UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

ALTERACOES HEPATICAS EM CAES INTOXICADOS
EXPERIMENTALMENTE POR SEMENTES DE Crotalaria

spectabilis

Carolina Bellodi

Médica Veterinaria

2014



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

ALTERACOES HEPATICAS EM CAES INTOXICADOS
EXPERIMENTALMENTE POR SEMENTES DE Crotalaria

spectabilis

Carolina Bellodi

Orientadora: Prof. Dra. Rosemeri Oliveira Vasconcelos

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — Unesp, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para a
obtencdo do titulo de doutora em Medicina
Veterinaria (Clinica Médica Veterinaria).

2014



Bellodi, Carolina

B446a Alteracdes hepaticas em caes intoxicados experimentalmente por
sementes de Crotalaria spectabilis / Carolina Bellodi. — — Jaboticabal,
2014

xvi, 45 p.:il. ; 28 cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2014

Orientadora: Rosemeri de Oliveira Vasconcelos

Banca examinadora: Mario Roberto Hatayde, Adriana Coelho de
Souza, Pamela Rodrigues Reina Moreira, Daniel Cortes Beretta.

Bibliografia

1.Alcaldides pirrolizidinicos 2. Cées. 3. Células estreladas
hepéticas. 4. Fibrose hepatica. 5. Intoxicagdo por planta. |. Titulo.
II. Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias.

CDU 619:615.9:636.7

Ficha catalografica elaborada pela Se¢do Técnica de Aquisicdo e Tratamento da Informacédo —
Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagdo - UNESP, Campus de Jaboticabal.



S 4
unesp UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE JABOTICABAL
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS DE JABOTICABAL

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO: ALTERAGOES HEPATICAS EM CAES INTOXICADOS EXPERIMENTALMENTE POR
SEMENTES DE Crotalaria spectabilis

AUTORA: CAROLINA BELLODI
ORIENTADORA: Profa. Dra. ROSEMERI DE OLIVEIRA VASCONCELOS

Aprovada como Iarte das exigéncias para obtengdo do Titulo de DOUTOR EM MEDICINA
VETERINARIA , Area: A MEDICA VETERINARIA, pela Comissao Examinadora:

Departamento dé Clinica e Cirurgia Veterinaria / Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias de
Jaboticabal

‘Dra. ADRIANA COELHO DE SOUZA
entro Universitario Bardo de Maua / Ribeirdo Preto/SP

QW".& A"’Q

Profa. Dra. PAMELA RODRIGUES REINA MOREIRA
Pés-Doutoranda do Departamento de Patologia Veterinaria / Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias de Jaboticabal

@bt/
Prof. Dr. DANIEL CORTES BERETTA
Faculdade de’Medicina Veterinaria / Universidade de Rio Verde / Rio Verde/GO

Data da realizacdo: 30 de maio de 2014,



DADOS CURRICULARES DA AUTORA

CAROLINA BELLODI - nascida em Ribeiréo Preto, ao 12° dia do més de abril no
ano de 1980, filha de Aristides Bellodi Neto e Carmen Sylvia Cascaldi Bellodi.
Concluiu o curso de Medicina Veterinaria em Dezembro de 2004, no Centro
Universitario Moura Lacerda (CUML), onde fez parte da comissdo do mutirdo
solidario de castracdo. Trabalhou em clinica veterinéria particular de marco de 2005
a janeiro 2007. E especialista em Clinica Médica de Pequenos Animais pelo Instituto
Qualittas de Ensino desde dezembro 2006 e Especialista em Patologia Clinica
Veterinaria pela Universidade Estadual Paulista FCAV/UNESP - Jaboticabal, desde
dezembro 2009. Em julho de 2010, obteve o titulo de mestre em Medicina
Veterinaria (Clinica Médica) pela Universidade Estadual Paulista (FCAV-UNESP),
Campus de Jaboticabal, sob orientacdo do Prof. Dr. Mario Roberto Hatayde com
énfase em Clinica das intoxicac6es. Em agosto de 2010 foi selecionada para iniciar
seu doutoramento, pela mesma universidade, sob orientagdo do Prof. Dr. Mario
Roberto Hatayde, que apds sua aposentadoria transferiu a orientagdo para a Prof.

Dra. Rosemeri de Oliveira Vasconcelos.



“Ainda que eu falasse a lingua dos homens, e
falasse a lingua dos anjos, sem amor, eu nada
seria.”

[1 Corintios13]



A Deus, pela caminho maravilhoso que me proporcionou;

Aos meus queridos avés, Aldo Bellodi e Diva Biancardi Bellodi (in memorian), Sylvio
Cascaldi e Ermelinda Bernine Cascaldi que foram e s&o uma ligdo de vida em minha
trajetoria,

Em especial aos meus pais, Carmen Sylvia Cascaldi Bellodi e Aristides Bellodi Neto,
gue sempre acreditaram no meu potencial, muito obrigada pela credibilidade, amor,
carinho, compreensao e amizade;

Ao meu noivo Oswaldo Martins Prudente Corréa, pela paciéncia e amor que nos
mantém unidos;

Por fim, todas as “pessoas” que acreditaram e apostaram que eu poderia.

Dedico com muito amor e carinho.



A minha familia, incansavelmente, pela credibilidade e principalmente forca
nos momentos dificeis;

A amiga e psicologa Claudia Resende pelos sabios ensinamentos ao qual me
fizeram compreender melhor o processo da vida;

A Universidade Estadual Paulista (FCAV-UNESP, Campus de Jaboticabal)
por me acolher e me oferecer espaco para a execu¢édo do nosso trabalho;

A todos os funcionéarios do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” e
ao Departamento de Patologia Veterinaria, desta instituicdo, pelo apoio, dedicacéo e
amizade nas horas mais dificeis;

Aos colegas de pos-graduacdo, meu ETERNO AGRADECIMENTO, pelos
O0timos momentos que passamos e a ajuda interminavel no laboratorio;

Ao Prof. Dr. Mario Roberto Hatayde, por acreditar no meu trabalho, pela
amizade, licdo de vida, ensinamentos e principalmente por descobrir uma pessoa tao
especial e generosa, 0 meu sincero respeito e agradecimento;

Ao Prof. Dr. Gener Tadeu Pereira pelos conhecimentos e grande auxilio na
estatistica,;

A querida Prof®. Dr®. Rosemeri Oliveira Vasconcelos pela orientacio,
confianga, amizade, paciéncia e principalmente seus sabios conhecimentos, meu
sincero agradecimento e admiracgao.

A magnifica colaboracdo da banca examinadora para as melhorias
executadas no presente trabalho, além do carinho e amizade que tornardo eternas;

A CAPES pela concesséo da bolsa de estudos;

Agradeco fortemente



viii

SUMARIO
RESUMO . ...ttt e e e e e e e e e e ettt e e e e s s nsbe e e e e e e e ennrnneeas Xi
N 1 X I ¥ Xii
LISTA DE TABELAS . ... et e e e e e e aaaeeees Xiii
LISTADE FIGURAS . ...ttt ettt e et e e e e e e s bbb e e e e e e e nnrneeaeeaanns Xiv
1. INTRODUGAO......oi ittt ettt sttt ettt e stestn et ee e 1
2. REVISAO DE LITERATURA . ..., 3
2.1 Intoxicacédo por Crotalaria spectabiliS...........cccooeiiiiiiiiiiiiin 3
2.2 Caracteristicas dos principios toxicos da C. spectabilis nas diferentes
ESPECIES ANIMAIS. .. ..ceeiieeieieeieeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e eeeeaeaeaeeeeeennns 5
2.3. Toxicidade causada pela Crotalaria spectabilis e as alteracdes
0= 0= o= L TP SRRTP 7
2.4 Consideracdes sobre células estreladas do figado..............ccccccceeeeeennnn. 9
3. OBUIETIVOS . ...ttt e e e e e e e e e e s tre e e e e e e e aae s 14
3.1. ODJEtIVO GEIal.....cciiiiiiiieiie s 14
3.2. ODbjetivos ESPECITICOS.......ccoiiiiiiieciiiit e 14
4. MATERIAL E METODOS. ... .ottt et 15
4.1 Grupos Experimentais e Modelo de Inducéo da Intoxicagao................... 15
4.2 Parcelas exXperimentaiS.........ccouuuuiiiiiiiiiiiiie e e 16
4.3 Obteng&o do material bIOPSIAUO. .........ccooriiiiiiiiiiie e 16
4.4 Analise HiStOPAIOIOGICA. .....cceeieeeeeeiiiiiiii it 18
4.5 Analise Imuno-hiStOqQUIMICA.......ccceiiiiiiiiieeciiiieeeeee e 19
4.6 ANAIISE EStAliSHICA. . .uuveiiiiiiiiiieee et 20
5. RESULTADOS. ...ttt ettt e e e et e e e e et e e e s s et e e e e e e e enbaeeeas 21
5.1 Analise HistopatolOQiCa..........cceeeeeiiiiiiiiiiee e e e e e e e 21

5.2 Andlise imuno-hiStOQUIMICA..........uuuiiiiiiiieiieieee e 27



6. DISCUSSAO..

7. CONCLUSAO

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS . ....ooe oot eeee e eeeea e,



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ‘g_

AV°
u n es p“#’ CAMPUS DE JABOTICABAL

CEBEA - COMISSAO DE ETICA E BEM ESTAR ANIMAL

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 0016735-08 do trabalho de
pesquisa intitulado “Intoxicagdo experimental de cdes com sementes de
Crotalaria Spectabilis (Leg. Papilionoideae)”, sob a responsabilidade do
Prof. Dr. Mario Roberto Hatayde estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
(COBEA\) e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA E BEM ESTAR ANIMAL
(CEBEA), em reunido ordinaria de 14 de agosto de 2008.

Jaboticabal, 15 de agosto de 2008.

P
Prof. Dr. Ma Léania de Araujo
Presidente'- CEBEA ‘

Faculdade de Ciéncias Agririas o Veterindrias
Via de Acesso Prol. Paulo Donato Castellane, s/n CEP 14884-900 - Jaboticabal - SP - Brasil
Tel 16 3209 2600 fax 16 3202 4275 www.fcav.unesp. br



Xi

Alteracbes hepaticas em cées intoxicados

experimentalmente por sementes de Crotalaria spectabilis

RESUMO - A intoxicacdo por plantas invasoras de pastagens causa enormes
prejuizos na pecuaria brasileira, pois geralmente ocorre o consumo espontaneo da
planta em pastagens de qualidade ruim, devido a seca, geada ou queimadas. Os
animais também podem intoxicar-se acidentalmente, pela contaminacdo de gréos
utilizados na dieta de animais de grande porte com sementes destas plantas.
Plantas do género Crotalaria sp. possuem um principio ativo que induz cirrose
hepatica em animais e suas sementes comumente misturam-se a grdos durante a
colheita mecanizada. Existem varias pesquisas relacionando a proliferacdo das
células estreladas hepéticas com fibrose hepatica no homem. Nenhum estudo foi
feito com animais de companhia relacionando a qualidade da racao oferecida aos
mesmos e seus efeitos deletérios. Portanto, avaliar a susceptibilidade do cdo como
modelo experimental para um quadro de intoxicacdo por sementes de Crotalaria
spectabilis, bem como, verificar se ocorre fibrose hepatica e proliferacdo de células
estreladas hepaticas em figados de cades que receberam diferentes concentracées
de sementes da planta (G; - 0,2%, G, - 0,4% e G3 - 0,6%), nos tempos zero (controle
basal), T14 dias e T,g dias foram 0s objetivos deste estudo. As amostras de figado
foram colhidas por biopsia guiada por ultrassom, com os animais sob anestesia. A
fibrose foi avaliada por métodos histoquimicos (Gordon e Sweet; Tricrobmio de
Masson e Picrosirius) e a densidade de células estreladas hepaticas foi avaliada por
imuno-histoquimica. Os figados de animais dos grupos G; e G, ndo apresentaram
aumento de fibras reticulares ou de fibras colagenas em Ti4 € Ts. No grupo Gs
verificou-se discreta fibrose, predominantemente em T,s. Conclui-se que na
intoxicacao experimental de caes por sementes de Crotalaria spectabilis ocorre uma
proliferacdo de células estreladas hepaticas na fase inicial, seguida por fibrose e
reducdo desta populacao celular, confirmando o papel destas células na reparacao

do tecido hepatico.

Palavras-chave: alcal6ides pirrolizidinicos, céo, células estreladas hepaticas, fibrose

hepatica, intoxicacéo por planta
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Hepatic changes in dogs experimentally intoxicated by Crotalaria spectabilis
seeds

ABSTRACT- The poisoning of pasture weeds cause huge losses in Brazilian
cattle, usually occurs because the spontaneous ingestion of the plant in pastures of
poor quality due to drought, frost or fire. Animals can also become contaminated
accidentally by contamination of grain used in the diet of large animals. Plants of the
genus Crotalaria sp. have an active ingredient that induces liver cirrhosis in animals
and their seeds commonly blend the grains during mechanical harvesting. No study
has been done with pets relating the quality of feed offered to them. The
susceptibility of experimental dog model as a framework to poisoning Crotalaria
spectabilis seeds, as well as to verify whether proliferation of hepatic fibrosis and
hepatic stellate cells in the liver of dogs receiving different concentrations of plant
seeds (G1-0,2%,G,-0.4% and G3- 0.6 % ), in zero time (baseline control ), T14
days and T,g days were the goals of these studies . The liver samples were obtained
by biopsy guided by ultrasound, with the animals under anesthesia. Fibrosis was
evaluated by histochemical methods (Gordon and Sweet, Masson Trichrome and
Picrosirius) and the density of hepatic stellate cells was evaluated by
immunohistochemistry. The livers of animals in groups G; and G, showed no
increase in reticulin or collagen fibers in T14 and Tag. In Gz showed mild fibrosis,
predominantly in T,g. We conclude that the experimental poisoning of dogs by
Crotalaria spectabilis seeds a proliferation of hepatic stellate cells in the initial phase
occurs, followed by fibrosis and reduction in this cell population, confirming the role of

these cells in repair of liver tissue.

Keywords : pyrrolizidine alkaloids, dog, hepatic stellate cells, liver fibrosis, plant

poisoning
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1. INTRODUCAO

As intoxicacdes por plantas toxicas séo frequentemente relatadas na literatura
em varias espécies de animais de producdo. Estes podem consumi-las pela
escassez de alimento ou pela contaminacdo de grédos utilizados na alimentacéo
animal, no momento da colheita.

O crescimento exponencial do mercado de racbes para animais de
companhia leva a maior preocupacdo sobre o controle de qualidade da matéria-
prima utilizada na formulacdo destas racfes. Em muitas situacdes, impurezas
poderiam contaminar a racdo e muitas destas podem causar quadros de intoxicagao
ou outros efeitos deletérios sobre a qualidade nutricional ou sobre a
imunocompeténcia destes animais. Essas impurezas podem ser de natureza
variada, dentre elas, as plantas toxicas e suas sementes. Os fatores predisponentes
para esta contaminacao séo a falta de tratamento do solo onde serdo plantados os
cereais, visando a eliminacdo de plantas invasoras, bem como, o tamanho do crivo
da peneira utilizada pelas industrias no recebimento desses graos.

O principal foco das pesquisas com plantas toxicas no Brasil estd em grandes
animais, pois a maioria delas é contaminante de pastagens e 0 seu consumo é
favorecido em situacdes de escassez de alimentos, ap0s geadas ou queimadas. Em
todo o territorio brasileiro existe uma grande biodiversidade de plantas invasoras de
areas utilizadas para a pecuaria. Os quadros clinicos e a taxa de mortalidade
ocasionada pelos principios ativos dessas plantas é variavel, no entanto, em todas
as situacbes causam prejuizos econOmicos aos criadores. Para animais de
companhia existem escassos relatos relacionados a ingestdo acidental de plantas
ornamentais e nenhuma atencéo foi dada em a relagdo a qualidade da racao
ingerida e a saude de caes e gatos.

Uma das principais plantas toxicas que sdo encontradas junto a racao dos
animais de producado é a Crotalaria sp., amplamente utilizada na agricultura com o
objetivo de adubacdo verde. Seu principio ativo é o alcaléide pirrolizidinico,
detectado inclusive nas sementes da planta. As sementes sdo comumente
encontradas junto aos graos de soja e milho. Uma vez incorporada a terra, Crotalaria
sp. 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 despercebida junto ao milho
ou soja, que sdo vendidos as empresas produtoras de alimentos para animais. Ja na
fabrica, as pequenas sementes de C. spectabilis passam pelas peneiras,
contaminando a racao e com isso causando uma série danos aos animais.

O principal 6rgéo alvo das intoxicagdes por C. spectabilis é o figado e a lesdo
causada pode evoluir para fibrose severa, insuficiéncia hepéatica e morte, em casos
avancados. Na maioria das vezes, o diagnéstico de intoxicacdo por plantas toxicas
ndo € feito, pois seus sinais clinicos séo inespecificos e de evolugdo crénica e,
podem ser confundidos com outros processos patoldgicos, dificultando estudos com
esse enfoque.

Na literatura humana destaca-se o importante papel das células estreladas
hepaticas na inducdo da fibrose hepatica, pois as mesmas em situacédo de injuria
sdo ativadas e sdo responsaveis pelo aumento da matriz extracelular (MEC). Em
repouso elas possuem um fenétipo diferenciado e sdo responsaveis pela estocagem
da vitamina A no microambiente hepatico, mas quando ativadas em situacées de
injaria a hepatdécitos, as mesmas adquirem um fendtipo sintético e induzem a
deposicao de colageno no intersticio hepético.

Considerando os escassos estudos com intoxicac&o por plantas em pequenos
animais e dando continuidade a estudos anteriores do grupo de pesquisa, que
comprovaram que o cdo pode desenvolver um quadro similar aos animais de
producao intoxicados por C. spectabilis, testou-se a relacdo das células estreladas
hepaticas com a fibrose no figado canino, em diferentes concentracdes (0,2, 0,4 e
0,6%) e em diferentes tempos de evolucéo (zero, 14 e 28 dias).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Intoxicacéo por Crotalaria spectabilis

No Brasil, ja foram registradas mais de 40 espécies de Crotalaria sp., todas
causando perdas econbmicas ocasionadas pela intoxicagdo acidental em animais
(TOKARNIA et al. 2000). C.spectabilis € reconhecida como a espécie mais toxica
deste género (CLARKE e CLARKE, 1967). Em estudo conduzido no Norte da
Australia, com bovinos, mostrou que animais criados extensivamente estavam
morrendo em areas onde foi identificada a presenca de diferentes espécies de
Crotalaria sp., resultando em perdas econdmicas (FLETCHER et al. 2009). Ja foram
apresentados relatos de intoxicacdo espontanea e experimental em varias espécies
como suinos (REINDEL et al., 1991, SOUZA et al. 1997; TORRES et al. 1997,
HATAYDE et al. 1998; SOUZA et al. 1998; UBIALI et al. 2011), bovinos (REINDEL et
al., 1991; SEAWRIGHT et al. 1991; BOGHOSSIAN, et al. 2007; TORRES e
COELHO 2008; FLETCHER et al. 2009), ratos (KAY et al. 1966; KAY et al. 1967;
CARTENS e ALLEN, 1970; MEYRICK, 1979; CHEEKE, 1988; YAN et al 1995;
MEDEIROS et al. 1999; FU et al. 2002; COPPLE et al. 2003), ovinos (CHEEKE,
1988; SANCHES, 2011) equinos (CHEEKE, 1988; MELO, 2012), coelhos (CHEEKE,
1988),perus (ALLEN, 1963; BURGUERA et al. 1983), frangos (SIMPSON et al.1963;
FIGUEREDO et al. 1987; ALFONSO et al. 1993; HATAYDE et al. 1997a; HATAYDE
et al. 1997b), galinhas poedeiras (PEREIRA,2006), caprinos (MEDEIROS et al.
1999) e cées (BELLODI et al. 2013) e também em humanos (SPERL et al. 1995;
COPPLE et al. 2002; SANTOS et al. 2002; FU et al. 2002; COPPLE et al. 2003;
WANG et al. 2005).

Plantas do género Crotalaria sdo conhecidas popularmente como “xique-

xique”, “guizo ou chocalho de cascavel”, pois seus frutos, quando secos, reproduzem
som parecido ao serem tocados pelo vento. A planta recebeu o nome Crotalaria,
pois o termo em latim significa chocalho. Pertencem a familia Leguminosaea e a
subfamilia Papilionoideae (WILLIAMS e MOLYNEUX, 1987). E uma planta anual,
ereta, ramificada, glabra, podendo chegar de 70 a100 cm de altura, com reproducao
por sementes. Suas folhas sédo simples, glabras na face superior, medindo de 6 al2

cm de comprimento e de 2 a 4 cm de largura. Apresenta flores amarelas, muito



vistosas, que crescem em racemos terminais e auxiliares de até 30 cm de
comprimento, com 20 a 40 flores. As vagens com sementes imaturas séo verdes,
tornando-se escuras e firmes quando maduras, medem 4 x 3 x 2mm e pesam 13,8
ug, em média (Figura 1) (LORENZI, 1991).

Figura 2. Crotalaria spectabilis: (A) Detalhes da planta mostrando folhas, racemos
terminais com inflorescéncias amarelas e as vagens (seta branca), onde
localizam-se as sementes. (B) Canteiro com varios exemplares de
Crotalaria spectabilis. (C) Detalhes das sementes de Crotalaria
spectabilis.



Por possuir alto poder de fixacdo de nitrogénio, a leguminosa Crotalaria sp. é
utilizada como adubacéo verde, na recuperacéo de solos pobres por um custo mais
baixo (JOLY, 1977; LORENZI, 1991) e também para controlar nematoides, sozinha
ou associada a plantacdo. Isso se da pelo efeito nocivo da monocrotalina, seu
principio ativo toxico sobre os nematoides (GARRIDO et al., 2008).

A grande quantidade de humus e nitrogénio adicionados ao solo pela
Crotalaria sp. aumenta a producdo de milho e soja. Nos casos de crescimento
espontaneo, de Crotalaria nas plantacdes, suas sementes sao colhidas juntamente
com o milho e soja, realizadas por colheita mecanizada, podendo contaminar a
racdo, em fabricas com pouco ou nenhum controle de qualidade. Sendo assim,
guando esses produtos contaminados sao ingeridos, produzem efeitos deletérios
nos animais (SMITH e OSBORNE, 1962). O controle é dificil, pois as sementes
podem permanecer no solo por quatro anos ou mais, antes de germinarem e a
mesma rebrota facilmente (EMMEL, 1943).

Segundo a portaria n” 845 de 8 de novembro de 1976, da Companhia
Integrada de Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina, (CIDASC), “impurezas
séo consideradas as do proprio produto, bem como os graos ou fragmentos de graos
gue vazarem em uma peneira de crivos circulares a cinco milimetros (5mm) de
diametro”. Com isso as sementes que passarem pela peneira, com dimensdes de

4x3x2mm, irdo contaminar a ragdo dos animais.

2.2 Caracteristicas dos principios toxicos da C. spectabilis nas
diferentes espécies animais.

Plantas do género Crotalaria contém alcaldides pirrolizidinicos (APs), que
estdo presentes também em uma centena de espécies de plantas pertencentes a
diferentes familias e distribuidas em diversas regides geograficas. FU et al. (2002),
também observaram que 3% dessas plantas que floresciam no mundo pertenciam a

grande familia dos APs considerados toxicos.



O AP encontrado em maior quantidade na C. spectabilis € a monocrotalina,
presente em diversas partes da planta, sendo a semente a porcdo mais toxica
(PIERCY e RUSOFF, 1946; WILLIAMS e MOLYNEUX, 1987; SANTOS et al. 2008).
BULL et al. (1968) e FLETCHER et al. (2009) estudaram o0s possiveis APs
encontrados nessas espécies de plantas tdxicas e descobriram a presenca de outro
tipo de alcaloide, a espectabilina, presente em quantidade minima e nao significativa
se comparada a monocrotalina.

Alcaloides pirrolizidinicos sdo caracterizados por compostos que contém
nitrogénio no anel heterociclico e geralmente sdo substancias bésicas. O nacleo dos
APs contém de dois a cinco anéis que sao responsaveis pela toxicidade de varios
grupos de plantas (TAYLOR et al. 1997; FU et al. 2002; SANTOS et al. 2002;
COPPLE et al. 2003; WANG et al. 2005; SANTOS et al. 2008). Para exercerem sua
toxicidade, de carater agudo ou cronico, os APs necessitam de uma ativacdo
metabdlica, essencial para exercerem sua genotoxicidade (YAN et al. 1995;
SCHULTZE et al. 1996; TAYLOR et al. 1997; FU et al. 2002; SANTOS et al. 2002;
HANUMEGOWDA et al. 2003; COPPLE et al. 2004; LEE et al. 2005; WANG et al.
2005; SANTOS et al. 2008; FLETCHER et al. 2009). Essa ativacdo metabdlica se
apresenta por dupla ligagdo no carbono um e dois localizado no nucleo pirrolizidinico
e uma ramificagdo no grupamento éster (SANTOS et al. 2002; SANTOS et al. 2008;
FLETCHER et al. 2009).

As principais rotas da monocrotalina (APs) no metabolismo hepatico sdo a
hidrélise pelo grupo funcional éster para formacdo da base retronecina e acido
monocrotalico; N-oxidacao da base retronecina, formando a monocrotalina N-oxido e
a desidrogenacdo formando derivados de dehidrocrotalina ou monocrotalina pirrol,
ou seja, 0s pirrdis toxicos (BAILEY, 1978; FU et al. 2002; WANG et al. 2005;
SANTOS et al. 2008).

Na literatura sdo relatadas diferencas entre espécies animais em relacdo a
susceptibilidade a intoxicacdo pelos APs (HOOPER, 1978). As diferencas entre
algumas espécies mais susceptiveis sdo o resultado do balango entre as relacfes de
bioativacdo, desintoxicacdo e excrecdo dos alcal6ides. Além desses fatores a
gqualidade da dieta do animal influencia no processo de detoxificagcdo dos APs.

Trabalhos experimentais com ratos demonstraram que altas concentragfes de



proteinas na dieta, reduzem a toxicose dos alcaldides em virtude que aminoacidos
gue constituem a glutationa, exercem importante papel na rota de detoxificacdo dos
APs (CHEEKE, 2009).

Bovinos e equinos sdo 30 a 40 vezes mais susceptiveis a intoxicacao por
APs, que ovinos e caprinos. A diferenga parece estar relacionada com a maior
capacidade dos ovinos em metabolizar os APs no figado. Fato este que pode estar
relacionado a dieta consumida antes da domesticacdo, por esses animais serem
menos seletivos, desenvolveram resisténcia a toxinas, durante a selecdo pelo
homem. Atribui-se também a resisténcia dos ovinos a uma maior quantidade de
microorganismos no rumen, capazes de biotransformar esses principios téxicos e
inativa-los com maior eficiéncia que os bovinos (CHEEKE, 1994; RADOSTITS et al.
2002).

As diferentes respostas ou a resisténcia individual dos animais aos APs
podem se basear em detoxificacdo bacteriana no trato gastrointestinal, taxa de
metabolizacdo no figado do AP a pirréis toxicos, capacidade anti-oxidativa individual
do animal, além da quantidade de AP ingerida na dieta. Trabalhos relataram ainda
gue pode haver diferenca de susceptibilidade entre as racas e genética de
linhagens, principalmente em ovinos (CHEEKE, 1994; SANTOS et al. 2008).

2.3. Toxicidade causada pela Crotalaria spectabilis e as alteragbes

hepaticas

Dentre as inumeras funcdes desempenhadas pelo figado uma delas € a de
neutralizagcdo de substancias toxicas. O figado processa uma seérie de reacdes
enzimaticas que alteram a atividade e as propriedades fisicas de varios compostos
endogenos e exdgenos, processo conhecido como biotransformacéo. Substratos
submetidos a essa biotransformacdo sdo geralmente compostos hidrofobicos e
necessitam ser convertidos em compostos hidrossollveis para serem eliminados do
organismo pela bile ou pela urina (BARROS, 2011).

Os pirréis causam danos irreversiveis ao figado e lesam as células hepaticas
por inibicdo da mitose. Essa agressao ao figado pode afetar hepatdcitos, as células

de Kupffer, células Ito ou células estreladas hepéticas, células endoteliais, células de



ductos biliares e linfécitos associados ao figado, bem como, a matriz extracelular
hepética (MEC). Essas alteracdes podem ser de padréo reversivel ou irreversivel,
dependendo do grau da lesdo causada no parénquima (TORRES e COELHO,
2008). Os pirrdis lesam os hepatécitos por inibicdo da mitose, causando
megalocitose, necrose e reducdo do numero de hepatécitos, que sdo substituidos
por tecido fibroso, resultando em disfuncéo hepatica grave e morte (SEAWRIGTHT
et al. 1991).

A desidrogenacdo da monocrotalina é marcada pela formacdo do pirrol de
monocrotalina (MCTP), composto solivel em agua e que, quando presente na
circulacdo sanguinea muda para uma forma indireta e € excretado pela urina
(MATTOCKS, 1968; FU et al. 2002). O equilibrio dessas reacfes é que determina o
efeito toxico dos APs (MATTOCKS, 1968; 1986). A metabolizacdo dos APs para
formagéo dos compostos pirrélicos €, na maioria das vezes, catalisada pelo sistema
enziméatico citocromo P450 no figado (MATTOCKS, 1986; CHEEKE,1998). Esses
compostos sao eletrofilicos e reagem com componentes teciduais nucleofilicos,
como acidos nucléicos e proteinas (SPERL et al. 1995). Parte dos pirrdis produzidos
no figado sdo metabdlitos reativos e suficientemente estaveis e irdo para a
circulacdo, por meio dos vasos portais, ligando-se aos tecidos e causando também
injuria a outros orgaos, como rins (nefrose) e pulmdes (pneumonia intersticial). Kim
et al. (1993) constataram que os pulmdes também produzem pirrdis, por conterem
enzimas do sistema citocromo P450, responsaveis pela metabolizacdo
(SEAWRIGTHT et al. 1991).

Quando estes compostos toxicos enddgenos lipossoluveis entram no figado,
via sistema porta hepético, ocorre biotransformagcdo em compostos hidrossoluveis,
para sua eliminacdo pela urina ou bile. Os hepatdécitos do centro do I6bulo (zona 3)
S840 mais sensiveis ao principio toOxico em comparacao aos hepatocitos da zona 1,
porque possuem niveis altos de enzimas do sistema P-450, que atuam no processo
de biotransformacgdo. No centro do Iébulo hepatico ha baixa tensdo de oxigénio e
niveis reduzidos de glutationaperoxidase, que é responsavel pela diminuicdo do
stress oxidativo (BARROS, 2011).



Os APs produzem necrose de hepatdcitos centro-lobulares (zona 3), danos as
células endoteliais das vénulas centrais e dos sinuséides, congestao e dilatacdo dos
sinusdides e hemorragia. Uma consequéncia dos danos as células endoteliais
vasculares é a ativacdo do sistema de coagulacdo. Durante a injuria vascular, as
propriedades anticoagulantes e pro-fibrinoliticas das células endoteliais séo
perdidas, e a cascata de coagulacdo é iniciada, por meio de fatores teciduais
(COPPLE et al. 2003).

Outros danos também descritos foram edema, megalocitose, cariomegalia
com cromatina condensada, fibrose, proliferacédo de ductos biliares, veno-ocluséo e
perda da funcdo hepatica (CHEEKE e SHULL, 1985; SCHULTZE et al. 1996;
HANUMEGOWDA et al. 2003; WANG et al. 2005, BELLODI et al. 2013), bem como,
degeneracdo gordurosa, perda da funcdo metabdlica, inibicdo de mitoses,
proliferacdo do epitélio do trato biliar, cirrose hepatica, hiperplasia nodular e
adenomas ou adenocarcinomas (COPPLE et al. 2002; FU et al. 2002; COPPLE et al.
2003; WANG et al. 2005). Segundo Fu et al. (2002), a intoxicacdo aguda em
humanos, causa hepatotoxicidade massiva com quadros de necrose hemorragica,
enquanto o envenenamento crénico,ocasiona lesdes em diversos 0rgdos, como
figado, pulmdes, vasos sanguineos, rins, pancreas, trato gastrintestinal, medula

oOssea e cérebro.

2.4 Células estreladas hepaticas

Essas células foram descritas inicialmente por Kupffer em 1876, pela
coloracdo de cloreto de ouro, para identificacdo de goticulas de vitamina A. Ele
referiu — se a essas células como células estreladas. Apds isso uma série de
técnicas foram utilizadas subsequentemente para caracterizar as células estreladas.
Bronfenmajer, Schaffner e Popper propuseram o nome de lipécito a essa célula para
refletir seu papel na absor¢cdo da gordura (vitamina A) e também apontaram a
semelhanga das mesmas com fibroblastos. Wake estabeleceu que as “células
perisinusoidais” foram as mesmas descritas por Kupffer, quase 100 anos atras. Um
importante papel funcional das células estreladas hepaticas € a reparacéo, pela

proximidade delas com fibras de coldgeno no figado lesado. Elas foram
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consideradas células precursoras de miofibroblastos. A associacdo entre as células
estreladas hepaticas e a matriz extracelular provocou interesse em pesquisas e
somente em 1996 o seu nome foi padronizado para células estreladas hepaticas e
0s sinbnimos, tais como, células peri-sinusoidais, lipocitos, células armazenadoras
de gordura, células Ito foram desconsiderados (FRIEDMAN, 2008; YIN et al., 2013).

O conhecimento sobre as caracteristicas, a linhagem e funcdo das células
estreladas durante o desenvolvimento do figado é essencial para a compreensdo da
ativacdo das células estreladas hepéaticas e seu papel nas doencas
hepaticas. Estudos recentes em modelos animais e sistemas de cultura de células
tém fornecido informacdes importantes sobre o desenvolvimento deste tipo celular. A
origem embrionaria das células estreladas hepaticas ndo estd bem elucidada,
porque elas expressam genes marcadores de todas as trés camadas
germinativas. Com isso, as células estreladas hepaticas sédo logo transformadas no
figado apds injuria, por transicdo epitélio-mesenquimal. Por fim, as células
mesenquimais derivadas da medula 6ssea também podem contribuir de forma
menos importante com a transicdo das células estreladas hepéticas quiescentes
para ativadas (FRIEDMAN, 2008; YIN et al., 2013).

Elas correspondem cerca de 15% do numero total de células no figado e
mantém o estoque principal de vitamina A em granulos lipidicos caracteristicos.
Estas células possuem prolongamentos citoplasmaticos contrateis em contato intimo
com os sinusdides e podem interferir com o fluxo de sangue intra-hepatico, devido
ao contato simultaneo com os sinusoides e hepatécitos. A regulacdo paracrina de
varias fungdes hepaticas e a capacidade neurotransmissora local foi atribuida a
estas células. As mesmas podem produzir uma variedade de fatores de
crescimento, citocinas, prostaglandinas e outras substancias bioativas em resposta a
agentes nocivos, desempenhando um papel crucial no mecanismo de resposta a
injuria, regeneracdo e fibrose no tecido hepatico. Eles também participam na
manutencdo da matriz extracelular (MEC) e do espaco de Disse (BRANDAO et al.
2006).

Células estreladas hepaticas ativadas sdo a principal fonte de
metaloproteinases de matriz e seus inibidores, que participam da remodelacdo da

MEC, da mesma forma séo capazes de sequestrar moléculas biologicamente ativas.
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A regeneracdo hepatica € um processo de varias etapas e a regeneracdo cessa
guando o figado atinge o volume necessario para as necessidades do organismo. O
fator anti-proliferativo de hepatocitos mais bem conhecido é TGF-B (fator de
transformacao de crescimento), que pode ser produzido pelas células estreladas
hepéticas. Nas fases terminais da regeneracdo do figado, esta citocina estd em
niveis elevados e inibe a proliferacéo de hepatdcitos e induz a apoptose (REEVES e
FRIEDMAN, 2002; YIN et al., 2013).

Em um figado saudavel, as células estreladas hepaticas podem desempenhar
varias funcdes, dentre elas captacdo, armazenamento e liberacdo de retindides,
sintese e secrecdo de varias proteinas da matriz extracelular e proteoglicanos,
secrecdo de fatores de crescimento e citocinas e regulacdo do diametro do lumen
sinusoidal em resposta a diferentes fatores reguladores como as prostaglandinas,
tromboxanos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). No espaco de Disse (espago
perisinusoidal), a principal caracteristica dessas células, € o armazenamento de
vitamina A, por inclusdes lipidicas ricas com essa vitamina (Figura 2) (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004; FRIEDMAN, 2008).
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Figura 2. Morfologia e localizacdo das células estreladas hepéticas. (A) Observa-se
o diagrama da arquitetura do sinusoide hepético e a disposicdo das
células estreladas hepéticas em azul (setas) no espaco de Disse. (B) Em
maior resolucdo nota-se as células estrelas hepaticas em contato intimo
com hepatdcitos e células endoteliais dos sinusoides. Os pontos
esbranquicados no citoplasma indicam o armazenamento de vitamina A
no seu estado néo ativado (FRIEDMAN, 2008).

As células estreladas hepaticas distribuem-se de forma extremamente
dispersa e dificultando sua identificacdo em cortes histolégicos convencionais. Os
vacuolos lipidicos frequentemente sdo encontrados em caes e gatos. Nos processos
de injaria, os estimulos para ativagdo dessas células ainda ndo estédo definidos, mas
em geral em fibrose do parénquima. Fator de crescimento derivado de plaguetas
parece ser um importante mediador. Na doenca cronica, a fibrose leva a alteracdes
na estrutura das células endoteliais, que resulta em menor permeabilidade e
blogueio das trocas de nutrientes entre os hepatdcitos e os sinuséides (KELLY,
1993).
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Quando o figado sofre injaria por infeccdo viral ou toxinas, as células
estreladas hepaticas recebem sinais dos hepatécitos danificados e das células do
sistema imune, diferenciando-se em miofibroblastos ativados. A proliferagcdo da MEC
irA gerar uma cicatriz temporaria no local da lesdo para proteger o figado de danos
adicionais. As células estreladas hepaticas secretam citocinas e fatores de
crescimento que irdo promover a regeneracdo das células epiteliais hepaticas. Na
doenca hepatica crbnica, prolongada e repetida ativacdo das células estreladas
provoca fibrose do figado caracterizada pela formacéo de cicatriz generalizada e
desorganizacdo da arquitetura e da funcdo hepatica. Evidéncias clinicas e
experimentais recentes indicaram que a fibrose hepéatica é reversivel apés a
remocao do agente etioldgico subjacente e que durante a regressdo da fibrose
hepatica, o nimero de células estreladas hepaticas ativadas é reduzida pela inducéo
de senescéncia celular e apoptose ou pelo retorno ao estado de repouso. Por causa
de seus papéis fundamentais de reparacéo do figado e a patogénese da doenca, as
células estreladas hepéticas tém sido um dos principais focos de pesquisa neste
orgao (YIN et al., 2013).
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3.0BJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a quantidade das células estreladas
hepaticas no figado de cdes experimentalmente intoxicados com sementes de
Crotalaria spectabilis, em diferentes tempos e concentracdes e relacionar estes
achados com a presenca de fibrose hepética.

3.2. Objetivos Especificos
e Avaliar a existéncia de fibrose hepatica em cades intoxicados
experimentalmente por sementes de Crotalaria spectabilis, por meio de

métodos histoquimicos;

e Avaliar e quantificar células estreladas hepaticas nos diferentes tempos de

intoxicacado, por meio da técnica de imuno-histoquimica;
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4. MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa estd de acordo com o0s principios éticos nha
experimentacdo animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
(COBEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica e bem estar animal, da
Universidade Estadual Paulista — UNESP, Campus Jaboticabal, em 14 de agosto de
2008 (protocolo n°. 0016735-08).

4.1 Grupos experimentais e modelo de indugéo da intoxicagao

Doze cédes adultos e sem raca definida foram utilizados no experimento, 6
machos e 6 fémeas, com peso médio variando entre 8 a 10 Kg, oriundos do Centro
de Pesquisa em Sanidade Animal (CPPAR) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV — UNESP), Campus de Jaboticabal. Os animais foram alojados
individualmente em canis, equipados com comedouros e bebedouros individuais, no
Hospital Veterinario Governador Laudo Natel, UNESP — Jaboticabal.

A alimentacdo era feita uma vez ao dia com a racdo comercial PURUCA®
carne e vegetais (composicao nutricional em Anexol) (BASA - Brasilia Alimentos
S/A), conforme as recomendacdes do National Research Council — NRC (2006),
350g / animal / dia, onde era adicionado a porcentagem de sementes, segundo o
grupo ao longo do experimento. A agua era fornecida a vontade.

Todos os animais foram vermifugados (ENDOGARD® 10-20 kg-VIRBAC, S&o
Paulo, SP) e exames fisicos e laboratoriais foram realizados antes do inicio do
experimento, para afericdo da sanidade.

Os doze animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos, com machos
e fémeas (Gi1, G, e G3), totalizando quatro animais por grupo, que receberam
diferentes concentracoes de sementes de C. spectabilis na racédo. O primeiro grupo
(G1) recebeu 0,2%, o segundo (G) 0,4% e o terceiro (G3) 0,6% de sementes,
calculados em relacéo aos 350 g de ragdo, por um periodo de 28 dias.
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4.2 Parcelas experimentais

As sementes foram trituradas, peneiradas, pesadas e embaladas
individualmente em saquinhos plasticos, obedecendo a dose estipulada por grupo e
a refeicdo do dia. No momento da alimentagdo, 350 gramas de ragdo eram
misturados as sementes trituradas, para facilitar a aderéncia das mesmas aos
pellets. Os animais eram observados até o final da alimentacao, para confirmacéo de
gue todos tinham ingerido a racdo com as sementes.

Os comedouros, bebedouros e canis foram inspecionados diariamente para
observar a ingestdo de agua, bem como a presenca de vémito, diarreia, consisténcia
das fezes, além de detectar perda de pelos dentro dos canis. Realizaram-se também
exames clinicos e fisicos dos animais e a pesagem semanal destes.

A obtencdo das amostras de figado dos cdes que constituiram 0s grupos
experimentais foi feita mediante biopsia hepatica realizada no Hospital veterinario
“Governador Laudo Natel” — UNESP, Jaboticabal, no periodo de janeiro a marco de
2010, totalizando 36 amostras hepaticas. Foram feitas trés bidpsias em cada animal,

com intervalos de 14 dias Ty (controle),T14 € Tog,

4.3 Obtencao do material biopsiado

Para determinagdo dos parametros normais, as amostras biolégicas de
figado foram colhidas no periodo pré-experimental, antes da inclusédo das sementes
a racao, determinando o tempo zero (T). Para o periodo experimental, 0s momentos
de colheita foram os tempos 14 dias (T14) € 28 dias (T2s), onde os grupos de animais
ja estavam recebendo diariamente diferentes porcentagens de sementes de C.
spectabilis. Foi estabelecido o tempo zero (To), como controle, correspondentes aos
indices basais de cada animal antes do inicio do fornecimento de sementes da
planta.

As bidpsias hepéticas foram realizadas em trés momentos diferentes: To,T14 €

Tog do experimento, de onde foram colhidos 36 fragmentos de figado.
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A técnica utilizada foi a de biopsia percutanea com agulha cortante tipo TRU-
CUT® (US BIOPSY®- Franklin,USA), calibre 18 Gauges (G) (1,2mm x 25cm), guiado
por ultra-sonografia.

Para a execucao da técnica de biopsia hepatica percutanea, os animais foram
submetidos a um jejum prévio de 12 horas, e levados a sala de ultra-sonografia,
onde foram contidos em decubito lateral esquerdo. Uma area de 5 cm de largura por
10 cm de comprimento foi tricotomizada na altura do 12" e 13’espacos intercostais,
delimitando o espaco onde foi feita a varredura, para observacdo dos lobos
hepéaticos. Essa area depois de tricotomizada foi submetida a anti sepsia com éalcool
70%. Localizado o lobo a ser puncionado, o animal foi anestesiado com uma dose
de PROPOFOL®, (Sandoz — Cambé, PR), 6mg/kg (droga que ndo apresenta efeitos
hepaticos). Foi realizada entdo uma pequena perfuracdo na pele e musculatura
abdominal com agulha 40x12, onde a agulha tipo TRU-CUT® foi introduzida
acoplada a uma pistola automéatica, e ao transdutor, formando um angulo de 90°
com a imagem refletida (Figura 3A). Introduziu-se a agulha no local perfurado,
acionando-se o gatilho, a agulha interna avancou para o alvo, dois centimetros, e
retrocedeu rapidamente para dentro da agulha externa e assim um fragmento de
tecido ficou retido na reentrancia da agulha interna, como mostra Figura 3B. Retirou-
se a agulha lentamente do alvo e por meio de exame ultra-sonografico verificou-se a
area, para detectar possiveis focos hemorragicos locais. Retirou-se entdo a amostra
da agulha com cuidado, mergulhando-a em uma solucdo de formol a 10%
tamponado com fosfatos (pH 7,2), para ser processado conforme metodologia de
rotina do Departamento de Patologia Veterinaria (FCAV — UNESP), para posterior

analise em microscopia de luz e imuno-histoquimica.
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Figura 3. Procedimento de biopsia hepética. (A) Bidpsia com agulha cortante tipo
TRU-CUT®. Posicionamento da agulha no animal, com a colheita guiada
por ultrassom. (B) Tamanho da amostra de tecido hepético (circulo)

retirado do animal.

4.4 Analise Histopatolégica

As amostras de figado incluidas em parafina foram cortadas a 5um e coradas
com as coloragbes de Gordon e Sweet para analise da propor¢cdo de fibras
reticulares. A coloracdo de Tricromio de Masson foi utilizada para analise da
presenca de fibrose hepética. As técnicas seguidas respeitaram o protocolo de Luna
(1992).

A coloracéo de Picrosirius (MONTES, 1996) foi utilizada para identificacdo do
colageno existente na regido hepatica dos animais intoxicados. Os cortes
parafinados foram corados com Sirius red (Céd. 35780 — Sigma-Aldrich Chemical
Co., St Louis, MO, EUA) dissolvido em solucéo saturada de acido picrico. As laminas
foram analisadas em microscopia de luz (lampada de halogénio) com filtro de
polarizacdo no microscopio Nikon Eclipse E200.

O aumento da proporcao de fibras reticulares e de fibras colagenas foi feita
por escores: (0) normal; (1) discreta; (2) moderada e (3) acentuada; Onde o escore 3
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indica um aumento da coloracdo histoquimica nas areas de fibrose associado a

distor¢do da arquitetura hepatica, pela reducédo dos hepatdcitos.

4.5 Andlise Imuno-histoquimica

A analise imuno-histoquimica foi realizada em todos os fragmentos de figado
para deteccdo de células estreladas hepaticas, pelo uso do anticorpo monoclonal
feito em camundongo que detecta miofibroblastos (a-SMA, marca DBS, c6d MOB
001). Um resumo do protocolo esta descrito abaixo:

Inicialmente foi realizada a desparafinizacdo dos cortes em estufa a 60°C,
durante uma hora e em xilol por 20 minutos. Em seguida fez-se banhos em uma
bateria de alcool em concentracdes decrescentes e hidratacdo em agua destilada.
Posteriormente fez-se o0 bloqueio da peroxidase enddgena com peréxido de
hidrogénio (30 volumes) e metanol utilizando uma solugcéo a 10%, por 30 minutos,
em temperatura ambiente e protegido de luz. O bloqueio das proteinas inespecificas
foi feito com produto comercial (Protein Block, DAKO, céd. X0909), durante 20
minutos em camera Umida a temperatura ambiente, em seguida fez-se um segundo
bloqueio com solucéo de leite em p6 desnatado (Molico®) diluido em agua destilada
a 3%, por 40 minutos, diluidos em agua destilada. O anticorpo primario foi utilizado
na diluicdo de 1:600, por 18 horas em camara Uumida a 4°C, utilizando diluente de
anticorpo (Dako, c6d. 5302283-2). Ap6s os cortes foram incubados com o Complexo
de Polimeros ligados a Peroxidase (kit Advance HRP, DAKO, céd. K4068) e na
revelacdo da reacdo utilizou-se o cromogeno diaminobenzidina (DAB, DAKO, cod.
K3468), por trés minutos. Entre todos os passos fez-se banhos com solugéo de TRIS
HCL (pH 7,4), por 5 minutos. Na contra-coloracdo utilizou-se Hematoxilina de Harris
e a montagem das laminas com Entellan (Merck). O controle negativo da reacao foi
feito pela exclusdo do anticorpo primario da reacéo, que foi substituido pelo diluente
de anticorpos. O controle positivo interno foi a musculatura lisa das paredes das
artérias hepéticas.

Para a determinacdo do numero de células imunomarcadas utilizou-se 5
campos microscopicos (Nikon Eclipse E200) por lamina, com a objetiva de 40x, a

qual apresenta uma area de aproximadamente 0,19625 mm?. Estes campos foram
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fotografados e a determinacdo da média do numero de células imunomarcadas por
animal foi feito pelo programa de andlise de imagens Micrometrics™ SE Premium
(Versao 2.8, 2009).

4.6 Analise estatistica

A imunodeteccado das células estreladas hepaticas foi submetida a analise de
variancia de medidas repetidas, com um fator de tratamento de trés niveis entre
animais (G;, G, e G3) e um fator de tempo com trés niveis (To, T14 €T21), cOm quatro
animais em cada grupo. Os dados foram transformados em raiz quadrada da
observacéo + 1.

A comparacdo das médias foi realizada pelo teste de Tukey, para fatores
principais de interagcdo, com um valor de interacdo de significancia P< 0,05. Foram
utilizados dois programas estatisticos: o SAS (StaticalAnalysis System — SAS, 1996)
e Teste R (2013).
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5. RESULTADOS

5.1 Anélise Histopatoldgica

Por meio da coloracdo de Hematoxilina e Eosina (HE), foram encontradas
alteracoes nos diferentes tempos de intoxicagcdo, tais como, megalocitose,
degeneracdo hidropica moderada, presenca de células inflamatorias (linfécitos,
plasmdcitos e macrofagos) em regido periportal, acumulo de leucdcitos nos
sinusdides, cariomegalia, anisocitose, presenca de pigmento biliar nos canaliculos
biliares. Foram evidenciados também focos de hemorragia (BELLODI et al., 2013).

Na coloracdo de Gordon e Sweet, verificou-se que a proporcéo de reticulina
no tecido hepatico teve os escores predominando em 0 nos grupos 1 e 2 e nos
tempos To T14 € Tog (Figuras 4 B-D e 5 B-D). No grupo Gs3 (0,6%) houve uma
predominéncia do escore 1 em Tyg (Figura 6D).

Na coloracdo de Tricrobmio de Masson também foram observados os mesmos
escores observados para reticulina, conforme pode ser observado nas Figuras 4A e
5A. Um discreto aumento na proporc¢éo de tecido fibroso pode ser observado em G3
| Tog (Figura 6A).

A coloracao Picrosirius confirmou os achados descritos nos grupos G; e G,
sem aumento na propor¢cdo de fibras colagenas em regido portal (escore 0) nos
tempos (To € T14), cOmo pode ser observado nas figuras 7B, 7C e 7F. JA no Gz / Tg
verificou-se um discreto aumento destas fibras (Figuras 7D e 7E), que estendia-se a
hepatoOcitos periportais (zona 1). Na andlise destas fibras por meio da luz

polarizadas, elas eram fibras espessas e fortemente birrefringentes.
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Figura 4. Fotomicrografias de figado de cédo intoxicado experimentalmente com
Crotalaria spectabilis (G1). (A) Figado com regido portal (*) sem alteracbes
(Tricrémio de Masson / Obj. 20x). (B a D) Notar que néo existe diferenca na
proporcao das fibras reticulares nos tempos Ty, Ti4,T28 respectivamente
(escore 0). Gordon e Sweet. Obj. 40x.
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Figura 5 — Fotomicrografias de figado de cédo intoxicado experimentalmente com
Crotalaria spectabilis (G). (A) Figado com regido portal (*) sem alteragbes
(Tricrébmio de Masson / Obj. 20x). (B-D) Notar que nédo existe diferenca na
proporcao das fibras reticulares nos tempos To, T14,T2g respectivamente
(escore 0) Gordon e Sweet. Obj. 40x.
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Figura 6 — Fotomicrografias de figado de cado intoxicado experimentalmente com
Crotalaria spectabilis (Gs). (A) Figado com discreto aumento de tecido
fibroso (*) em regido portal (Tricrbmio de Masson / Obj. 20x). (B e C)
Notar que nado existe diferenca na propor¢cao das fibras reticulares nos
tempos Tp e T4 (escore 0), mas em Ty (D) verifica-se um discreto

aumento em fibras reticulares (escore 1). Gordon e Sweet. Obj. 40x.
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Figura 7 — Fotomicrografias de figado de cao intoxicado experimentalmente com Crotalaria
spectabilis. (A) Figado com regido portal (*) sem alteragbes (Hematoxilina e
Eosina). (B,C,F) ndo houve alteragdes em fibras colagenas (D-E) Notar que existe
um discreto aumento na proporcdo das fibras colagenas (setas) no tempo Gs /
Tog. Picrossirius Red. Obj. 40x.
5.2 Analise imuno-histoquimica
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As imunomarcacdes para células estreladas hepéticas ocorreram na
membrana celular. O volume celular aumentou discretamente nos tempos 14 e 28
respectivamente, em todos os grupos (Figuras 9, 10 e 11).

Na tabela 1 observam-se as médias das células estreladas hepéticas, onde
foi possivel verificar diferenca significativa entre grupos e entre tempos. Nos grupos
G, e G, verificou-se que as maiores médias de células estreladas hepéticas
ocorreram no tempo T4, que diferiu significativamente dos tempos Ty e T,g (P<0,05),
somente no grupo Gi;. No G, as diferencas significativas ocorreram apenas com o0
tempo basal (Ty), sem diferencas entre T4 € Tos.

As médias de células estreladas hepaticas diminuiram em Ty, em G; e G,.
Entretanto ndo houve diferenca significativa entre os grupos intoxicados (Gi, G, G3)
nos tempos Ti4 € Tos.

No grupo Gz houve um comportamento diferente quanto ao nimero de células

estreladas hepaticas. A maior média ocorreu no Ty, com uma discreta reducdo em
T14 € um aumento em Tyg, porém nao houve diferenca significativa entre os tempos
(Tabela 1/ Figura 11).
Tabela 1. Médias e erro padrdo da média de células estreladas hepéticas de cédes
intoxicados experimentalmente com diferentes dosagens de sementes de Crotalaria
spectabilis (G1=0,2%, G,= 0,4% e G3= 0,6%), a intervalos de 14 dias, por um periodo
de 4 semanas. UNESP, Jaboticabal, 2014.

Erro Padrao

GRUPO (G) TEMPO (dias) o
Médio (EPM)
TO T14 T28
G, 1,57 6,0™ 3,57 +1,07
G, 1,25%° 5,07 4,25™ +1,07
Gs 6,75™ 4,75" 5,75 +1,07

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas nas linhas e mailsculas nas colunas, nao diferem entre si,

pelo teste de Tukey (P<0,05).Dados transformados em raiz quadrada da observacao +1.
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Figura 8. Fotomicrografias de figado de cédo intoxicado experimentalmente com
Crotalaria spectabilis (G1). (A-C) Notar a imunomarcacao na membrana
das células estreladas hepaticas (setas) nos tempos To, Tis, Tog
respectivamente. Complexo de polimeros ligados a peroxidase. Obj.
40x.
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Figura 9. Fotomicrografias de figado de céo intoxicado experimentalmente com
Crotalaria spectabilis (G2). (A-C) Notar a imunomarcacao na membrana
das células estreladas hepéticas (setas) nos tempos To, Tisa, Tos
respectivamente. Complexo de polimeros ligados a peroxidase. Obj.
40x
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Figura 10. Fotomicrografias de figado de cé&o intoxicado experimentalmente com
Crotalaria spectabilis (Gs). (A-C) Notar a imunomarcacdo na
membrana das células estreladas hepéaticas (setas) nos tempos Ty,
Ti1a, Tog respectivamente, porém com maior intensidade em Tig.

Complexo de polimeros ligados a peroxidase. Obj. 40x.
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Na analise de varidncia observou-se uma interacdo significativa (P=0,019)
entre grupos x tempo, ou seja, 0s tratamentos ndo tém os mesmos comportamentos
ao longo do tempo. A figura 11 ilustra as maiores densidades de células estreladas
hepaticas no tempo T4 dos grupos G; e G, ndo se comportando da mesma maneira

no grupo Gs.

5 / N\

4 [N

3 /S
2 /

Média numero céls

Tempos T, T, Tyg

Figura 11. Valores médios de células estreladas hepaticas de caes
experimentalmente intoxicados com sementes de Crotalaria spectabilis,

nos diferentes tempos (To, T14€ T2g), NOS grupos (G1, G»).
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou que as de sementes de Crotalaria spectabilis
trituradas e incluidas a racao de cdes no tempo de quatro semanas (28 dias) foram
hepatotdxicas para espécie estudada (G; — 0,2%, G, — 0,4% e G3 — 0,6%), como foi
observado em estudo anterior (BELLODI et al., 2013).

Os achados histopatologicos do figado de cées intoxicados com as sementes
de Crotalaria spectabilis deste estudo que foram semelhantes aos relatos de outros
autores com diferentes espécies e em diferentes porcentagens de sementes toxicas
(EMMEL, 1935; BAILEY, E. M. 1978; CHEEKE e SHULL, 1985; MATTOCKS, 1986;
CHEECKE, 1988; BURROWS, 1991; SEAWRIGTHT et al. 1991; ALFONSO et al.
1993; CHEEKE, 1994; SOUZA, 1996; SCHULTZE et al. 1996; TAYLOR et al. 1997;
HATAYDE et al. 1997a; HATAYDE et al. 1997b; MEDEIROS et al. 1999;
HANUMEGOWDA et al. 2003; COPPLE et al. 2002; COPPLE et al. 2003; FU et al.
2002; RADOSTITS et al. 2002; WANG et al. 2005; PERREIRA, 2006; MELO et al.
2012; BELLODI et al. 2013).

FLETCHER (2009) relatou que a toxicidade dos alcal6ides pirrolizidinicos no
figado sdo na maioria das vezes irreversiveis, metabolizados nas células
parenquimais, nos hepatocitos, especialmente pela zona trés, regido centro lobular.
No presente estudo esta regido também apresentou lesdes, mostrando que o cao
também é susceptivel ao principio ativo da Crotalaria spectabilis, como os animais
de producgéo com intoxicacao espontanea.

O peso corporeo (Kg) dos animais ndo se alterou de forma significativa ao
final do experimento, possivelmente pela susceptibilidade da espécie estudada ou
até mesmo a pelo tempo de evolucdo da doenca ter sido menor em relagdo aos
demais estudos em outras espécies de animais domeésticos. Fato também observado
pelos resultados encontrados por MELO (2010). Por outro lado em suinos SOUZA
(1996) e TORRES et al. (1997) verificaram perda de peso em seus animais. Em
galinhas poedeiras houve severa perda de peso observado por PEREIRA (2006).
BOGHOSSIAN et al. (2007) observaram quadro similar em bovinos. Diferencas entre
as espécies animais no que se refere a suscetibilidade a intoxicacdo por APs sao

relatadas na literatura. A resisténcia de algumas espécies € o resultado do balanco
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entre as reacdes de bioativacdo, desintoxicagcdo e excrecdo dos alcaldides
(HOOPER, 1978). Além desses fatores, a qualidade da dieta do animal
aparentemente influéncia no processo de detoxificacdo dos APs (CHEEKE, 1994).
No presente estudo a racdo Puruca apresentou 200 g/Kg de proteina bruta
(Anexol). Cheeke (2009) descreveu que o incremento de aminoacidos na dieta pode
favorecer a detoxificacdo dos APs, que no presente estudo, pode ter influenciado na
intensidade das lesdes hepéaticas dos céaes.

A escolha do anestésico Profofol® foi pela sua acéo rapida, curta duracéo e
rapida recuperacdo, por ter grande potencial de distribuicAo corpérea e
metabolizacdo em sitios extra-hepaticos. A sua metabolizacdo se da principalmente
no pulméo. Este anestésico € rapidamente metabolizado, porém sua depuracao
excede a capacidade da circulacdo sanguinea do figado, sugerindo mecanismos
extra-hepéticos para metabolizacdo do Propofol®, corroborando com os estudos de
TSUBOKAWA e colaboradores (1998). Com isso os animais que foram submetidos a
bidpsia hepatica ndo sofreram lesdo hepética causada pelo processo de
metabolizacdo do anestésico.

No presente estudo a maior concentracdo das sementes de Crotalaria sp.
(0,6%) e o maior tempo de evolucdo da leséo (T2g) mostrou um discreto quadro de
reparacdo do tecido hepatico. De acordo com FU et al. (2002), as lesbGes
hepatotoxicas podem ser reversiveis ou irreversiveis, dependendo do grau da leséo
gue é causada na membrana basal das células hepaticas. A fibrose é um processo
de evolucdo cronica, que pode ocorrer em quantidades elevadas ou exposicdo
continua ao principio toxico. Assim, a necrose é um processo difuso e a fibrose é o
resultado da reparacéo do tecido hepatico. Da mesma forma, lesdes que afetem as
células das vias biliares, direta ou indiretamente, podem induzir tanto a morte rapida
destas células ou a sua proliferagdo, de uma maneira desordenada (CHEEKE et
al.,1988). No presente estudo foi possivel verificar que a fibrose estava evidente em
Tog € poderia ser mais severa se 0 animal fosse exposto ao principio ativo da planta
por mais tempo.

A matriz extracelular desempenha um papel importante em lesdes hepaticas
cronicas e tem sido estuda em modelos de intoxicacdo experimental por TORRES e
COELHO (2008). CHEEKE et al. (1988) e TORRES e COELHO (2008) afirmam ser
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a fibrose hepatica formada pelo evento de reparacdo do parénquima hepatico. A
principal fonte de colageno na cirrose sdo as células estreladas, que quando
ativadas, em situacfes de injuria hepatica, transformam-se em miofibroblastos. Esta
transformacao aumenta a resisténcia vascular dentro do parénquima hepatico, pois a
contracdo tbnica destas células comprime os sinusoides. Tanto nas injurias aos
hepatocitos quanto na fibrose hepética, os hepatdcitos remanescentes sao
estimulados a regenerar e proliferar na forma de nédulos esféricos dentro dos limites
dos septos fibrosos (nodulos regenerativos) (TORRES e COELHO, 2008). Nos
animais deste estudo, a fibrose foi discreta e inicial, melhor identificada em T,s € 0
periodo de intoxicacdo foi menor ao descrito em outras espécies animais que
desenvolveram fibrose hepatica como sequela da intoxicacdo. No entanto, os caes
mostraram que sdo sensiveis aos alcalbéides pirrolizidinicos contidos na Crotalaria
sp., mostrando seu potencial como modelo experimental deste tipo de intoxicacao.

O aumento das células estreladas hepéticas no tempo T4 dos grupos G; e
G,, também podem estar diretamente relacionados com a sua ativacdo, e a
mudanca no seu fenoétipo. Segundo YIN e colaboradores (2013), elas secretam
citocinas e fatores de crescimento que irdo promover a regeneracao do tecido
hepatico. A citocina TGF- 3 também contribui para a ativagdo das células estreladas
hepaticas e estimula a formacéo de colageno, contribuindo para o aumento da MEC.
No presente estudo, a maior densidade de células estreladas hepéaticas aos 14 dias
pés-intoxicacdo sugere que elas foram ativadas pela injaria hepatotoxica e
proliferaram nesta fase. A reducéo desta populacao foi observada nos 28 dias apos
a administracdo das sementes junto a racdo e coincidiu com a fibrose do
parénquima hepatico. Em um estudo anterior deste grupo de pesquisa, N0S mesmos
animais, verificou-se que a enzima Gamaglutamiltransferase (GGT) encontrou-se
aumentada no grupo 2 até o final do experimento, sO diminuiu apos a retirada do
agente agressor, as sementes moidas na racao dos animais.

A intoxicacao por Crotalaria sp. com evolucdo de 30 dias ou mais caracteriza
uma intoxicacdo cronica e poderia levar a ativacao das células estreladas iniciando o
processo de fibrose do figado. Evidéncias clinicas e experimentais recentes
indicaram que a fibrose hepatica é reversivel apds a remocdo do agente e que

durante a regressao da fibrose hepatica o numero de células estreladas hepaticas
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ativadas pode reduzir por apoptose ou pelo retorno ao seu estado quiescente. No
presente estudo, a diminuicdo de células estreladas no T,g poderia estar relacionada
a este aspecto.

Friedman (2008) citou em seus estudos, que ha uma serie de fatores
relacionados com a ativagcdo das células estreladas hepaticas, quimiocinas,
proteinas entre outras. Ao longo das transformacfes ocorridas, essas células
perdem suas longas projecfes citoplasmaticas que circundam as células endoteliais
fazendo contato com hepatdcito e assim dando inicio a modificacdo do seu fendtipo,
passando de uma célula estrelada hepética quiescente para um estado ativado. No
presente estudo foi possivel observar esta relacdo entre as células estreladas
hepaticas e os hepatoécitos, pois as imunomarcacdes ocorreram na membrana
citoplasmatica das mesmas, mas estendia-se aos sinusdides e hepatdocitos
adjacentes. Possivelmente, com a injaria ao hepatdcito ocorra a ativacao destas
células por liberacdo de mediadores inflamatorios, que juntamente com as células de
Kupffer, também ativadas, “informem” as células estreladas do figado da
necessidade de mudar seu fenétipo e sintetizar componentes da MEC. Friedman
(2008) também destaca a capacidade das mesmas em modular 0 processo
inflamatorio hepatico juntamente com as células de Kupffer. Futuros estudos seriam
necessarios para avaliar quais citocinas ou quimiocinas sé&o produzidas no figado e
guais células as produzem durante 0s processos hepatotdxicos.

No grupo Gz, uma possivel explicacdo para o aumento de células estreladas
hepaticas em T, seria que 0s animais deste grupo ja estariam com alguma leséo
hepatica prévia, a qual pode ter contribuido para a proliferacdo destas células
mesmo no tempo basal. THRALL (2007) menciona que enzimas de extravasamento
e inducao de lesdo podem aumentar ou ndo em Varios tipos de doencas hepaticas, a
intensidade da leséo é relativa a esse aumento pode fornecer indicios de leséo
hepatica primaria ou crbnica.

Em face aos resultados obtidos neste estudo e da importancia das células
estreladas hepaticas na patogénese das hepatopatias, destaca-se a necessidade de
pesquisas sobre o papel das células estreladas hepaticas em modelos de
intoxicacdo hepatica em caes, considerando a escassez de estudos com este

enfoque na literatura. Da mesma forma, estudos que avaliem a qualidade das ragbes
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disponiveis no mercado pet e a presenca ou ndo de lesBes hepaticas seriam

importantes, pois hoje os caes e gatos estédo inseridos como membros das familias.
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7. CONCLUSOES

Nas condi¢cfes deste estudo foi possivel concluir que:

e A fibrose hepatica foi observada de forma discreta aos 28 dias poés-
intoxicacdo nas maiores concentracdes de sementes de Crotalaria spectabilis
(G3—0,6%).

e As células estreladas hepaticas aumentaram em numero no 14° dia da
intoxicacdo dos cdes com sementes de Crotalaria spectabilis, sugerindo um
processo de ativacdo secundario a injuria hepatotdxica, nos grupos G; e Go.

e As células estreladas hepaticas diminuiram em numero no 28° dia da
intoxicacdo dos cdes com sementes de Crotalaria spectabilis (nos mesmos
grupos), o qual coincidiu com a fibrose, sugerindo que as mesmas estavam

retornando ao seu estado quiescente ou sofrendo apoptose.
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ANEXO 1

Composicéo nutricional basica da racéo Puruca® carne e vegetais para cées adultos:

Informacao Mutricional

Acido folico (min) 0,40 mg/kg Materia mineral (max) 110,00 g/kg
Arido pantoténico (min) 12,00 magj/kg Miacina (min) 18,00 ma/fkg
Biotina (min) 0,15 mg/kg Piridoxina {min) 2,50 mgjfkg
Calcio (max) 23,00 gfkg Proteina bruta (min) 200,00 gfkg
Caldio {min) 6.000,00 mg/kg Riboflavina (min) 4,00 mgfkg
Cobalto {min) 0,90 mg/kg Selénio (min) 0,25 mgfkg
Cobre {(min) 12,00 mg/kag Tiamina {min) 2,50 mgfkag
Colina {min) 650,00 mag/kg Umidade (max) 120,00 gfkg
Extrato etéreo (min) &0,00 gflkg Vitamina A (min) 8.000,00 UTfkg
Ferro (min) &0,00 mag/kg Vitamina B12 (min) 20,00 mogfkg
Fosforo (min) 6.000,00 ma/kg Vitamina D3 (min) 800,00 UTfkg
Todo {min) 1,50 mg/kg Vitamina E {min) 30,00 ULfkg
Manganés (min) 20,00 magj/kg Vitamina K (min) 1,50 mgfkg
Matéria fibrosa (max) &0,00 gfkg Zinco (min) 90,00 mg/fkg

Fonte: http://www.basaalimentos.com.br/racoes-para-caes/linha-puruca/puruca-adulto-carne/



