliagdo clinica detalhada, vermifugados, vacinados com vacina
anti-rabica e aplicado soro anti-tetdnico. Foram alimentados com concentrado de farelo de
milho na proporgdo de 1,0% do biopeso e feno de capim Tifton na quantidade de 0,75 a lkg
por 100 kg de biopeso (WOLTER, 1975; LEWIS, 1985, 2000). Para determinagdo do peso
do animal foi utilizada balang¢a hidraulica. Atribuido a eles identificagdo de EXP-00, EXP-
01 e EXP-02, pesando respectivamente, 115, 90 e 85 kg. Sorteados aleatoriamente para tal

identifica¢@o e um utilizado como controle.
3.2 COLETA DAS SEMENTES

A Crotalaria retusa foi coletada em sua fase de frutificagdo em varios municipios
do sertdo paraibano. Sendo posta para secar a sombra, retirada as vagens e coletadas as
sementes, que depois de moidas em maquina forrageira e foram administradas por meio de
sonda naso-gastrica aos animais em trés diferentes concentragdes, na propor¢io de 1g/kg,
3g/kg de peso vivo e 5g/kg de peso vivo, respectivamente, em dose Unica.

A concentragdo de monocrotalina nas sementes secas de C. refusa foi baseada em

dados analisados anteriormente por NOBRE et al. (2004b).

3.3 REALIZACAO DAS BIOPSIAS

As biopsias eram realizadas mensalmente a contar do dia zero de administragdo das
sementes. Com monitorago realizada por meio do aparelho de ultra-sonografia (marca Pie
Medical, modelo 485 Anser Vet) como na Figura 4 e transdutor linear na freqiiéncia de 8
MHz. As imagens sonograficas das biopsias hepaticas eram registradas em impressora

conectada ao ultra-som (marca Sony, modelo UP — 895MD).
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Figura 4: Aparelho de ultra-som usado

na visualizac¢do do figado nas biopsias.

Inicialmente determinou-se a area hepatica, que compreendia os espagos intercostais
13° e 14° do abdome lateral direito, tomando-se como base uma linha imaginaria unindo a
tuberosidade ilio a tuberosidade do olecrano. Essa area era tricotomizada com altura de 20
cm por 20 cm de largura (Figura 4) e preparada assepticamente com solugdo iodada a 2%.
Para coleta de fragmento hepatico realizou-se anestesia infiltrativa subcutdnea e muscular
no ponto de penetrac¢do da agulha de biopsia com Cloridrato de lidocaina a 2% (5 ml) apos
a sedagdo dos animais administrando Acepromazina 1%, na dose de 0,1 mg/kg, intra-

venoso (1V).

Figura 5: Avaliagdo de biopsia hepatica
guiada por ultra-som em asini-
nos. Aplicagio do anestésico
local.

O método para orientagdo de biopsia guiada por ultra-sonografia foi o sistema a mao
livre, onde o operador segurava o transdutor em uma mao e inseria a agulha de biopsia com

a outra. Uma varredura da area hepatica era realizada inicialmente para determinar o local
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preciso da pungdo. A agulha de calibre 14 com cénula de 3 mm de didmetro (Baxter
Healthcare Corporation, Deerfield, IL, USA) era introduzida imediatamente adjacente ao
transdutor. Visualizada através do monitor do aparelho de ultra-som, a qual sempre
permanecia dentro do plano do feixe para uma precisa monitoragdo, guiando a agulha até o
parénquima do lobo hepatico, evitando-se puncionar vasos hepaticos de maior calibre. Duas
ou trés amostras de fragmentos eram sempre coletadas em locais diferentes do figado,
controlando e guiando a agulha por sua visualizagdo por meio de ultra-sonografia,
assegurando uma amostragem adequada e representativa. Os fragmentos coletados na
biopsia mediam de 1-1,5¢cm de comprimento e 2-3 mm de didmetro, dimensdes ideais a

determinagdo de alteragdes presentes no parénquima hepatico (CHAPMAN et al., 1963).
3.4 EXAME HISTOPATOLOGICO

Os fragmentos das biopsias hepéticas, assim como amostras de todos os orgios do
asinino que veio a obito, foram coletados, fixados em solug¢do de formalina 10%, clivadas,
desidratadas, diafanizadas, impregnadas com parafina, blocados e cortados em microétomo
na espessura de 511 e coradas em hematoxilina e eosina para posterior estudo histologico. O
referido material foi processado no Laboratério de Histopatologia do Hospital Veterinario

do Centro de Saude e Tecnologia Rural da Universidade Federal de Campina Grande.

3.5 AVALIACAO BIOQUIMICA

Foi realizada coleta sanguinea dos animais semanalmente, onde este era coletado e
logo em seguida centrifugado para obten¢do do soro sanguineo na obtenc¢do das enzimas
aspartato aminotransferase (AST), gama-glutamil transferase (GGT) e fosfatase alcalina

(FA), a comegar do dia inicial da administragdo das sementes.
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4 RESULTADOS

Apos nove dias da primeira biopsia o asinino que recebeu a dosagem de 5mg por kg
(EXP-02) apresentou comportamento de isolamento, andar sem parada dentro do curral,
relutante em deglutir a comida, permanecendo com esta em sua cavidade bucal, dia
seguinte veio a decubito esternal pelo periodo da manha, em torno de meio dia permaneceu
em decubito lateral, debatendo-se; ao fim da tarde o animal veio a odbito. Foi entdo
necropsiado, encontrando-se liquidos na cavidade abdominal (ascite), na cavidade toracica
(hidrotérax) e no saco paricadico (hidropericardio). O figado apresentava-se enegrecido,
com superficie lisa e brilhosa com a marca de cicatrizagdo da primeira biopsia realizada.

A avaliagdo histopatologica das amostras coletadas do asinino morto ndo apresentou
alteragdes significativas compativeis com lesdes sugestivas de intoxicagdo aguda por
Crotalaria retusa. Apresentando apenas um leve indicativo de degeneragdo gordurosa do
parénquima hepatico.

Nas amostras das biopsias, as quais foram oito também ndo foram encontrados
dados significativos que indicasse possiveis lesdes presentes em intoxicagdo por alcaldides

pirrolizidinicos da Crotalaria retusa como observados nas Figuras 6 e 7.

Figura 6: Avaliagdo de biopsia Figura 7: Avaliagdo de biopsia

hepatica guiada por ultra-som em hepatica guiada por ultra-som em
asininos. Figado. Fotomicrografia asininos. Figado. Fotomicrografia
mostrando fragmento de biopsia mostrando hepatécitos normais.
sem alteragdo. Obj 3,2 x Obj. 20 x

Para pesquisa bioquimica foram coletadas amostras sanguineas de 10 ml dos

animais, centrifugadas e retirado o soro para analise das enzimas aspartato aminotransferase
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(AST), gama-glutamil transferase (GGT) e fosfatase alcalina (FA), para determinacfio da

fungdio hepatica e variagio de seus valores relacionados com o grau de ingestio de

sementes.

A enzima AST mostrou um aumento certamente brusco nos inicio apds a ingestio,

porém retornando apos alguns meses a valores padrdes normais que estdo compreendidos

entre 226-366UL/L (JAIN, 1993). Os resultados sfo observados na Tabela |, que segue

demonstrando os valores com suas respectivas médias e desvio padrbes. Observando uma

diferenca significativa entre o animal que se administrou lg/kg de biopeso das sementes

comparado ao animal ao qual foi administrado 3g/kg do seu peso vivo.

Tabela 1 - Avaliagdo de biopsia hepética guiada por ultra-som em asininos. Valores referentes
ao resultados de bioquimica sérica da enzima aspartato aminotransferase (AST) em
UI/L de asininos intoxicados experimentalmente com sementes de Crofalaria

refisa.
DIA EXP-06{1g/kg) EXP-01(39/kq) EXP-02*(5g/kg)
0 261 220 220
15 i)l 359 378
30 347 364
45 369 373
60 385 387
75 381 385
90 382 386
105 381 372
120 374 - 378
135 371 369
150 368 370
165 363 367
180 359 364
195 355 358
210 347 359
225 321 347
240 315 342
MEDIA 351,7647 358,8235 299
DESVIO PADRAD 34,00465t2,2A 40,1131 7:2,4El 111,7229

Valores normais de AST para eqilinos 226-366 UL/L (JAIN, 1993).
Medidas com lctras iguais nfio diferem significativamente (p>0,05).
*EXP-02 veio a 6bito 10 dias apds ingestao das sementes.
**Resultado de coleta realizada antes de o animal vir a ébite, 10° dia.

A enzima GGT mostrou um aumento inicialmente elevado no inicio apos a ingestdo,

permanecendo assim por algumas semanas, porém retornando apds alguns meses a valores

padrdes normais compreendidos entre 4,3-13,4UVL (JAIN, 1993). Os resultados séo
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observados na Tabela 2, que segue demonstrando os valores com suas respectivas médias e
desvio padrdes. Observando uma diferenca de extrema significancia entre o animal que se
administrou 1g de sementes por quilograma de peso vivo das sementes se comparado ao

animal que foi administrado 3g/kg do seu biopeso. Observe também a Figura 9.

Tabela 2 - Avaliagdo de biopsia hepatica guiada por ultra-som em asininos. Valores referentes
ao resultados de bioquimica séria da enzima gama-glutamil transferase (GGT)
em UI/L de asininos intoxicados experimentalmente com sementes de
Crotalaria retusa.

DIA EXP-00(1g/kg) EXP-01(3g/kg) EXP-02*(5g/kg)
0 58 42 42
15 15,8 19,4 31,6*
30 18,3 253
45 247 28,1
60 30,1 325
75 31,3 ' 357
90 31,1 39,8
105 30,7 40,2
120 285 40
135 27,4 39,6
150 25,1 347
165 22,9 334
180 19,2 29,5
195 17,6 31,3
210 14,8 28,6
225 14,6 26,3
240 13,7 25,1
MEDIA 21,85882 30,21765 17,9
DESVIO PADRAO  7,569021%1,1% 9,494901+1,3® 19,37473

Valores normais de GGT para eqiiinos 4,3-13,4 UI/L (JAIN, 1993)
Medidas com letras iguais ndo diferem significativamente (p>0,05).
*EXP-02 veio a 6bito 10 dias apés ingestdo das sementes.
**Resultado de coleta realizada antes de o animal vir a 6bito, 10° dia.

A enzima FA mostrou-se inicialmente dentro do limite normal proposto por Jain
(1993), que sdo de 226-366 UI/L, onde esta enzima passou a ter uma elevagio lenta com o
prosseguir do periodo pés-administragdo de sementes. Os resultados sdo observados na
Tabela 3, que segue demonstrando os valores com suas respectivas médias e desvio
padrdes. Observando uma diferenga de entre os valores iniciais e finais de ambos os
individuos, pois mesmo ndo ultrapassando os valores normais eles obtiveram um indice de

variagdo muito significativo. Nota-se facilmente na Figura 10 tal nivel de elevago.
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Tabela 3 - Avaliagdo de biopsia hepatica guiada por ultra-son em asininos. Valores referentes
aos resultados de bioquimica séria da enzima fosfatase alcanina (FA) em UI/L
de asininos intoxicados experimentalmente com sementes de Crotalaria retusa.

DIA EXP-00(1g/kg) EXP-01(3g/kg) EXP-02*(5g/kg)
0 132 124 138

15 134 128 167*
30 137 133

45 134 135

60 135 138

75 131 144

90 136 149

105 139 148

120 141 151

135 146 157

150 152 162

165 158 169

180 167 177

195 172 183

210 184 196

225 191 218

240 202 221

MEDIA 152,4118 160,7647 152,56
DESVIO PADRAO  16,52214#4,5" 29,62585+7,8" 20,5061

Valores normais de FA para eqiiinos 143-395 UI/L (JAIN, 1993).
Medidas com letras iguais ndo diferem significativamente (p>0,05).
*EXP-02 veio a 6bito 10 dias ap6s ingestdo das sementes.
**Resultado de coleta realizada antes de o animal vir a 6bito, 10° dia.
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5 DISCUSSAOQ

A técnica empregada demonstrou-se segura e eficiente, corroborando com estudos
realizados anteriormente (PEARSON & CRAIG, 1980; SMART & NORTHCOTE, 1985). Até

mesme o novo modo de coleta realizada com o animal em dechbito lateral esquerdo,
proporcionando tanto um campo visdo amplo, como o sistema de contengdo facilitado, claro
que por se tratar de asininos, eqiiideos de porte pequeno a médio conter esses animais dessa
forma fica bem mais facil que em bretes.

O quadro clinico e as dosagens bioquimicas iniciais apresentadas pela maioria dos
animais intoxicados experimentalmente € consistente com o de uma insuficiéncia hepatica,
porém ndo ficaram evidenciado lesdes hepaticas no exame histopatologico do animal. A
insuficiéncia hepatica ocorre quando 70% ou mais da capacidade funcional do figado ¢
perdida (TENNANT, 1997), o que ocorre quando ha perda de 80% a 90% do parénquima,
podendo ser visto, tanto em hepatopatias toxicas agudas quanto cronicas (KELLY, 1993).
Fato ndo evidenciado nos animais desse experimento. Talvez o que tenha ocorrido com os
asininos foi que logo apds a administragio da dosagem de sementes de C. refusa ocorreu
lesdo hepatica demonstrada pela elevagio das enzimas hepaticas, no entanto estas lesdes
foram discretas ndo sendo suficientes para progredirem a lesdes consistentes com um
quadro de intoxicagfo aguda ou crénica. Ha que se considerar que um animal morreu com
sintomatologia compativel com um quadro de intoxicagio por AP, no entanto ndo se
observou lesbes hepaticas consistentes. Ndo sendo possivel afirmar que tenha ocorrido
intoxicagdo provocada por ingestio das sementes. |

Observado a Tabela [, constata-s¢ que houve um aumento consideravel no inicio
dos dias apds a ingestiio de sementes, porém a AST se tratando de uma que ndo ¢ hepato-
especifica, esses resultados isoladamente nfo trazem tanta confianga em admitir que
houvesse uma breve alteragfio. Essa enzima também ¢ encontrada em grandes quantidades
no musculo cardiaco, no figado, musculatura esquelética e em menor concentragdo nos rins
e pancreas. Nas células hepaticas, a AST localiza-se no citoplasma (40%) e na mitocdndria
(60%). Qualquer lesdo tissular ou doenga afetando o parénquima hepatico liberard uma
maior quantidade da enzima para a corrente sanguinea, elevando os niveis séricos da AST.
Porém devido estar presente em outras regides ndo se pode definir exclusivamente por cla

se houve lesfio hepatica ou ndio, mesmo os valores sendo sugestivamente compativeis. Na
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Figura 8 sio mostrados os resultados da analise dos resultados de bioquimica sérica da
enzima aspartato aminotransferase (AST) em UI/L de asininos intoxicados

experimentalmente com sementes de C. retusa.

Valores de AST de asininos
intoxicados com C. retusa e N° de
amostras avaliadas

500

400

300
200
100

Valores de AST em Ul/L

1 3 5 1 9 L A8 1
N° de amostras avaliadas

@ EXP-00 m EXP-01

Figura 8. Dados comparativos entre enzima AST entre dois asininos intoxicados
experimentalmente com C. refusa. Sendo os valores normais para tal enzima de
226-366 UI/L, observando a curva de elevagdo e retorno ao patamar normal de
valores.

Houve aumento considerado da enzima GGT nos animais que tomaram as maiores
doses inclusive no que veio a 6bito com um aumento exacerbado se comparado com os
demais. A alteragdo na GGT provavelmente seja decorrente da lesdo hepatica induzida
pelos alcaldides pirrolizidinicos, uma vez que estes sdo de facil absor¢do, sendo os APs
altamente hidrofilicos e o metabolismo hepatico tendo que transformar essas toxinas em
lipideos e destes em produtos excretdveis que sejam soliveis em agua. O figado passa por
uma sobrecarga utilizando varias enzimas produzidas pelos hepatocitos como a GGT
(LACONI ef al., 1995). A elevagdo dos niveis de GGT no soro sangiiineo tem um alto grau
de especificidade para danos hepaticos, podendo ser observada tal elevagdo na Figura 9. A
GGT normalmente esta limitada ao reticulo endoplasmatico liso, onde o sistema de oxidase
mista ¢ ativo. Os APs sdo ativados por este sistema, onde causam danos e ocorre a liberagdo
da GGT no soro, dados obtidos em estudo para avaliar testes bioquimicos como indicadores
de doenga hepatica subclinica em eqiiinos expostos a toxicose por AP, verificou-se que a
atividade da GGT no soro é um teste eficiente para caracterizar a doenga subclinica nestes

animais (CURRAN er al., 1996). Em poneis intoxicados experimentalmente com Senecio
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jacobaea a GGT foi o teste enzimatico mais seguro para indicar o comego e a continuidade
das alteragdes hepaticas (CRAIG et al., 1991). A elevagdo desta enzima foi documentada
também em eqiiinos com intoxicagdo natural e experimental por Senecio jacobaea (GILES,
1983, GARRET er al., 1984, GORDER, 2000), Senecio vulgaris (GULICK et al., 1980,
LESSARD et al., 1986, MENDEL ef al., 1988) e Cynoglossum officinale (KNIGHT et al.,

1984) e em ovinos intoxicados por Crotalaria retusa (NOBRE et al., 2005; DANTAS er
al., 2004).

‘ Valores de GGT de asininos
intoxicados com C. retusa e N° de
amostras avaliadas

T & & 7 9 1 718 185 17

N° de amostras avaliadas

B EXP-00 m EXP-01

Figura 9. Dados comparativos entre enzima GGT entre dois asininos intoxicados
experimentalmente com C. retusa. Sendo os valores normais para tal enzima de
4,3-13,4 UI/L, observando a curva de elevagdo de valores.

E importante citar que apesar de ser considerado um bom teste para avaliar a lesdo
hepética induzida por AP, nem todos os animais que apresentam aumento de GGT
desenvolve sinais clinicos da doenga (GILES, 1983). Este fato pode ser constatado nos
asininos deste experimento, uma vez que embora tenham de certa forma apresentado
alguma sintomatologia clinica ndo apresentaram hepatopatia compativel com a intoxicagdo
por APs. Vale salientar que em alguns casos a GGT pode apresentar queda e retornar aos
valores de antes da exposi¢do do animal aos AP (CRAIG et al., 1991). Segundo Craig et al.
(1991) € interessante monitorar os animais sobreviventes a intoxica¢do por AP com testes
enzimaticos. Quando for observado aumento nas enzimas, principalmente GGT deve-se

fazer uma biopsia no figado para verificar o grau das lesdes hepaticas.
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A fosfatase alcalina (FA) também deve ser analisada nos eqiiideos com intoxicagdo
por C. retusa no semi-arido. Nos animais dosados neste experimento houve aumento,
embora ndo tenha ultrapassado os valores normais. Esta alteragdo foi mais evidente no
asinino que ingeriu 3 g/kg/p de sementes. Esta enzima apesar de ndo ser hepato-especifica.
aumenta nos casos de danos hepaticos em decorréncia de sua liberagdo na superficie
sinusoidal dos hepatocitos, bem como na regurgitagdo das iso-enzimas biliares nos casos de
colestase. Nas toxicoses por AP ocorrem ambas as situagdes (CRAIG er al.,,1991). Mais
uma vez ¢ de se estranhar que os animais ndo tenham apresentado lesdes hepaticas. Em
experimento utilizando-se 2,5, 5 e 10 g/kg/p de folhas, galhos e sementes, administradas
por 120, 60 e 30 dias respectivamente, reproduziu-se a intoxicag@o cronica por Crotalaria
retusa, sendo observado lesdes hepaticas nos trés animais intoxicados (Nobre er al., 2004).
Experimentos realizados também em ovinos reproduziram a intoxicagdo aguda com
dosagens de 5 e 10 g/kg/p (Nobre er al., 2005). Observando-se a evidente elevacdo

gradativa da enzima FA, como demonstrada na Figura 10.

Valores de FA de asininos
intoxicados com C. retusa e N° de
amostras avaliadas

250

200 |

150

100
50

Valores de FA em Ul/L

1 3 5 7 g 1 948 15 17

N° de amostras avaliadas

'@ EXP-00 m EXP-01

Figura 10. Dados comparativos entre enzima FA entre dois asininos intoxicados
experimentalmente com C. refusa. Sendo os valores normais para tal enzima
de 143-395 UI/L, observando a curva de elevagdo de valores.
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6 CONCLUSAO

A administragdo de sementes de C. retusa em doses Unicas de 1, 3 e 5g/kg/p nio
reproduziram a intoxicagdo em asininos.

Embora tenha havido alteragdo enzimatica compativel com distarbio hepatico no
inicio do experimento, posteriormente ocorreu normalizagdo dos valores enzimdticos,
comprovando que se houve lesdo hepdtica inicial, esta ndo progrediu para uma hepatopatia
quer seja aguda ou cronica.

Portanto fica evidenciado que para ocorrer hepatopatias provocadas por alcaldides
pirrolizidinicos principalmente os presentes na Crotalaria retusa em asininos ha de se ter
uma ingestdo maior que as dosagens utilizadas nos experimento.

A biopsia hepéatica guiada por ultra-som em asininos permitiu seguranga na colheita
de fragmentos, sendo possivel escolherem areas com maior probabilidade de lesoes e evitar

perfurar vasos de grande calibre, evitando assim hemorragias ou até mesmo outras visceras.
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