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Resumo

Sabe-se que a Crotalaria spectabilis € amplamente utilizada como adubo verde
e nematdides controladores, com que se espalha facilmente, misturando-se
com o milho e infectando outras racdoes de cereais. O objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos toxicos das sementes de C. spectabilis, quando triturados e
misturados com os cdes de alimentacdo. Este estudo utilizou 12 caes foram
divididos em trés grupos de quatro animais. Os tratamentos foram divididos
em grupos, cada grupo receberam, respectivamente, 0,2, 0,4 e 0,6% de
sementes de C. spectabilis, durante 28 dias, os quais foram esmagados e
adicionados a dieta. Para exames histopatoldgicos foram extraidos de uma
bidpsia hepatica, utilizando um tipo de agulha TRU-CUT ®. Observado

hepatdcitos inchadas, vacuolizacdo das células dos sinusdides, necrose focal,
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cariomegalia anisocitose, células de Kupffer com diferentes pigmentacgoes,
fibrose e colestase em hepatocitos caracterizadas doenca hepatica. Conclui-se,
com base em exames histopatolégicos, desde que as concentracdoes de
sementes de C. spectabilis 0,2, 0,4 e 0,6% ao longo de 28 dias, foram téxicos
para caes.

Palavras-chave: Alcaloides pirrolizidines, caes, histopatologia,

envenenamento.

Histopathological features of liver of dogs poisoned experimentally

with Crotalaria spectabilis seeds.

Abstract

It is known that the Crotalaria spectabilis is widely used as green manure and
for controlling nematodes, with that spreads easily, mingling with the infecting
maize and other cereal rations. The aim of this study was to evaluate the toxic
effects of the seed of C. spectabilis, when crushed and mixed with the feed
dogs. This study used 12 dogs divided into three groups of four animals. The
treatments were divided into groups, each group received respectively 0,2, 0,4
and 0,6% of seeds of C. spectabilis, for 28 days, which were crushed and
added to the diet. For histopathological examinations were extracted from a
liver biopsy, using a needle type TRU-CUT ® Observed swollen hepatocytes,
vacuolization of cells in the sinusoids, focal necrosis, anisocytosis cariomegalia,
Kupffer cells with different pigmentation, fibrosis and cholestasis in
hepatocytes characterized |liver disease. We conclude, based on
histopathological examinations, provided that the concentrations of seeds of C.
spectabilis 0,2, 0,4 and 0,6% during the 28 days were toxic to dogs.

Keywords: Alkaloids pirrolizidines ,dogs, histopatology, poisoning.
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INTRODUCAO

Com a multiplicidade de produtos lancados no mercado “pet” o controle
de qualidade deve ser a maior preocupacdo das industrias de ragdes, pois, sem
isso, aumenta muito o risco de contaminacao por impurezas, encontrado na
prépria matéria prima. Plantas do género Crotalaria sdo utilizadas em solos
pobres, como adubacdo verde, pelo seu alto poder de fixacao de nitrogénio e
também para controle de nematoides, devido ao seu principio ativo téxico (4).
Uma vez incorporada a terra, cresce junto as plantacdes de milho e outros
cereais e suas sementes acabam por misturar-se durante o processo de
colheita. Entretanto, por se tratar de uma semente extremamente pequena, 4
X 3 X 2mm, passa desapercebida no meio do milho ou da soja que sao
vendidos as empresas produtoras de alimentos para animais, em consequéncia
disso, pode intoxica-los. As substancias tdxicas contidas nas plantas do género
Crotalaria sao por sua vez alcaldides pirrolizidinicos (APs). Os APs encontrados
em maior quantidade na C. spectabilis, € a monocrotalina, localizado em varias
partes da planta, sendo a semente a parte mais tdxica (14,15). Para
exercerem sua toxicidade, seja ela aguda ou cronica, os APs necessitam de
uma ativacdo metabdlica, essencial para exercerem sua genotoxicidade. A
monocrotalina no figado produz necrose das células parenquimais centro-
lobulares, danos as células endoteliais das vénulas centrais e dos sinusdides,
congestdo e dilatacdo dos sinusdides e hemorragia. Uma consequéncia dos
danos as células endoteliais vasculares é a ativacao do sistema de coagulacao.
Durante a injuria vascular, as propriedades anticoagulantes e pré-fibrinoliticas
das células endoteliais sao perdidas, e a cascata de coagulacdao é iniciada
através de fatores teciduais (1,3).

A bidpsia hepatica percutanea com agulha cortante tipo TRU-CUT® pode
ser uma fonte valiosa de informagdes quanto aos diversos parametros
relacionados a funcdo hepatica em animais, bem como uma forma auxiliar de
diversas lesdes que acometem o figado. Além disso, a bidpsia hepatica permite

diagnosticar as lesdes antes que os sinais clinicos tornem-se aparentes,
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diminuindo as perdas econbmicas ou mortalidade dos animais afetados (7,8).
Assim, através deste trabalho pretende-se verificar os efeitos histologicos da
ingestdao experimental de sementes de C. spectabilis quando trituradas e

misturadas a racao de cdes por um periodo determinado.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados 12 caes, sem raca definida, provenientes do Centro de
Pesquisa em Sanidade Animal, CPPAR localizado na Universidade Estadual
Paulista FCAV-UNESP Campus de Jaboticabal, onde permaneceram alojados
individualmente em canis localizados no Hospital Veterinario Governador Laudo
Natel. O presente trabalho estd de acordo com os principios éticos na
experimentacao animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
(COBEA), da Universidade Estadual Paulista UNESP Campus Jaboticabal e foi
aprovado pela Comissdo de Etica e bem estar animal, em reunido de 14 de
agosto de 2008, sob protocolo numero 0016735-08. Os grupos foram
manejados da seguinte forma: G; - Ragao comercial + 0,2% de sementes de
C. spectabilis, G, - Ragao comercial + 0,4% de sementes de C. spectabilis, Gs -
Racao comercial + 0,6% de sementes de C. spectabilis, por quatro semanas.
Dieta composta de racao comercial, conforme as recomendagdes do National
Research Council - NRC (2006) e agua ad. libitum.

As bidpsias hepaticas foram realizadas, por meio da técnica com agulha
tipo TRU-CUT®, em trés momentos diferentes: My (racdo comercial sem adigdo
de sementes), Mi4 (14 dias de ingestao de C. spectabilis) e M,g (28 dias de
ingestdo de C. spectabilis) do experimento. Apds estes procedimentos as
amostras de figado foram armazenadas em solucao de formalina a 10%, e
encaminhadas ao Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV - UNESP,
Jaboticabal onde foram processadas. As laminas histoldgicas foram coradas
com Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricromio de Masson (TM), a leitura foi

realizada em microscopia de luz.
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RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente estudo revelaram o grau de toxicidade
das sementes de C. spectabilis em caes. Observou-se que o0s animais
alimentados com diferentes percentuais das sementes, apresentaram sinais
clinicos de diversas intensidades apresentando, portanto, variacdes de animal
para animal nos diferentes grupos.

Foram encontradas alteracdes microscépicas, em todos os grupos, mas
com diferentes intensidades, ao longo do periodo experimental, que estdo
citadas na tabela 1.

No Gs onde os animais receberam a maior quantidade das sementes de
C. spectabilis observou-se colestase, em alguns animais. Notaram-se extensas
areas de fibrose (Figura 1) e focos de hemorragia, e, grande quantidade de

nucléolos evidentes nos nucleos de hepatdcitos.

DISCUSSAO

Esse trabalho evidenciou que as sementes de Crotalaria spectabilis
adicionadas a racao de caes, por um periodo de 28 dias causaram toxicidade a
espécie. As anadlises histopatoldgicas encontradas no figado dos caes
intoxicados experimentalmente com sementes de C. spectabilis se assemelham
as lesdes encontradas por outros autores, com diferentes animais e em
diferentes porcentagens das sementes toxicas (2,5,6,9,10,11,12).

De acordo com FU e colaboradores (2002), as lesdes provocadas aos
hepatocitos devido a diversas substancias toxicas podem ser reversiveis ou
irreversiveis dependendo do grau da lesdao a membrana basal das células
hepaticas, levando a substituicdo por tecido conjuntivo fibroso. Este processo
evidencia evolucao mais crbnica, quando os agentes quimicos agressores
estiverem em quantidades elevadas ou existir exposicao continua. A matriz
extracelular desempenha um papel importante em lesdes hepaticas cronicas e
tem sido estuda em modelos de intoxicagao experimental por Torres & Coelho

(2008). No presente estudo as lesdes foram mais cronicas, tais como fibrose.
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Tabela 1. Achados histopatolégicos em figados de cdes intoxicados
experimentalmente por Crotalaria spectabilis, nas concentracoes de
0,2% (G1), 0,4 % (G2) e 0,6 % (G3), por 28 dias.

LesoOes histopatologicas G: G> Gs

Degeneragao Hidropica 4+ + 4+ F 4+

Vacuolizagdo de células

_ o +++ ++ +
sinusoidais
Necrose focal + ++ +++
Linfocitos, plasmoécitos +
macrofagos com pigmento ++ ++ ++++
na regiao Peri portal
Anisocitose + + ++
Cariomegalia ++ ++ +
Leucodcitos em regiao
_ ++ ++ +++
perivascular
Fibrose ++ +++ ++++
Proliferacao ductal ++ ++ +++
Deposicao de colageno em
) ++ +++ ++++
vasos sanguineos
Colestase - - ++

Critério: - sem lesdo, + discreto, ++ discreto a moderado, +++ moderado,

++++ moderado a severo, +++++ severo
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A principal fonte de deposicdo de colageno nas injurias cronicas sao as
células Ito que residem no espaco de Disse. Embora funcionem como células
armazenadoras de vitamina A e lipidios, elas sdo ativadas durante o
desenvolvimento da fibrose e transformam-se em células semelhantes a
miofibroblastos. O resultado final € um figado fibrético nodular onde as células
parenquimatosas estao circundadas por intensa formagao de tecido conjuntivo
estando incapacitada de comunicacdo com outros hepatécitos e com as vias
biliares proximas, tornando esta nova formacdo celular indtil do ponto de vista
fisioldgico (13,15). Aspectos tais como, anisocitose, cariomegalia, binucleacao
em hepatocitos, sdo sugestivos de tentativa de regeneracdao pelo tecido
hepatico. No entanto, a fibrose observada interfere neste processo e impede o

figado de exercer suas fungoes fisioldgicas, em casos avancados.

CONCLUSAO
Com base nos resultados obtidos durante o periodo experimental
podemos concluir que as lesdes histoldgicas encontradas no figado sao
compativeis com intoxicacdo pela ingestdao das sementes de Crotalaria

spectabilis, nas dosagens de 0,2%, 0,4% e 0,6% em 28 dias.
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