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RESUMO

INTOXICACAO ESPONTANEA E EXPERIMENTAL POR CROTALARIA
SPECTABILIS (FABACEAE) EM BOVINOS.

Sdo descritos os achados epidemioldgicos, clinicos e morfolégicos da
intoxicagdo espontanea e experimental por Crotalaria spectabilis em bovinos. A
intoxicacdo espontdnea ocorreu em uma Propriedade no municipio de Sapezal,
Mato Grosso (MT), apés 20 dias da introducdo de um rebanho bovino em um piquete
invadido por C. spectabilis sendo que seis bovinos adoeceram e morreram e um
deles foi submetido a necropsia. O restante dos animais foi transferido para pastos,
livres de Crotalaria spp em uma propriedade no Municipio de Sao José do Rio Claro,
MT. Dentre os bovinos transferidos, no decorrer de 45 dias, 35 animais adoeceram e
15 morreram, sendo dois submetidos a necropsia. Os sinais observados foram perda
de peso, ictericia, decubito, movimentos de pedalagem e morte. As principais
alteracbes macroscopicas foram observadas no figado que apresentava-se firme e
amarelado com areas irregulares brancacentas. Microscopicamente as alteracdes
hepéticas envolviam fibrose periacinar a coalescente, megalocitose, degeneracao
microvacuolar e colestase. Lesdes vasculares com diferentes intensidades foram
observadas em pulmao e rim dos trés bovinos. No encéfalo havia Status spongiosus
em dois bovinos. A doencga foi reproduzida experimentalmente em bovinos através
da administracéo via oral de sementes de Crotalaria spectabilis na dose de 1g/kg/dia
por 30 dias. Os sinais clinicos foram observados 87 dias apGs a ingestdo da primeira
dose e a morte ocorreu dois dias apos o inicio dos sinais clinicos em ambos os
animais. Os sinais clinicos e macroscopicos observados foram similares aos

observados na intoxicacdo espontanea.

Palavras-Chave: Doencas de Bovinos, Crotalaria spectabilis, Alcaloides

Pirrozolidinicos, Monocrotalina, Fibrose Hepatica.



ABSTRACT

SPONTANEUS AND EXPERIMENTAL POISONING BY Crotalaria spectabilis
(FABACEAE) IN CATTLE.

Epidemiological, clinical and morphological findings of spontaneous and
experimental poisoning by Crotalaria spectabilis in bovines were described.
Spontaneous intoxication occurred in a farm in the municipality of Sapezal, Mato
Grosso (MT), 20 days after the introduction bovines in a pasture invaded by C.
spectabilis, six cattle were affected and died and one of them was submitted to
necropsy. After this, the remai ing cattle in that pasture were transferred to a property
in the municipality of S&o José do Rio Claro, MT. In this farm, 45 days, after the
bovines were transported, 35 of them were sick, 15 died and 2 was submitted to
necropsy. . The sick bovines showed weight loss, jaundice, recumbence, pedaling
movements and death. The main macroscopic changes were observed in the liver
and were firm and yellowish iirregular areas. Microscopically, hepatic findings were
fibrosis, , megalocytosis, microvacuolar degeneration and cholestasis. Vascular
lesions with different intensities were observed in the lungs and kidney of three cattle.
There was status soongiosus in two cattle. The disease was experimentally
reproduced in cattle through administration via oral of seeds of Crotalaria
espectabilis at a dose of 1g / kg / day for 30 days. Clinical signs were observed 87
days after ingestion of the first dose and death occurred two days after the onset of
clinical signs in both animals. The clinical and macroscopic signs observed were

similar to those observed in spontaneous intoxication.

Key words: Bovine diseases, Crotalaria spectabilis, Pyrozolidinic alkaloids,

Monocrotaline, Hepatic fibrosis.
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1. INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

Espécies do género Crotalaria (Leg. Papilionoideae) sdo leguminosas muito
utilizadas na agricultura para cobertura do solo e rotagéo de culturas, uma vez que
promovem fixacao de nitrogénio no solo e auxiliam no combate aos nematoides que
causam les@es radiculares (DEBIASI et al., 2016), porém, também sdo invasoras de
plantacbes e pastagens e podem causar intoxicacdo em animais de interesse
pecuario (TOKARNIA et al., 2012).

Numerosas espécies de Crotalaria sdo responsaveis por intoxicacbes em
animais domésticos: C. burkeana, C. spectabilis, C. retusa, C. pallida (C. mucronata)
para bovinos (STEYN, 1934; BECKER et al., 1935; THOMAS et al., 1935; SANDERS
et al., 1936; PIERCY e RUSOFF, 1946; EMMEL, 1948; LEMOS et al., 1997; NOBRE
et al., 2004a); C. globifera, C. dura, C. retusa, C. medicaginea, C. juncea para
equinos (STEYN, 1934, FLETCHER et al., 2011; NOBRE et al., 2004 a, b; BOTHA et
al., 2012); C. globifera, C. duram C. retusa, C. pallida (C. mucronata) para ovinos
(STEYB, 1934; NOBRE et al., 20042; DANTAS et al., 2005; NOBRE et al., 2005;
RIET CORREA et al.,, 2011; BORELLI et al., 2015), C. spectabilis para suinos
(UBIALI et al., 2011), C. retusa para suinos (HOOPER e SCANLAN, 1977) e
caprinos (MAIA et al., 2013).

Dentre as plantas do género, Crotalaria spectabilis € considerada a espécie
mais toxica (BURROWS e TYRL, 2013) e foi descrita causando lesdes hepaticas em
bovinos (SANDERS et al., 1936; PIERCY e RUSOFF, 1946; EMMEL, 1948) e suinos
(UBIALLI et al., 2011). O principio ativo mais importante é o alcaloide pirrozolidinico
(AP) retronecina denominado monocrotalina (MNC) que apds a ingestao, pode ser
dehidrogenada em hepatécitos pelo complexo enzimatico citocromo P-450,
formando diésteres pirrdlicos ativos (MATTOCKS, 1986; CHEEKE, 1988;
HUXTABLE, 1990, FU et al., 2004; BURROWS e TYRL, 2013; MOREIRA et al.,
2018), os quais se ligam irreversivelmente ao acido nucleico (BURROWS e TYRL,
2013), especialmente em hepatdcitos, pulmdo ou rins, € que mesmo sem
interferéncia significativa na sintese de DNA, inibem a mitose destas células
(BURROWS e TYRL, 2013; YAO, 2014; MOREIRA et al., 2018). Em hepatdcitos

causam acentuado aumento de volume nuclear e citoplasmético, resultando em
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hepatomegalocitose (BULL, 1955; CHEEKE, 1988). Com a morte dos hepatdcitos ha
substituicao por tecido fibroso (CHEEKE, 1988; BURROWS e TYRL, 2013).

A intoxicagdo se manifesta de uma forma aguda, na qual se observa necrose
hepatocelular zonal, predominantemente centrolobular ou de forma cronica,
caracterizada predominantemente por fibrose hepatica (SANDERS et al., 1936;
PIERCY e RUSOFF, 1946; EMMEL, 1948; UBIALI et al., 2011).

2. OBJETIVO

Esse trabalho visa escrever o0s aspectos epidemioldgicos, clinicos e
anatomopatoldgicos de um surto de intoxicagcdo espontanea por C. spectabilis em
bovinos, e avaliar os aspectos clinicos, anatomopatologicos e toxicolégicos da

intoxicagao experimental por de sementes de C. spectabilis em bovinos.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Intoxicacao Espontanea

3.1.1. Dados Clinicos e Epidemioldgicos

Historicos e dados epidemioldgicos foram obtidos in loco, durante visita técnica
realizada pela equipe do Laboratério de Patologia Veterinaria (LPV) da Universidade
Federal de Mato Grosso, Campus Cuiaba (UFMT) e junto ao veterinario que presta
servicos as duas propriedades onde ocorreu a doenca nos municipios de Sapezal,
MT (propriedade A) e S&o José do Rio Claro, MT (Propriedade B). Adicionalmente,
durante a visita foi realizado inspecédo de pastagem, racdo e agua em ambas as

propriedades.

3.1.2. Método de Eutanésia

Quando necesséario (in extremis), procedeu-se através da aplicacdo
intravenosa de tiopental sodico 1g, na dose de 10mg/kg, e inducdo da parada
cardiaca com injecdo intravenosa rapida e continua de 350mL de cloreto de potassio
saturado a 20% (Resolucdo CFMV N°1000/2012).
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3.1.3. Processamento das Amostras

Durante a necropsia foi realizada a coleta sistematica de amostras do sistema
nervoso central, hipéfise, pulméo tiredide, coragdo, figado, bago, rins, adrenais,
intestinos, sistema linfatico, misculo esquelético, pancreas, glandula salivar. As
amostras coletadas foram fixadas em solugdo de formalina 10% tamponada e
processadas rotineiramente para avaliacdo histolégica em microscopia otica, como
descrita anteriormente. para fixagdo em formalina tamponada a 10% e
rotineiramente processadas para andlise histolégica como segue: desidratagcdo em
alcool, diafinizacdo em xilol e impregnacdo em parafina histologica. Sec¢des de cinco
micrometros de espessura foram obtidas em micrétomo rotativo e corados pelas
técnicas de Hematoxilina e Eosina (HE) para andlise rotineira em microscopia otica,
e para evidenciacdo do colageno depositado no parénquima hepatico foi utilizado a
técnica histoquimica Tricrémico de Masson (PROPHET et al., 1992), que destaca o
coldgeno em azul, para avaliacdo de intensidade e distribuicdo da fibrose em

microscopia otica.

3.1.4. Identificacdo e Registro da Planta

Amostras de uma planta do género Crotalaria, coletadas na area de pastoreio
dos bovinos na propriedade onde ocorreu a doenga espontanea, foram coletadas em

exsicata e encaminhadas para identificacdo botanica ao Herbério Central da UFMT.
3.2. Intoxicacao Experimental
3.2.1. Aspectos Eticos
Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Mato Grosso (Protocolo 23108.918801/2017-

87), estando de acordo com o0s principios éticos na experimentacdo animal,
adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL).
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3.2.2. Sementes

As sementes de C. spectabilis foram obtidas em uma sementeira de uma
fazenda localizada no municipio de Nova Xavantina — MT, que cultivam
exclusivamente essa espécie de Crotalaria entre as principais safras com a
finalidade de plantio em consdércio com o milho em outras propriedades pertencentes
ao mesmo proprietario. O processo de obtencdo das sementes ocorreu por colheita
mecanizada e posteriormente foram armazenadas em galpdes ao abrigo de luz e
umidade. Depois de obtidas, as sementes foram trituradas em macro moinho (Macro
Moinho Nova Organica®, Brasil) e armazenados congelados para posterior

fornecimento aos bovinos.

3.2.3. Animais

Foram selecionados, em uma propriedade livre de Crotalaria spp, localizada no
municipio de Santo Anténio de Leverger, quatro bovinos jovens de aptidao leiteira,
machos, ruminantes ativos, com 12 meses de idade e sem raca definida, que se
encontravam dentro dos padrdes considerados normais para a espécie ao
hemograma completo e perfil bioquimico (Alanina Aminotransferase (ALT), Gama
Glutamiltransferase (GGT), bilirrubina total (BT) e bilirrubina direta (BD)).

3.2.4. Avaliagcdo Hematologica

Para atestar a sanidade, os bovinos selecionados foram submetidos a
avaliagcdo hematologica composta por hemograma completo e perfil bioquimico para
guantificacdo de Alanina Aminotransferase (ALT), Gama Glutamiltransferase (GGT),
bilirrubina total (BT) e bilirrubina direta (BD). Para isso, colheu-se 5 ml de sangue
total da veia jugular ou coccigea de cada bovino, com agulha 40x12, sendo 1ml
acondicionado em tubo contendo anticoagulante (Tubo a vacuo estéril com EDTA
K3, 5ml de capacidade, Vacuplast Colect Line, Brasil) para a realizacdo do
hemograma e 4 ml em tubo com ativador de coagulo (Tubo com ativador de coagulo,
capacidade 10ml, Cacuplast Colect Line, Brasil) para realizagdo do perfil bioquimico,
sendo abrigado da luz por papel aluminio imediatamente apds a coleta e
acondicionados em caixa isotérmica contendo gelo reciclavel. ApGs a retracdo do
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coagulo, as amostras foram centrifugadas a 3.500 rpm, por 10 minutos. O soro
obtido foi processado e analisado no mesmo dia em analisador bioquimico Wiener
CM200 (Wiener Lab., Ros éario, Argentina), por meio de kits comerciais Wiener Lab®
para AST, GGT, BT e BD.

3.2.5. Grupo Experimental

Os bovinos selecionados foram distribuidos aleatériamente em dois grupos
contendo dois animais cada. Os bovinos foram alocados em piquetes medindo
160m?, pesados em balanca bovina (J. R. Equipamentos, BA01/2018, capacidade
1000kg, Brasil), e adaptados durante o periodo de sete dias, recebendo durante
esse periodo alimentacdo a base de feno de Tifton, silagem de milho, racéo e sal
mineral e agua ad libidum. O primeiro grupo (Bovinos 4 e 5) recebeu, como
complemento da dieta, 1g/kg/dia de sementes de Crotalaria spectabilis trituradas via
oral durante trinta dias. O segundo grupo (Bovinos 6 e 7) ndo recebeu complemento
de sementes na dieta.

3.2.6. Monitoramento

Os grupos foram monitorados clinicamente diariamente, do dia O ao dia 60 do
experimento quanto a presenga ou auséncia de sinais clinicos como: apatia,
prostracédo, dificuldade de locomocéo, edema de barbela ou partes baixas, anorexia,
decubito e alteracbes de parametros vitais (frequéncia cardiaca e frequéncia
respiratdria), coloracdo de mucosas e tempo de preenchimentos capilares (TPC) e
pesados semanalmente. ApOs esse periodo, 0s animais passaram a ser monitorados
visualmente diariamente e os parametros clinicos aferidos semanalmente, por um
periodo de 6 meses.

Os bovinos que morreram durante periodo de experimentacdo foram
submetidos a necropsia, coleta sistematica de amostras e processamento como

descrito acima (item 3.1.3. Processamento de Amostras)

3.2.7. Anélise Estatistica

A andlise estatistica empregada foi a estatistica descritiva para as variaveis

obtidas nas andlises clinicas e morfolégicas.
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4. RESULTADOS

4.1. Intoxicacao Natural

4.1.1. Dados Clinicos e Epidemioldgicos

A intoxicagao natural ocorreu entre os meses de Agosto e Outubro do ano de
2017, em duas propriedades rurais, a primeira localizada no municipio de Sapezal,
MT (propriedade A) e a segunda localizada no municipio de S&o José do Rio Claro,
MT (Propriedade B) ambas pertencentes ao mesmo grupo empresarial. Os dados
epidemioldgicos dos surtos estédo descritos a seguir na Tabela 1.

Tabela 1: dados epidemioldgicos do surto de intoxicacdo natural por Crotalaria
spectabilis em bovinos

Propriedad N° de Més/ano da Més/ano dos N° de (%) de N° de (%) de
e animais introducéo ao sinais doentes doentes mortes  mortes
piquete piquete clinicos
A 200 08/2017 08/2017 6 3% 6 3%
B 150 08/2017* 10/2017 35 23.3% 15 10%

*bovinos da propriedade B se intoxicaram na propriedade A.

A intoxicacdo espontanea ocorreu entre os meses de Agosto e Outubro do
ano de 2017, em duas propriedades rurais, a primeira localizada no municipio de
Sapezal, MT (propriedade A) e a segunda localizada no municipio de S&o José do
Rio Claro, MT (Propriedade B). Na propriedade A, onde se faz recria de bezerros, o
médico veterinario da fazenda relatou que um lote de 200 bovinos foi introduzido em
um piquete de 125 hectares formado por Brachiaria brizantha intensamente invadido
por plantas do género Crotalaria. Nesta propriedade utiliza-se o sistema integracao
lavoura/pecuaria e, no ano anterior ao plantio da pastagem (2016), houve plantio de
milho em consdrcio com Crotalaria spectabilis com o objetivo para combate aos
nematoides das lesfes radiculares, fixagdo de nitrogénio e adubacao verde. Apos o
plantio da pastagem houve a germinacdo de sementes que permaneceram viaveis
apos a incorporacdo da matéria verde ao solo. Na época que os bovinos foram
introduzidos nos piquetes a Crotalaria spp se encontrava na fase de floracdo e/ou
producéo de vagens (verificado in loco apés a investigacdo na propriedade B). Apos
um periodo de 20 dias nesta pastagem, seis bovinos (3%) adoeceram apresentando
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perda de peso, ictericia moderada, decubito com movimentos de pedalagem e
morreram rapidamente e um bovino (Bovino 1) foi submetido a necropsia pelo
veterinario da fazenda, e fragmentos de figado, rim, pulméo, coracdo e encéfalo
foram encaminhados para analise no Laboratério de Patologia Veterinaria (LPV) da
Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT). Considerando as lesdes hepéticas
observadas durante a necropsia, 0 médico veterinario que dava assisténcia a
propriedade atribuiu a mortalidade daqueles bovinos ao consumo de Crotalaria spp e
recomendou que os bovinos restantes, que se encontravam nos piquetes invadidos

pela planta, fossem para transferidos para outra propriedade.
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Imagem O01: piquete onde ocorreu a intoxicacdo espontanea por Crotalaria sp. em bovinos no
municipio de Sapezal, MT. Pastagem invadida por crotalaria spp.; No detalhe, Crotalaria spp.

A Propriedade B faz terminagéo de bovinos em sistema de semiconfinamento,
compondo lotes com aproximadamente 150 bovinos oriundos de diversas fazendas
de acordo com a rotina de compra de gado daquele grupo empresarial. Nesta
propriedade, os bovinos eram todos lotados em piquetes formados por Brachiaria
brizantha e, adicionalmente, recebiam racdo batida na propriedade com nucleo
concentrado, que era diretamente fornecido no cocho e 4gua ad libidum. Em um
desses lotes, no periodo de 45 dias a partir da data de introducdo dos animais ao
semiconfinamento, adoeceram 35 bovinos (23,3%). Estes animais apresentaram

perda de peso com escore corporal variando entre 1 e 2 (Imagem 02) (em uma
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escala de 1 a 5) (MARLOWE et al. 1962), ictericia e aumento de volume abdominal e
dentre os animais doentes, 15 bovinos morreram (10%) e um (Bovino 2) foi
submetido a necropsia pelo médico veterinario que da assisténcia a propriedade e
um outro bovino (Bovino 3), durante a visita da equipe do LPV-UFMT, foi submetido
a eutanasia in Extremis seguida de necropsia. Durante a investigacdo, da
mortalidade que ocorreu na Propriedade B nao foram encontrados fatores que
pudessem ser responsaveis pelo quadro observado nos animais, e ao levantar a
origem do lote de bovinos, verificou-se que todos os bovinos que adoeceram e
morreram na propriedade B eram oriundos da propriedade A. Procedeu-se entdo a
visita a campo na propriedade A para coleta de plantas in loco para classificacdo da
espécie de Crotalaria spp. Os demais animais foram alocados em outros piquetes e

neles nado foi observado sinais clinicos como descritos nos demais animais expostos

a Crotalaria spectabilis.

Imagem 02: Bovino 3. Intoxicagdo espontanea por Crotalaria spectabilis. Nota-se proeminéncia dos
ossos dos processos dorsais e dos ileos e isquios, as costelas possuem pouca cobertura, 0s
processos transversos permanecem visiveis e a regido do vazio é profunda.

4.1.2. Identificag&o e Registro da Planta
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Amostras da planta coletadas na propriedade A foram identificadas pela
equipe do Herbario Central da UFMT, como Crotalaria spectabilis e registradas sob o

namero de protocolo 44306 no Herbario Central da UFMT.

4.1.3. Achados MacroscOpicos e Microscdopicos

A necropsia as lesbes observadas nos trés bovinos foram semelhantes e
variaram apenas em intensidade (Tabela 2). Notou-se baixa condi¢cdo corporal; o
figado apresentava-se com volume diminuido e com superficie capsular levemente
irregular. Na superficie capsular e de corte se observou areas amarelo-brancacentas
com consisténcia firme e distribuicdo aleatdria multifocal a coalescente (Imagem 3 e
4). Na cavidade abdominal havia aproximadamente seis litros de liquido amarelado e
translicido. O pulmdo ndo estava colabado, tinha consisténcia fibroelastica e era
levemente hipocriptante.

Microscopicamente as principais lesdes foram observadas no figado e, em

menor intensidade, nos pulmdes, rins e sistema nervoso central (SNC) (Tabela 2).

Tabela 2: Principais alteracdes histopatoldgicas observadas em bovinos intoxicados
naturalmente e experimentalmente por Crotalaria spectabilis.

Alteracao/bovino 1* 2* 3* 4** 5% 6% 7**
Fibrose hepatica + +++ +++ +++ + N/A N/A
Megalocitose ++ ++ +++ +++ ++  N/A N/A
Proliferacao ductal + ++ +++ +++ ++ N/A N/A
Auséncia de hepatdcitos +++ ++ +++ +++ - N/A N/A
Dilatag&o sinusoidal +++ - + +++ - N/A N/A
Leséao vascular pulmonar + ++ ++ + - N/A N/A
Leséo vascular renal + + + - - N/A N/A
Vacuolizagdo SNC - + ++ +++ - N/A N/A

*, intoxicacdo natural; **: intoxicacdo experimental; (-): ausente; (+): baixa
intensidade; (++): moderada intensidade; (+++): acentuada intensidade. NA: ndo se
aplica (necropsia nao realizada)
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Imagem 03: Figado do Bovino 3. Intoxicacdo esponténea por C. spectabilis. A superficie capsular
apresenta areas irregulares multifocais a coalescente de coloracdo amarelo-brancacentas

Imagem 04: Figado do Bovino 3. Intoxicacdo espontanea por C. spectabilis. A superficie de corte
apresentando areas multifocais a coalescentes e irregulares de coloracao amarelo-brancacentas

As lesBes hepaticas foram semelhantes e se caracterizam por proliferagéo de
tecido fibroso que substituia grande parte do parénquima hepatico e provocava
desarranjo dos sinusOides hepaticos. Essa lesdo foi predominantemente
centrolobular no Bovino 1 e multifocal a coalescente nos bovinos 2 e 3 (Imagem 05).
A proliferal¢éo de tecido fibroso e deposicdo de colageno foi evidenciada através da
coloragdo Tricromico de Masson (Imagem. 06). Os hepatocitos remanescentes

apresentavam degeneragdo citoplasmatica microvacuolar e frequentemente se
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observou megalocitose. Havia ainda moderada a intensa colestase e, na regiao
portal, notou-se proliferacdo moderada a acentuada de ductos biliares e hiperplasia
do epitélio ductal. Adicionalmente, em algumas &reas do figado do Bovino 1 havia
auséncia de hepatoécitos na regido centrolobular acompanhada de dilatacdo do
sinusoides hepaticos e fibrose leve a moderada, e por vezes essa lesdo se estendia

até a regido mediozonal ou a regido centrolobular adjacente.
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Imagem 05: Figado do Bovino 3. Intoxicagdo esponténea por C. spectabilis. Area com acentuada
desorganizacao hepatocelular e substituicdo de parénquima hepatico por tecido conjuntivo fibroso e
proliferacdo de canialiculos biliares. HE. Obj. 100x.
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Im spectabilis. Evid

deposicao de colégeno em areas de proliferagdo multifocal a coalescente de tecido conjuntivo fibroso.
Tricrébmico de Masson. Obj. 50x

Nos pulmdes dos trés bovinos havia lesdes de arteriolas e no parénquima
pulmonar. As lesbes vasculares foram caracterizadas por espessamento das células
endoteliais da tunica intima, degeneracdo vacuolar leve a moderada nas fibras
musculares e maior espacamento de fibras na tunica média, levando ao
espessamento dessa camada e diminuicdo da luz do vaso que em alguns casos
ficavam obliterados pelas células endoteliais espessadas. Por vezes se notou ainda
leve a moderado infiltrado linfoplasmocitario. Ja na tanica adventicia notou-se
moderado a intendo espacamento entre as fibras muitas vezes causando aspecto
desorganizado nesta camada. No parénquima pulmonar havia infiltrado
linfoplasmocitério leve a moderado acompanhado de edema e megalocitose. Essas
alteracdes levavam ao espessamento dos septos interalveolares.

Nos rins havia lesbes glomerulares, tubulares e em arteriolas da regido
corticomedular. Os corpusculos renais estavam ingurgitados por espessamento do
mesangio e leve espessamento das membranas basais de capilares glomerulares,
adicionalmente, no espaco de Bowman havia leve deposi¢cao de material amorfo e
hialino. Nas arteriolas da jungdo corticomedular havia espassamento moderado a

acentuado entre as fibras musculares.
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No telencéfalo, talamo, hipotalamo, hipocampo, mesencéfalo, medula
oblonga, cerebelo e medula espinhal havia vacuolizagéo de intensidade variada que
se na substancia branca e juncdo com substancia cinzenta (Status spingiosus). As

lesdes foram leves no Bovino 1 e moderadas no Bovino 3.

4.2. Intoxicagao experimental

4.2.1. Pesos e doses

A administracdo de sementes trituradas teve inicio no dia 07/10/2019 e finalizou no
dia 06/11/2019, totalizando trinta dias de administracdo. As doses (1g/Kg) foram
ajustadas individualmente de acordo com o peso dos Bovinos 4 e 5 que receberam
1469 e 110g de sementes trituradas por dia, respectivamente.

4.2.2. Sinais clinicos

Durante a experimentacdo houve alteracdo dos parametros clinicos. Para os
quatro bovinos (4, 5, 6 e 7) pertencentes a experimentacdo, a frequéncia cardiaca
mensurada se manteve entre 49 (minimo) e 64 (maximo) batimentos por minuto, a
frequéncia respiratoria se manteve entre 39 (minimo) e 48 (maximo) movimentos por
minuto, ndo houve alteracdo de coloracdo de mucosas, inapeténcia, prostracao ou
perda de peso. As alteracdes clinicas foram observadas a partir do dia 87 apds o
inicio da administragdo das sementes, sendo o quadro clinico nos Bovinos 4 e 5
caracterizados por apatia, prostragdo, anorexia, emagrecimento, decubito esternal,
decubito lateral e morte apds 48 e 52 horas, respectivamente. Nenhum dos bovinos
pertencentes ao grupo controle (Bovinos 5 e 6) adoeceram em um periodo de 6

meses.
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4.2.3. Alteracbes Macroscoépicas e Microscopicas

Durante a necropsia do Bovino 4 apresentava escore corporal 2 (MARLOWE et
al. 1962), notou-se ascite (10 litros), mucosas oculares e serosas estavam
levemente ictéricas, o figado apresentava-se de coloracdo marrom amarelada
intercalado com &reas avermelhadas e sua consisténcia a palpacdo era firme
(Imagem 8). A superficie de corte era irregular, de coloracdo amarelada e firme a
palpacéo (Imagem 9). A vesicula biliar estava repleta e com equimoses e sufusées.
O pulméo apresentava areas avermelhadas de consisténcia levemente firme e
hipocreptantes a palpacdo. Nos demais érgdos ndo havia alteragbes macroscoépicas
dignas de nota. Ja o Bovino 5 apresentou escore corporal 1 (Imagem 7) (MARLOWE
et al. 1962), figado com tamanho reduzido, superficie capsular retraida e irregular,
consisténcia firme a palpacdo e com padréo lobular evidente. A superficie de corte
apresentava coloracdo vermelho escura e com areas branco-amareladas irregulares.

Os demais 6rgaos nao apresentaram alteracoes.

...: ~ ' . : =i ¢ 3 Y mj\‘ el ; ; \; . : \§‘
Imagem 07: Bovino 5. Intoxicacdo experimental com 1g/kg/dia de sementes de C. spectabilis. Nota-

se proeminéncia dos 0ssos ileos e isquios e as costelas sédo proeminentes e com pouca cobertura
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Imagem 08: Bovino 4. Intoxicacdo experimental com 1g/kg/dia de sementes de C. spectabilis.

Superficie capsular apresenta areas irregulares multifocais a coalescentes de coloracdo amarelo-
brancacentas.

Microscopicamente a principal lesdo observada nos animais localizava-se no
figado e era caracterizada por proliferagdo centro lobular a coalescente de tecido
fiboroso e deposicdo de colageno que substituia o parénquima hepatico e era
acompanhada de desarranjo dos corddes hepatocelulares adjascentes (Imagem 10).
Os hepatécitos remanescentes apresentavam citoplasmas retraidos, fortemente
eosinofilicos com degeneracdo microvacuolar, entre eles, frequentemente se
observava megalocitose em diferentes intensidades (Imagem 11). A proliferacéo de
tecido fibroso e deposi¢cédo de colégeno era melhor evidenciada através da coloragéo
do Tricromico de Masson. Essa leséo foi acentuada no Bovino 4 e leve a moderada
no Bovino 5 (Imagem 12).
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Imagem 09: Bovino 4. Intoxicacdo experimental com 1g/kg/dia de sementes de C. spectabilis.
Superficie de corte apresentando coloragéo difusa amarelada a enegrecida

Imagem 10: Bovi lis.
Substituicdo de parénquima hepético por tecido conjuntivo fibroso, desorganizacdo de corddes de
hepatdcitos e proliferacdo de canialiculos biliares. HE. Obj. 100x
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Imagem 11: Bovino 4. Intoxicagdo experimental com l1g/kg/dia de sementes de C. spectabilis.
Hepatdécitos apresentando megalocitose, degeneracao vacuolar, desorganizacdo da arquitetura
hepatocelular e proliferacao de tecido conjuntivo fibroso. HE. Obj. 400x
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Imagem 12: Bovino 4. Intoxicacédo experlmenta com 1g/g/dia de sementes de C. spectabis.
Evidenciagdo da deposicdo de colégeno em areas de proliferagdo multifocal a coalescente de tecido
conjuntivo fibroso.. Tricrdmico de Masson. Obj. 50x

Havia ainda colestase leve a moderada e proliferacdo moderada a acentuada
de ductos biliares. Adicionalmente, no Bovino 4 notou-se, nas artérias dos pulmdes,
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espessamento leve e desorganizagdo da tunica intima caracterizado por aumento do
espacamento entre fibras musculares No telencéfalo, télamo, hipotalamo,
hipocampo, mesencéfalo, medula oblonga, cerebelo e medula espinhal havia
vacuolizagéo (Status spongiosus) de intensidade variada na substancia branca e

jungédo com substancia cinzenta.

5. DISCUSSAO

Frequentemente os casos de intoxicacdo espontanea por Crotalaria spp em
herbivoros estéo relacionados a alta infestagdo de pastagens pela planta, as vezes,
associados a baixa disponibilidade de forragem (SANDERS et al., 1936; PIERCY e
RUSOFF, 1946; NOBRE at al., 2004 a; NOBRE at al., 2005; RIET CORREA et al.,
2011; MAIA et al., 2013). Em suinos € comum que intoxica¢gbes ocorreram apos o
consumo de racao preparada com grdos contaminados por sementes de Crotalaria
spp (HOOPER e SCANLAN, 1977; UBIALI et al., 2011).

Neste estudo o fator determinante no consumo da planta pelos bovinos na
intoxicag&o natural foi a introdugéo dos bovinos em piquetes de Brachiaria brizantha
invadidos por Crotalaria spectabilis, que germinou apos incorporacdo da planta ao
solo, para preparagdo da pastagem. O consumo da planta pode estar atribuido a alta
pressdo de pastoreio exercido sobre a pastagem, 0 que resulta em rapida
degradacdo da matéria verde volumosa tornando espécies invasoras, como a
Crotalaria spectabilis, uma alternativa ao pastoreio do capim degradado.

Apesar de haver espécies de Crotalaria spp responsaveis por causar laminite
em bovinos (STEYN, 1934; TOKARNIA, 2012), ou ainda sindrome urémica em
suinos (HOOPER e SCANLAN, 1977), a maioria das espécies descritas como
toxicas sdo responsaveis por quadros predominantemente hepaticos ou pulmonares
(TOKARNIA, 2012). Em condi¢cdes naturais, plantas do género Crotalaria sao
descritas como responsaveis por hepatopatia aguda em suinos (UBIALI et al., 2011),
ovinos (NOBRE et al., 2004b) e caprinos (MAIA et al., 2013), e crbnica em Bovinos
(SANDERS et al.,, 1936;, EMMEL, 1948; PIERCY e RUSOFF, 1946), ovinos,
equideos e caprinos (NOBRES et al., 2004a). Neste estudo, baseado nos achados
clinicos e lesionais da intoxicacdo natural e nos dados clinicos cronoldgicos e
lesionais da intoxicacdo experimental, a doenca foi caracterizada como uma

hepatopatia toxica crénica.
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Na intoxicacdo espontanea, de acordo com os dados epidemioldgicos
levantados os bovinos apresentaram os primeiros sinais clinicos entre 20 e 65 dias
apos inicio do consumo e o curso clinico da doenca variou de subagudo a crénico.
Em contra partida, o estudo experimental realizado demonstrou que 0s bovinos
avaliados apresentaram os primeiros sinais clinicos aos 87 dias ap0s o inicio da
exposicdo as sementes, ao passo que 0 grupo controle ndo apresentou alteracdes
clinicas. Estudos realizados em bovinos ja demonstraram que C. Spectabilis provoca
doenca crénica entre 60 e 75 dias apds a administracdo a bovinos (SANDERS et al.,
1936; PIERCY e RUSOFF, 1946). Em outros experimentos realizados, em bovinos,
utilizando C. saltiana e C. anagrynoides os animais, de modo geral, adoeceram apés
consumir a planta por 7 dias a 9 meses, portanto em curso clinico variando de aguda
a cronico (BARRI e ADAM, 1981; TOKARNIA e DOBEREINER, 1983). Bovinos
intoxicados por plantas que contém alcaloides pirrozolidinicos (AP) podem adoecer
meses ou anos apos terem ingerido a planta (SANDERS et al., 1936; TOKARNIA E
DOBEREINER, 1984; BARROS, 2016). Quando 0s animais comem pequenas
guantidades diarias de plantas com alcaloides pirrozolidinicos ocorre um periodo
latente em relagdo ao aparecimento dos sinais clinicos, isso se relaciona a
progressdo lenta e incipiente, porém progressiva, e 0S sinais clinicos s6 se
manifestariam mais tarde quando a lesdo hepatica é suficientemente grave
(TOKARNIA E DOBEREINER, 1984). Os parametros clinicos vitais dos bovinos 4 e
5 se mantiveram dentro dos padrdes de normalidade, como descrito para bovinos
leiteiros (BACCARI Jr., 1971; FERREIRA et al., 2006) durante até o dia 87 apos
oNesses casos crbnicos € comum que animais, apesar de apresentaram graves
lesdes hepaticas, os apresentam sinais clinicos muito tempo apds a ingestdo da
planta (BARRI E ADAM, 1981; TOKARNIA E DOBEREINER, 1984).

Neste estudo, tanto na intoxicagdo espontdnea como na experimental a
principal lesdo foi observada no figado e se caracterizou por fibrose hepatica com
megalocitose, desorganizacdo acentuada dos corddes hepatocelulares e
proliferacdo de canaliculos biliares.

As alteragdes pulmonares descritas neste caso sao frequentemente descritas
na intoxicagao cronica por plantas do género Crotalaria, acompanhadas ou nao de
lesdo hepética (NOBRE et al., 1994; BOGHOSSIAN et al., 2007; BOTHA et al.,
2012; PESSOA et al., 2013; PIRES et al., 2015). Por outro lado, sdo descritos casos
de intoxicagdo por C. mucronata em que a evolucao clinica da doenga é aguda e as
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lesbes sdo exclusivamente pulmonares e caracterizadas por edema acentuado e
difuso (LAWS, 1968; TOKARNIA e DOBEREINER, 1982; BORELLI et al., 2016).

Neste estudo, nos casos naturais ainda foi observado ainda lesGes renais
que, apesar de infrequentes, sdo descritas na intoxicacdo por C. spectabilis em
bovinos (SANDERS et al., 1936), C. retusa em suinos (HOOPER, 1977) e por C.
spectabilis em suinos (MCGRATH e DUNCAN, 1975; TORRES et al.,, 1997) e
caprinos (PIRES et al.,, 2015) bem como em animais intoxicados por Senecio spp
(BARROS et al., 1987; ILHA et al., 2001). Na intoxicacdo experimental ndo havia
alteracao renal significativa.

Alguns autores pressupdem que as alteracdes morfolégicas, no encéfalo,
observadas na intoxicagdo por plantas do género Crotalaria se devem a
neurotoxicidade direta de seu principio ativo (PITANGA et al., 2011; PITANGA et al.,
2012). No entanto, as vacuoliza¢cbes do encéfalo observadas nesse caso sdo
frequentemente descritas em doencas hepéticas cronicas associadas a
encefalopatia  hepética.  Status spongiosus ocorre  secundariamente a
hiperamonemia decorrente do dano hepatico. A amdnia provoca edema
intramielinico formando vacuolos na substancia branca do encéfalo (KELLY, 2007;
EELCO e WIJDICKS, 2016).

A principal substancia toxica presente em C. spectabilis € um alcaloide
pirrozolidinico (AP) denominada monocrotalina (MNC) (NEAL et al., 1935). APs sao
um grupo de alcaloides derivados da ornitina. Eles raramente ocorrem na forma livre
como uma base pirrozolidina, sdo mais frequentemente encontrados como ésteres
(monoésteres, diésteres ou ésteres macrociclicos) formados por uma base necina
(amino alcoois) e um ou mais acidos nécicos (acidos alifaticos mono ou
dicarboxilicos), os quais sdo responsaveis por sua diversidade estrutural. Eles
normalmente sdo encontrados na forma de bases tecidrias de alcaloides
pirrozolidinicos N-oxidos. De acordo com a estrutura da base necina, os APs podem
ser classificados em quatro grupos: Retronecina, Heliotridina, Otonecina e
Platinecina (MATTOCKS, 1986; CHEEKE, 1988; MOREIRA et al., 2018). MNC é um
AP do tipo retronecina e, como muitos APs, ndo € quimicamente reativo, sendo,
apOs a ingestado, absorvida no trato gastrintestinal, chega a corrente sanguinea e
aproximadamente 80%, dela € excretada pela urina, fezes ou leite sem ser
metabolizada (MOREIRA et al., 2018). A maior parte da bioativagdo ocorre no figado
e, desse modo, como vimos neste estudo, este 6érgdo é o mais frequentemente
afetado nos casos de intoxicagcao (MATTOCKS, 1986; CHEEKE, 1988; HUXTABLE,



34

1990; FU et al., 2004). Existem trés vias principais para o metabolismo de MNC:
Hidrolise, N-oxidacdo e Dehidrogenacao. As duas primeiras levam a formacéo de
substancias in6cuas e sdo consideradas mecanismos de detoxificagdo, por outro
lado, a dehidrogenagdo, modulada pelo complexo enzimatico citocromo P-450, leva
a formacdo de 1,2 dehidromonocrotalina, um diéster pirrélico altamente ativo
(MATTOCKS, 1986; CHEEKE, 1988; HUXTABLE, 1990; FU et al., 2004; BURROWS
e TYRL, 2013; MOREIRA et al., 2018). Os pirrois formados lesionam os hepatécitos
se ligando irreversivelmente ao DNA (efeito alquilante) e impedem que ocorra mitose
nos hepatoécitos, embora a sintese de DNA e citoplasma permaneca. Isso causa um
aumento no volume nuclear e citoplasmatico dos hepatécitos chamado
hepatomegalocitose (BULL, 1955; CHEEKE, 1988). Apesar de seu volume, o
metabolismo dos megaldcitos diminui consideravelmente (SEAWRIGHT et al., 1991),
e se ocorre mitose 0s hepatécitos morrem e sdo substituidos por tecido fibroso
(CHEEKE, 1988; BURROWS e TYRL, 2013). Parte dos pirrois formados no figado
podem, através da circulagdo, e como observado nesse caso, causar lesées em
outros 6rgdo como pulmao ou rins (MATTOCKS, 1986; CHEEKE, 1988; HUXTABLE,
1990; FU et al., 2004; BURROWS e TYRL, 2013; YAO, 2014; MOREIRA et al.,
2018).

6. CONCLUSAO

As alteragcdes observadas na intoxicagdo espontanea e experimental
apresentaram aspectos morfologicos hepéticos crénicos similares, e corroborando
com aspectos morfolégicos relatados em outros animais com outras espécies de

crotalarias.
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APENDICE A — ARTIGO CIENTIFICO

Intoxicacdo espontanea e experimental por Crotalaria spectabilis (Fabaceae) em bovinos

Marlon Ribeiro?, Isadora N. Bianchi®, Lucas A. D. Pavelegini®, Jodo G. M. Silva®, Quelvia A. dos Santos?, Carolina
Zorzo!, Edson M. Colodel?, Fernando F. H. Furlan?

ABSTRACT.- Ribeiro M., Bianchi LN., Pavelegini L.A.D., Silva ].G.M., Santos Q. A, Zorzo, C., Colodel E.M., Furlan
F.H.F. 2020. [Spontaneous and experimental poisoning by Crotalaria spectabilis (Fabaceae) in cattle.]
Intoxicacdo espontanea e experimental por Crotalaria spectabilis (Fabaceae) em bovinos. Faculdade de Medicina
Veterinaria, Universidade Federal de Mato Grosso, Av. Fernando Corréa da Costa 2367, Boa Esperanca, Cuiaba,
MT 78060-900, Brazil. E-mail: marlonribeiro86@gmail.com

Epidemiological, clinical and morphological findings of spontaneous and experimental poisoning by
Crotalaria spectabilis in cattle are described. Spontaneous intoxication occurred on a Property in the
municipality of Sapezal, Mato Grosso (MT), 20 days after the introduction of a bovine herd in a paddock invaded
by C. spectabilis, six of which became ill and died and one of them was submitted to necropsy. The rest of the
animals were transferred to pastures, free from Crotalaria spp on a property in the municipality of Sdo José do
Rio Claro, MT. Among the cattle transferred, over the course of 45 days, 35 animals fell ill and 15 died, two of
which underwent necropsy. The signs observed were weight loss, jaundice, decubitus, pedaling movements and
death. The main macroscopic changes were observed in the liver, which was firm and yellowish with irregular
whitish areas. Microscopically, hepatic changes involved coalescing periacinar fibrosis, megalocytosis,
microvacuolar degeneration and cholestasis. Vascular lesions with different intensities were observed in the
lung and kidney of the three cattle. In the brain there was status spongiosus in two cattle. The disease was
reproduced experimentally in cattle through the oral administration of seeds of Crotalaria spectabilis at a dose of
1g / kg / day for 30 days. Clinical signs were observed 87 days after ingestion of the first dose and death
occurred two days after the onset of clinical signs in both animals. The clinical and macroscopic signs observed
were similar to those observed in spontaneous intoxication

INDEX TERMS: Bovine diseases, Crotalaria spectabilis, Pyrozolidinic alkaloids, Monocrotaline, Hepatic fibrosis.

Resumo: Sio descritos os achados epidemiolédgicos, clinicos e morfolégicos da intoxicacdo espontianea e
experimental por Crotalaria spectabilis em bovinos. A intoxicagdo espontanea ocorreu em uma Propriedade no
municipio de Sapezal, Mato Grosso (MT), apés 20 dias da introdugdo de um rebanho bovino em um piquete
invadido por C. spectabilis sendo que seis bovinos adoeceram e morreram e um deles foi submetido a necropsia.
O restante dos animais foi transferido para pastos, livres de Crotalaria spp em uma propriedade no Municipio de
S3o José do Rio Claro, MT. Dentre os bovinos transferidos, no decorrer de 45 dias, 35 animais adoeceram e 15
morreram, sendo dois submetidos a necropsia. Os sinais observados foram perda de peso, ictericia, decubito,
movimentos de pedalagem e morte. As principais altera¢cdes macroscopicas foram observadas no figado que
apresentava-se firme e amarelado com areas irregulares brancacentas. Microscopicamente as alteracdes
hepaticas envolviam fibrose periacinar a coalescente, megalocitose, degeneracdo microvacuolar e colestase.
Lesdes vasculares com diferentes intensidades foram observadas em pulmao e rim dos trés bovinos. No encéfalo
havia Status spongiosus em dois bovinos. A doenca foi reproduzida experimentalmente em bovinos através da
administracdo via oral de sementes de Crotalaria spectabilis na dose de 1g/kg/dia por 30 dias. Os sinais clinicos
foram observados 87 dias apds a ingestdo da primeira dose e a morte ocorreu dois dias apds o inicio dos sinais
clinicos em ambos os animais. Os sinais clinicos e macroscépicos observados foram similares aos observados na
intoxicacdo espontanea.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Doengas de Bovinos, Crotaldria spectabilis, Alcaloides Pirrozolidinicos, Monocrotalina,
Fibrose Hepatica.

Introducao: Espécies do género Crotalaria (Leg. Papilionoideae) sdo leguminosas muito utilizadas na agricultura
para cobertura do solo e rotacdo de culturas, uma vez que promovem fixa¢ido de nitrogénio no solo e auxiliam no
combate aos nematoides que causam lesoes radiculares (Debisi et al. 2016), porém, também sio invasoras de
plantacdes e pastagens e podem causar intoxicacdo em animais de interesse pecuario (Tokarnia et al. 2012).
Numerosas espécies de Crotalaria sio responsaveis por intoxicacdes em animais domésticos: C. burkeana,
C. spectabilis, C. retusa, C. pallida (C. mucronata) para bovinos (Steyn 1934, Becker et al. 1935, Thomas et al. 1935,
Sanders et al. 1936, Piercy & Rusoff 1946, Emmel 1948, Lemos et al. 1997, Nobre et al. 2004a), C. globifera, C.
dura, C. retusa, C. medicaginea, C. juncea para equinos (Steyn 1934, Fletcher et al. 2011, Nobre et al. 2004a,
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2004b, Botha et al. 2012); C. globifera, C. duram C. retusa, C. pallida (C. mucronata) para ovinos (Steyb 1934,
Nobre et al. 20044a, Dantas et al. 2005, Nobre et al. 2005, Riet Correa et al. 2011, Borelli et al. 2015), C. spectabilis
para suinos (Ubiali et al,, 2011), C. retusa para suinos (Hooper & Scanlan 1977) e caprinos (Maia et al. 2013).

Dentre as plantas do género, a Crotalaria spectabilis é considerada a espécie mais toxica (Burrows & Tyrl
2013) e foi descrita causando lesdes hepaticas em bovinos (Sanders et al. 1936, Piercy e Rusoff 1946, Emmel
1948) e suinos (Ubiali et al. 2011). O principio ativo mais importante é o alcaloide pirrolizidinico (AP)
retronecina denominado monocrotalina (MNC) que ap6s a ingestdo, pode ser dehidrogenada em hepatécitos
pelo complexo enzimatico citocromo P-450, formando diésteres pirrélicos ativos (Mattocks 1986, Cheeke 1988,
Huxtable 1990, Fu et al. 2004, Burrows & Tyrl 2013, Moreira et al. 2018), os quais se ligam irreversivelmente ao
acido nucleico (Burrows & Tyrl 2013), especialmente em hepatécitos, pulmio ou rins, e que mesmo sem
interferéncia significativa na sintese de DNA, inibem a mitose destas células (Burrows & Tyrl 2013, Yao 2014,
Moreira et al. 2018). Em hepat6citos causam acentuado aumento de volume nuclear e citoplasmatico, resultando
em hepatomegalocitose (Bull 1955, Cheeke 1988). Com a morte dos hepatdcitos ha substituicio por tecido
fibroso (Cheeke 1988, Burrows e Tyrl 2013), assim, a intoxicacdo se manifesta de uma forma aguda, na qual se
observa necrose hepatocelular zonal, predominantemente centrolobular ou de forma cronica, caracterizada
predominantemente por fibrose hepatica (Sanders et al. 1936, Piercy & Rusoff 1946, Emmel 1948, Ubiali et al.
2011). Esse trabalho descreve os aspectos epidemiolédgicos, clinicos e anatomopatolégicos de um surto de
intoxicacdo espontanea por C. spectabilis em bovinos, e avaliar os aspectos clinicos, anatomopatolégicos e
toxicoloégicos da intoxicacdo experimental por de sementes de C. spectabilis em bovinos.

Materiais e Métodos: Historicos e dados epidemioldgicos foram obtidos in loco, durante visita técnica realizada
pela equipe do Laboratério de Patologia Veterinaria (LPV) da Universidade Federal de Mato Grosso, Campus
Cuiaba (UFMT) e junto ao veterindrio que presta servigos as duas propriedades onde ocorreu a doenga nos
municipios de Sapezal, MT (propriedade A) e Sio José do Rio Claro, MT (Propriedade B). Na propriedade, o
veterinario os dados levantados foram quanto a idade, raca, origem, finalidade, alimentacio, fonte de agua,
manejo de pastagem, condi¢des climaticas, composicdo dos lotes, tamanho dos piquetes e cultivos que
antecederam o plantio da pastagem presente nos piquetes. Adicionalmente, durante a visita foi realizado
inspecdo de pastagem, ra¢io e agua em ambas as propriedades. Quando necessario, procedeu-se com eutanasia
segundo Resolucdo CFMV N°1000/2012, seguido de necropsia, coleta sistematica de amostras do sistema
nervoso central, hipéfise, pulmio tiredide, coracdo, figado, bago, rins, adrenais, intestinos, sistema linfatico,
musculo esquelético, pancreas, glandula salivar. As amostras coletadas foram fixadas em solugio de formalina
10% tamponada e processadas rotineiramente, corados pelas técnicas de Hematoxilina e Eosina (HE) e para
evidenciacdo da deposicdo de colageno no parénquima hepatico utilizou a coloragdo Tricromico de Masson
(Prophet et al., 1992) para avaliacdo em microscopia 6tica. Adicionalmente, apods investigagdo na propriedade B,
seguiu novamente para a propriedade A, onde foi realizada coleta de plantas e encaminhadas ao Herbario
Central da UFMT, onde foram identificadas como Crotalaria spectabilis no sob o nimero de protocolo 44306.

Para a intoxicacdo experimental, o projeto aprovado, sob o protocolo 23108.918801/2017-87, pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Mato Grosso. As sementes foram obtidas
em uma sementeira localizada no municipio de Nova Xavantina - MT, que cultivam exclusivamente essa espécie
de Crotalaria entre as principais safras. As sementes foram trituradas em macro moinho (Macro Moinho Nova
Organica®, Brasil) e armazenadas congeladas para fornecimento aos bovinos.

Para esse estudo foram selecionados, em uma propriedade livre de Crotalaria spp, localizada no municipio
de Santo Antonio de Leverger, quatro bovinos jovens de aptiddo leiteira, machos, ruminantes ativos, com 12
meses de idade e sem raca definida, que se encontravam dentro dos padrdes considerados normais para a
espécie ao hemograma completo e perfil bioquimico (Alanina Aminotransferase (ALT), Gama
Glutamiltransferase (GGT), bilirrubina total (BT) e bilirrubina direta (BD)). Para realizagido do perfil bioquimico
o tubo foi abrigado da luz com papel aluminio imediatamente apés a retracdo do coagulo, as amostras foram
centrifugadas a 3.500 rpm, por 10 minutos. O soro obtido foi processado e analisado no mesmo dia em
analisador bioquimico Wiener CM200 (Wiener Lab., Ros rio, Argentina), por meio de kits comerciais Wiener
Lab® para AST, GGT, BT e BD.

Os bovinos selecionados foram distribuidos aleatériamente em dois grupos contendo dois animais cada.
Os bovinos foram alocados em piquetes medindo 160m?, pesados e adaptados durante o periodo de 7 dias, com
alimentacdo a base de feno de Tifton, silagem de milho, racdo, sal mineral e agua ad libidum. O primeiro grupo
(Bovinos 4 e 5) recebeu, como complemento da dieta, 1g/kg/dia, durante trinta dias, sementes de Crotalaria
spectabilis trituradas via oral durante. O segundo grupo (Bovinos 6 e 7) nao recebeu complemento de dieta. Os
grupos foram monitorados clinicamente diariamente, do dia 0 ao dia 60 quanto a presen¢a ou auséncia de sinais
clinicos como: apatia, prostracdo, dificuldade de locomoc¢do, edema de barbela ou partes baixas, anorexia,
decubito e alteracdes de parametros vitais (frequéncia cardiaca e frequéncia respiratoria), coloracdo de mucosas
e tempo de preenchimentos capilares (TPC) e pesados semanalmente. Apods esse periodo, os animais passaram a
ser monitorados visualmente diariamente e os parametros clinicos aferidos semanalmente. Os bovinos que
morreram durante periodo de experimentacdo foram submetidos a necropsia, coleta sistematica e
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processamento rotineiro para analise em microscopia 6tica como descrito anteriormente. Para analise dos
resultados a fim de comparacdo das alteragdes entre os casos foi empregada a estatistica descritiva das variaveis
obtidas.

Resultados: Intoxicacdo espontinea: A intoxicacdo espontianea ocorreu entre os meses de Agosto e Outubro do
ano de 2017, em duas propriedades rurais, a primeira localizada no municipio de Sapezal, MT (propriedade A) e
a segunda localizada no municipio de Sdo José do Rio Claro, MT (Propriedade B). Na propriedade A, onde se faz
recria de bezerros, o médico veterinario da fazenda relatou que um lote de 200 bovinos foi introduzido em um
piquete de 125 hectares formado por Brachiaria brizantha intensamente invadido por plantas do género
Crotalaria. Nesta propriedade utiliza-se o sistema integracdo lavoura/pecudria e, no ano anterior ao plantio da
pastagem (2016), houve plantio de milho em consércio com Crotaldria spectabilis com o objetivo para combate
aos nematoides das lesdes radiculares, fixacdo de nitrogénio e adubacgio verde. Ap6s o plantio da pastagem
houve a germinacdo de sementes que permaneceram viaveis apos a incorporacdo da matéria verde ao solo. Na
época que os bovinos foram introduzidos nos piquetes a Crotalaria spp se encontrava na fase de floragio e/ou
producdo de vagens (verificado in loco ap0s a investigagdo na propriedade B). Apds um periodo de 20 dias nesta
pastagem, seis bovinos (3%) adoeceram apresentando perda de peso, ictericia moderada, decubito com
movimentos de pedalagem e morreram rapidamente e um bovino (Bovino 1) foi submetido a necropsia pelo
veterinario da fazenda, e fragmentos de figado, rim, pulméo, coracido e encéfalo foram encaminhados para andlise
no Laboratério de Patologia Veterinaria (LPV) da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT). Considerando as
lesdes hepaticas observadas durante a necropsia, o médico veterindrio que dava assisténcia a propriedade
atribuiu a mortalidade daqueles bovinos ao consumo de Crotalaria spp e recomendou que os bovinos restantes,
que se encontravam nos piquetes invadidos pela planta, fossem para transferidos para outra propriedade.

A Propriedade B faz terminacdo de bovinos em sistema de semiconfinamento, compondo lotes com
aproximadamente 150 bovinos oriundos de diversas fazendas de acordo com a rotina de compra de gado
daquele grupo empresarial. Nesta propriedade, os bovinos eram todos lotados em piquetes formados por
Brachiaria brizantha e, adicionalmente, recebiam ragio batida na propriedade com nucleo concentrado, que era
diretamente fornecido no cocho e agua ad libidum. Em um desses lotes, no periodo de 45 dias a partir da data de
introdu¢do dos animais ao semiconfinamento, adoeceram 35 bovinos (23,3%). Estes animais apresentaram
perda de peso com escore corporal variando entre 1 e 2 em uma escala de 1 a 5 (Marlowe et al. 1962), ictericia e
aumento de volume abdominal e dentre os animais doentes, 15 bovinos morreram (10%) e um (Bovino 2)
também foi submetido a necropsia pelo médico veterinario que da assisténcia a propriedade, com fragmentos
encaminhados ao LPV/UFMT, e apds deslocar uma equipe para a propriedade B, um outro bovino (Bovino 3) foi
submetido a eutanasia in Extremis seguido de necropsia pela equipe do LPV-UFMT. Durante a investigacdo, da
mortalidade que ocorreu na Propriedade B ndo foram encontrados fatores que pudessem ser responsaveis pelo
quadro observado nos animais, e ao levantar a origem do lote de bovinos, verificou-se que todos os bovinos que
adoeceram e morreram na propriedade B eram oriundos da propriedade A. Procedeu-se entdo a visita a campo
na propriedade A para coleta de plantas in loco para classificacio da espécie de Crotalaria spp. Os demais
animais foram alocados em outros piquetes e neles nio foram observados sinais clinicos como descritos nos
demais animais expostos a Crotalaria spectabilis.

A necropsia as lesdes observadas nos bovinos 1, 2 e 3 foram semelhantes e variaram apenas em
intensidade. Notou-se baixa condi¢io corporal; o figado apresentava-se com volume diminuido e com superficie
capsular levemente irregular. Na superficie capsular e de corte se observou areas amarelo-brancacentas com
consisténcia firme e distribuicio aleatéria multifocal a coalescente. Na cavidade abdominal havia
aproximadamente 6 litros de liquido amarelado e translicido (ascite). O pulmio ndo estava colabado, tinha
consisténcia fibroelastica e era levemente hipocriptante.

Microscopicamente as principais lesdes foram observadas no figado e, em menor intensidade, nos
pulmdes, rins e sistema nervoso central (SNC). As lesdes hepaticas foram semelhantes e se caracterizam por
proliferacio de tecido fibroso que substituia grande parte do parénquima hepatico e provocava desarranjo dos
sinusodides hepaticos ou substituia o parénquima hepatico em diferentes intensidades, com menor intensidade
no bovino 1 e acentuada intensidade no bovino 2 e 3. Essa lesdo era predominantemente centrolobular no
Bovino 1 e multifocal a coalescente nos bovinos 2 e 3, e a disposicdo de colageno dada pela fibrose hepatica
foram evidenciadas pela coloracdo Tricromico de Masson. Os hepatdcitos remanescentes apresentavam
degeneracio citoplasmatica microvacuolar e frequentemente se observava megalocitose. Havia ainda moderada
a intensa colestase e, na regido portal, notou-se proliferacio moderada a acentuada de ductos biliares e
hiperplasia do epitélio ductal. Verificou-se no Bovino 1 auséncia de hepatdcitos na regido centrolobular
acompanhada de dilatagido do sinusoides hepaticos e fibrose leve a moderada, e por vezes essa lesdo se estendia
até a regido mediozonal ou a regido centrolobular adjacente.

Nos pulmdes dos trés bovinos havia lesdes de arteriolas e no parénquima pulmonar. As lesdes
vasculares foram caracterizadas por espessamento das células endoteliais da tunica intima, degeneracio
vacuolar leve a moderada nas fibras musculares e maior espagamento de fibras na tinica média, levando ao
espessamento dessa camada e diminui¢cdo da luz do vaso que em alguns casos ficavam obliterados pelas células
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endoteliais espessadas. Por vezes se notou ainda leve a moderado infiltrado linfoplasmocitario. Ja4 na tunica
adventicia notou-se moderado a intendo espagamento entre as fibras muitas vezes causando aspecto
desorganizado nesta camada. No parénquima pulmonar havia infiltrado linfoplasmocitario leve a moderado
acompanhado de edema e megalocitose. Essas alteracdes levavam ao espessamento dos septos interalveolares.
Nos rins havia lesdes glomerulares, tubulares e em arteriolas da regido corticomedular. Os corpusculos renais
estavam ingurgitados por espessamento do mesangio e leve espessamento das membranas basais de capilares
glomerulares, adicionalmente, no espaco de Bowman havia leve deposicdo de material amorfo e hialino. Nas
arteriolas da juncio corticomedular havia espassamento moderado a acentuado entre as fibras musculares. No
telencéfalo, tilamo, hipotalamo, hipocampo, mesencéfalo, medula oblonga, cerebelo e medula espinhal havia
vacuolizacdo de intensidade variada que se na substincia branca e jungdo com substancia cinzenta (Status
spingiosus). As lesdes foram leves no Bovino 1 e moderadas no Bovino 3, no Bovino 2 o encéfalo nio foi coletado.

Intoxicacdao experimental: O bovino 04 e 05 recebeu 146g/kg/dia e 110g/kg/dia, consecutivamente, de
sementes trituradas durante trinta dias. Ndo houve a manifestagido de sinais clinicos durante a experimentagio.
As alteragdes clinicas foram observadas a partir do dia 87 apés o inicio da administragido das sementes, e foram
caracterizados por apatia, prostracdo, anorexia, emagrecimento progressivo, dectbito esternal, decubito lateral e
morreram apds 48 e 52 horas, consecutivamente, decorridas do inicio dos sinais clinicos. Os bovinos 06 e 07, que
nio receberam complementacido da dieta ndo apresentaram alteracdes clinicas.

Durante a necropsia do Bovino 4 apresentava escore corporal 2 (Marlowe et al. 1962), notou-se ascite (10
litros), mucosas oculares e serosas estavam levemente ictéricas, o figado apresentava-se de coloragdo marrom
amarelada intercalado com areas avermelhadas e sua consisténcia a palpagio era firme. A superficie de corte era
irregular, de coloragdo amarelada e firme a palpacdo. A vesicula biliar estava repleta e com equimoses e sufusoes.
O pulmio apresentava areas avermelhadas de consisténcia levemente firme e hipocreptantes a palpacdo. Nos
demais 6rgios ndo havia alteracdes macroscopicas dignas de nota. Ja o Bovino 5 apresentou escore corporal 1
(Marlowe et al. 1962), figado com tamanho reduzido, superficie capsular retraida e irregular, consisténcia firme
a palpacdo e com padrio lobular evidente. A superficie de corte apresentava coloracdo vermelho escura e com
areas branco-amareladas irregulares. Os demais 6rgaos nido apresentaram alteracgoes.

Microscopicamente a principal lesdo observada nos animais localizava-se no figado e era caracterizada
por proliferagdo centro lobular a coalescente de tecido fibroso e deposicdo de colageno que substituia o
parénquima hepatico e era acompanhada de desarranjo dos corddes hepatocelulares adjascentes. Os hepatocitos
remanescentes apresentavam citoplasmas retraidos, fortemente eosinofilicos com degeneracdo microvacuolar,
entre eles, frequentemente se observava megalocitose em diferentes intensidades. A proliferacdo de tecido
fibroso e deposicdo de colégeno era melhor evidenciada através da coloragio do Tricromico de Masson. Essa
lesdo foi acentuada no Bovino 4 e leve a moderada no Bovino 5. Havia ainda colestase leve a moderada e
proliferacio moderada a acentuada de ductos biliares. Adicionalmente, no Bovino 4 notou-se, nas artérias dos
pulmdes, espessamento leve e desorganizacdo da tunica intima caracterizado por aumento do espacamento
entre fibras musculares No telencéfalo, talamo, hipotalamo, hipocampo, mesencéfalo, medula oblonga, cerebelo e
medula espinhal havia vacuolizagio (Status spongiosus) de intensidade variada na substdncia branca e jun¢ido
com substancia cinzenta.

Discussao: Frequentemente os casos de intoxicacdo espontdnea por Crotalaria spp em herbivoros estio
relacionados a alta infestagdo de pastagens pela planta, as vezes, associados a baixa disponibilidade de forragem
(Sanders et al. 1936; Piercy e Rusoff. 1946; Nobre et al. 2004 a; Nobre at al. 2005; Riet Correa et al. 2011; Maia et
al. 2013). Em suinos é comum que intoxicagdes ocorreram apdés o consumo de racdo preparada com graos
contaminados por sementes de Crotalaria spp (Hooper e Scanlan 1977; Ubiali et al. 2011).

Neste estudo o fator determinante no consumo da planta pelos bovinos na intoxicacdo natural foi a
introduc¢do dos bovinos em piquetes de Brachiaria brizantha invadidos por Crotalaria spectabilis, que germinou
apos incorporacio da planta ao solo, para preparacdo da pastagem. O consumo da planta pode estar atribuido a
alta pressdo de pastoreio exercido sobre a pastagem, o que resulta em rapida degradagio da matéria verde
volumosa tornando espécies invasoras, como a Crotaldria spectabilis, uma alternativa ao pastoreio do capim
degradado.

Apesar de haver espécies de Crotalaria spp responsaveis por causar laminite em bovinos (Steyn 1934;
Tokarnia 2012), ou ainda sindrome urémica em suinos (Hooper e Scanlan 1977), a maioria das espécies
descritas como téxicas sdo responsaveis por quadros predominantemente hepaticos ou pulmonares (Tokarnia
2012). Em condig¢des naturais, plantas do género Crotalaria sdo descritas como responsaveis por hepatopatia
aguda em suinos (Ubiali et al. 2011), ovinos (Nobre et al. 2004b) e caprinos (Maia et al. 2013), e cronica em
Bovinos (Sanders et al. 1936; Emmel 1948; Piercy e Rusoff 1946), ovinos, equideos e caprinos (Nobres et al.
2004a). Neste estudo, baseado nos achados clinicos e lesionais da intoxicacdo natural e nos dados clinicos
cronologicos e lesionais da intoxicagdo experimental, a doenca foi caracterizada como uma hepatopatia toxica
cronica.
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Na intoxicacdo espontinea, de acordo com os dados epidemiolégicos levantados os bovinos
apresentaram os primeiros sinais clinicos entre 20 e 65 dias ap6s inicio do consumo e o curso clinico da doenga
variou de subagudo a cronico. Em contra partida, o estudo experimental realizado demonstrou que os bovinos
avaliados apresentaram os primeiros sinais clinicos aos 87 dias ap6s o inicio da exposi¢do as sementes, ao passo
que o grupo controle ndo apresentou alteracdes clinicas. Estudos realizados em bovinos ja demonstraram que C.
Spectabilis provoca doenca cronica entre 60 e 75 dias apds a administragido a bovinos (Sanders et al. 1936; Piercy
e Rusoff 1946). Em outros experimentos realizados, em bovinos, utilizando C. saltiana e C. anagrynoides os
animais, de modo geral, adoeceram apds consumir a planta por 7 dias a 9 meses, portanto em curso clinico
variando de aguda a cronico (Barri e Adam 1981; Tokarnia e Dobereiner 1983). Bovinos intoxicados por plantas
que contém alcaloides pirrozolidinicos (AP) podem adoecer meses ou anos ap6s terem ingerido a planta
(Sanders et al. 1936; Tokarnia E Dobereiner 1984; Barros 2016). Quando os animais comem pequenas
quantidades diarias de plantas com alcaloides pirrozolidinicos ocorre um periodo latente em relacdo ao
aparecimento dos sinais clinicos, isso se relaciona a progressao lenta e incipiente, porém progressiva, e os sinais
clinicos s6 se manifestariam mais tarde quando a lesdo hepatica é suficientemente grave (Tokarnia e Dobereiner
1984). Os parametros clinicos vitais dos bovinos 4 e 5 se mantiveram dentro dos padrdes de normalidade, como
descrito para bovinos leiteiros (Baccari Jr. 1971; Ferreira et al. 2006) até o dia 87 apés o dia 0 da
experimentacgdo. Nesses casos de doenca hepatica cronica é comum que animais, apesar de apresentaram graves
lesdes hepaticas, os apresentam sinais clinicos muito tempo apés a ingestdo da planta (Barri & Adam 1981;
Tokarnia e Débereiner 1984).

Neste estudo, tanto na intoxicacdo espontanea como na experimental a principal lesdo foi observada no
figado e se caracterizou por fibrose hepatica com megalocitose, desorganizacio acentuada dos corddes
hepatocelulares e proliferacio de canaliculos biliares. As alteracées pulmonares descritas neste caso sdo
frequentemente descritas na intoxica¢do cronica por plantas do género Crotalaria, acompanhadas ou nido de
lesdo hepatica (Nobre et al. 1994; Boghossian et al. 2007; Botha et al. 2012; Pessoa et al. 2013; Pires et al. 2015).
Por outro lado, sdo descritos casos de intoxicacdo por C. mucronata em que a evolucio clinica da doenga é aguda
e as lesdes sdo exclusivamente pulmonares e caracterizadas por edema acentuado e difuso (Laws 1968; Tokarnia
& Dobereiner 1982; Borelli et al. 2016).

Neste estudo, nos casos naturais ainda foi observado ainda lesdes renais que, apesar de infrequentes, sdo
descritas na intoxicagdo por C. spectabilis em bovinos (Sanders et al. 1936), C. retusa em suinos (Hooper 1977) e
por C. spectabilis em suinos (McGrath e Duncan 1975; Torres et al. 1997) e caprinos (Pires et al. 2015) bem como
em animais intoxicados por Senecio spp (Barros et al. 1987; Ilha et al. 2001). Na intoxicacdo experimental ndo
havia alteragdo renal significativa.

Alguns autores pressupdem que as alteragdes morfolédgicas, no encéfalo, observadas na intoxicagio por
plantas do género Crotalaria se devem a neurotoxicidade direta de seu principio ativo (Pitanga et al. 2011;
Pitanga et al. 2012). No entanto, as vacuolizacdes do encéfalo observadas nesse caso sido frequentemente
descritas em doengas hepaticas cronicas associadas a encefalopatia hepatica. Status spongiosus ocorre
secundariamente a hiperamonemia decorrente do dano hepatico. A amdnia provoca edema intramielinico
formando vacutolos na substancia branca do encéfalo (Kelly 2007; Elco & Wijdicks, 2016).

A principal substancia téxica presente em C. spectabilis é um alcaloide pirrozolidinico (AP) denominada
monocrotalina (MNC) (Neal et al. 1935). APs sdao um grupo de alcaloides derivados da ornitina. Eles raramente
ocorrem na forma livre como uma base pirrozolidina, sio mais frequentemente encontrados como ésteres
(monoésteres, diésteres ou ésteres macrociclicos) formados por uma base necina (amino alcoois) e um ou mais
acidos nécicos (acidos alifaticos mono ou dicarboxilicos), os quais sdo responsaveis por sua diversidade
estrutural. Eles normalmente sdo encontrados na forma de bases tecidrias de alcaloides pirrozolidinicos N-
oxidos. De acordo com a estrutura da base necina, os APs podem ser classificados em quatro grupos:
Retronecina, Heliotridina, Otonecina e Platinecina (Mattocks 1986; Cheeke 1988; Moreira et al. 2018). MNC é um
AP do tipo retronecina e, como muitos APs, ndo é quimicamente reativo, sendo, ap6s a ingestio, absorvida no
trato gastrintestinal, chega a corrente sanguinea e aproximadamente 80%, dela é excretada pela urina, fezes ou
leite sem ser metabolizada (Moreira et al. 2018). A maior parte da bioativacdo ocorre no figado e, desse modo,
como vimos neste estudo, este 6rgio é o mais frequentemente afetado nos casos de intoxicacdo (Mattocks 1986;
Cheeke 1988; Huxtable 1990; Fu et al. 2004). Existem trés vias principais para o metabolismo de MNC: Hidrolise,
N-oxidac¢do e Dehidrogenacdo. As duas primeiras levam a formacio de substancias indcuas e sdo consideradas
mecanismos de detoxificagio, por outro lado, a dehidrogenacdo, modulada pelo complexo enzimatico citocromo
P-450, leva a formacdo de 1,2 dehidromonocrotalina, um diéster pirrélico altamente ativo (Mattocks 1986;
Cheeke 1988; Huxtable 1990; Fu et al. 2004; Burrows & Tyrl 2013; Moreira et al. 2018). Os pirroéis formados
lesionam os hepatdcitos se ligando irreversivelmente ao DNA (efeito alquilante) e impedem que ocorra mitose
nos hepatdcitos, embora a sintese de DNA e citoplasma permaneca. Isso causa um aumento no volume nuclear e
citoplasmatico dos hepatdcitos chamado hepatomegalocitose (Bull 1955; Cheeke 1988). Apesar de seu volume, o
metabolismo dos megalécitos diminui consideravelmente (Seawright et al. 1991), e se ocorre mitose os
hepatdcitos morrem e sio substituidos por tecido fibroso (Cheeke 1988; Burrows & Tyrl 2013). Parte dos pirrois
formados no figado podem, através da circulagio, e como observado nesse caso, causar lesdes em outros 6rgio
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como pulmdo ou rins (Mattocks 1986; Cheeke 1988; Huxtable 1990; Fu et al. 2004; Burrows & Tyrl 2013; Yao
2014; Moreira et al. 2018).

Conclusao: Crotalaria spectabilis é toxica para bovinos, causando principalmente fibrose hepatica. A
doenga natural pode ocorrer decorrente de problemas de manejo na colheita de sementes ou incorporacdo ao
solo, contaminando as pastagens e se tornando uma forma em potencial de intoxicacdo de bovinos no sistema de
integracdo lavoura-pecudaria. Essa doenca pode ser reproduzida experimentalmente, nesta espécie, através da
administracao de sementes na dose de 1g/kg por 30 dias.
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