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RESUMO

SAVARIS, Thaiza. Intoxicacdo experimental pelas sementes
de Crotalaria lanceolata E. Mey. (Fabaceae) e Crotalaria
pallida Aiton. (Fabaceae) em frangos de corte (Gallus gallus
domesticus). 2016. 79p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Animal) — Universidade do Estado de Santa Catarina.
Programa de Pds Graduagdo em Ciéncia Animal, Lages, 2016.

Crotalaria lanceolata e Crotalaria pallida sdo leguminosas
presentes na maioria do territério brasileiro. Inicialmente
foram utilizadas como adubacdo verde e devido sua facil
disseminacdo sdo consideradas invasoras de culturas. Através
da colheita mecanizada das lavouras de soja e milho pode
ocorrer contaminagdo destes grdos com as sementes dessas
espécies e entrar na formulacdo de racdo para animais de
producdo. O género Crotalaria spp. possui alcaloides
pirrolizidinicos de acdo toxica. A maioria das espécies desse
género causam lesbes hepaticas, com evolucdo aguda ou
cronica. Frangos de corte de um dia e 28 dias de vida foram
alojados no aviario experimental localizado no Setor de
Avicultura do CAV/UDESC. Os frangos de corte foram
divididos em grupo | (sementes de C. pallida), grupo Il
(sementes de C. lanceolata) e grupo controle. Os grupos | e 1l
foram divididos em cinco subgrupos, com oito frangos cada,
que a partir do sétimo dia de vida, receberam doses continuas
de 0,4%, 0,8%, 2,5% e doses unicas de 15% e 25%. Quatro
frangos de cada grupo foram sacrificados aos 28 dias,
completando 21 dias de consumo das sementes, e 0s quatro
restantes aos 42 dias de vida, completando 35 dias de consumo
das sementes. Também foram conduzidos experimentos com
as sementes dessas duas plantas com aves de 28 dias, as quais
foram divididas em cinco grupos com quatro aves por grupo,
para receberem durante vinte dias as doses de 1% e 2% de



sementes de C. pallida e C. lanceolata na racéo,
respectivamente. Estas aves foram sacrificadas ao
completarem 80 dias de vida. Sementes de Crotalaria
lanceolata demonstraram maior toxicidade para frangos de
corte do que sementes de Crotalaria pallida fornecidas a
partir do sétimo dia de vida das aves. Os sinais clinicos
foram inapeténcia, penas arrepiadas e diarreia acastanhada. Na
macroscopia  observou-se edema  subcutaneo, ascite,
hidropericardio, figado de coloragdo amarelada com
hipertrofia e, ou, atrofia, evidenciacdo do padrdo lobular e
vesicula biliar distendida. As lesBes histoldgicas estavam
presentes na maioria das aves e caracterizaram-se por
tumefacdo e degeneracdo vacuolar de hepatocitos. Nas aves
que manifestaram alteracGes clinicas e lesdes macroscopicas,
havia megalocitose, cariomegalia, hiperplasia do epitélio
biliar, leve, esferoides eosinofilicos e invaginacdao nuclear com
perda da arquitetura dos corddes de hepatdcitos.

Palavras-chave: Plantas hepatotoxicas, alcaloides
pirrolizidinicos, intoxicacdo por Crotalaria sp., frangos de
corte.






ABSTRACT

SAVARIS, Thaiza. Experimental poisoning by Crotalaria
lanceolata E. Mey. (Fabaceae) and Crotalaria pallida Aiton.
(Fabaceae) seeds in poultry (Gallus gallus domesticus).
2016. 79 p. Dissertacdo (Master in Animal Science) -
University of the State of Santa Catarina. Postgraduate
Program in Animal Science, Lages, 2016.

Crotalaria lanceolata E. Mey. and Crotalaria pallida Aiton.
are leguminous found in most of brazilian territory. It were
initially used as green manure and due its easy spread now are
considered crops invasive. Soybean and corn contamination
can occur through the mechanical harvesting of these grains
with the seed of Crotalaria spp. species and enter the
production animals feed formulation. This genus has
pyrrolizidine alkaloids of toxic action. Most species of plants
of the genus can cause acute or chronic liver injury. Broiler
chickens of one day and with 28 days of age were housed in
the experimental aviary located at the Poultry Department of
CAV/UDESC. The broilers were divided into Group | (C.
pallida seeds), Group Il (C. lanceolata seeds) and control
group. The Groups | and Il were divided into five subgroups,
each one with eight chickens, which received, from the seventh
day of age, seeds at continual doses of 0,4%, 0,8% and 2,5%,
and single doses of 15% and 25% in feed. Four broiler were
sacrificed at 28 days old in each group, completing 21 days of
seeds consumption, and the four remaining at 42 days old,
completing 35 days of seeds consumption. Experiments were
also conducted with seeds of both plants in 28 days old broiler,
which were divided into five groups with four animals each
group, to receive for twenty days the doses of 1% and 2% C.
pallida and C. lanceolata seeds in feed, respectively. Broiler
were sacrificed when they were 80 days old. C. lanceolata
seeds showed higher toxicity for broilers than C. pallida seeds
both supplied from the seventh day of bird life. Clinical signs



were inappetence, ruffled feathers and brown diarrhea.
Macroscopically observed subcutaneous oedema, ascites,
hydropericardium, yellowish liver with hypertrophy, or
atrophy, pattern lobular evidenciation distended gallbladder.
Histological lesions were present in most birds and is
characterized by swelling and vacuolar degeneration of
hepatocytes. The broiler which showed clinical and
macroscopic lesions, had megalocytosis, karyomegaly, biliary
epithelial hyperplasia, slight, eosinophilic spheroids and
nuclear invagination with loss of hepatocyte cords architecture.

Key words: Hepatotoxic plants, pyrrolizidine alkaloids,
intoxication by Crotalaria sp., broiler.
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1 INTRODUCAO

As plantas do género Crotalaria sp. sdo leguminosas
que foram introduzidas no Brasil com propésito de utilizacdo
na agricultura como adubacdo verde, mas comumente
tornaram-se plantas invasoras de culturas (LORENZI, 2008).

Plantas  desse género possuem alcaloides
pirrolizidinicos de ag&o toxica ndo so para animais (NOBRE et
al.,, 2005) como também para humanos (WIEDENFELD:;
EDGAR, 2010). A intoxicacdo por alcaloides pirrolizidinicos é
uma importante causa de mortalidade de animais na pecuaria
brasileira (LUCENA et al., 2010). As sementes podem
contaminar grdos de cereais que servem como base nha
formulacdo de racdo para animais de producdo. As folhas e
sementes de plantas deste género podem causar distarbios
respiratorios e, ou, hepaticos.

No Brasil, sdo descritos surtos espontaneos de
intoxicacdo em bovinos pelas folhas e sementes de C. pallida
(LEMOS et al., 1997); C. retusa (NOBRE et al., 2004b) e C.
incana (QUEIROZ et al., 2013); em ovinos pelas folhas de C.
retusa (DANTAS et al., 2004; RIET-CORREA et al., 2011) e
sementes (ANJOS et al., 2010), e pelas folhas de C. pallida
(BORELLI, 2015); em equinos pelas sementes de C. juncea
(NOBRE et al., 1994) e C. retusa (NOBRE et al., 2004a); e em
suinos pelas sementes de C. spectabilis (UBIALI et al., 2011).

Intoxicacdo experimental foi reproduzida em bovinos
com folhas de C. pallida (TOKARNIA; DOBEREINER,
1982), C. anagyroides (TOKARNIA; DOBEREINER, 1983) e
sementes de C. pallida (BOGHOSSIAN et al., 2007); e em
suinos com sementes de C. spectabilis (SOUZA et al., 1997;
TORRES et al., 1997). Ndo ha registro da ocorréncia de
intoxicacdo por C. lanceotala em qualquer espécie animal.
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Crotalaria lanceolata E. Mey. e Crotalaria pallida
Aiton. sdo consideradas espécies subespontaneas no Brasil
(GARCIA et al., 2013). Estas duas espécies foram encontradas
em meio aos campos cultivados no municipio de S&o Jodo do
Sul, litoral sul de Santa Catarina.

Garantir a salde do plantel é fundamental para a
manutencdo das caracteristicas produtivas das aves. Para a
obtencdo de um desenvolvimento competitivo, devem ser
adotadas medidas que possibilitem a identificacdo e reducédo
de riscos a saude das aves e, por conseguinte, do homem. Tais
medidas baseiam-se nas boas praticas de producdo, dando
condicOes de rastreabilidade dos insumos e dos procedimentos
adotados durante todo o ciclo produtivo.

Apesar de ndo existirem relatos de intoxicagdo
espontanea em aves domeésticas através do consumo de ragédo
contaminada por C. lanceolata ou C. pallida, o objetivo deste
estudo foi avaliar a toxicidade das duas espécies caracterizando
0 quadro clinico e patoldgico da intoxicacdo e determinar as
guantidades toxicas para frangos de corte como modelo
experimental. E de grande importancia salientar a necessidade
de identificacdo dos possiveis problemas gerados por essa
intoxicagao para a avicultura comercial.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 PLANTAS DO GENERO Crotalaria sp.

O género Crotalaria sp., pertencente a familia
Fabaceae, subfamilia Papilionoideae (BIONDO et al. 2005),
encontra-se amplamente distribuido no territério brasileiro
(LORENZI, 2008). Com aproximadamente 690 espécies
distribuidas em regides tropicais e subtropicais, 0 género é um
dos maiores do grupo das Leguminosae (POLHILL, 1982;
WILLIAMS; MOLYNEUX, 1987; GARCIA et al., 2013).

As espécies deste género sdo originarias da Africa.
Foram introduzidas no Brasil para cultivo de cobertura do solo
e fornecimento de adubo verde, melhorando a fertilidade do
solo e atenuando problemas de erosdo. Atualmente s&o
utilizadas para combate de nematddeos de plantagcdes, em
programas de recuperacdo de areas contaminadas com
substancias toxicas, na producdo de fibras para confeccdo de
papel, na farmacologia e na medicina popular, através de
infusdes, podendo ser tdxica.

Em face da grande adaptabilidade e resisténcia, estas
plantas desenvolvem, nos mais variados ambientes, como nas
proximidades de rios, morros litoraneos, restingas, beiras de
matas, campos e cerrados. Sdo consideradas oportunistas e
invasoras de culturas (LORENZI, 2008; FLORES; MIOTTO,
2005). Quarenta e duas espécies deste género foram
reconhecidas no Brasil (FLORES, 2014).

As Crotalarias séo vulgarmente conhecidas por “xique-
xique”, “guizo-de-cascavel” ou ‘“chocalho-de-cascavel”, pois o
legume inflado e seco destas plantas, quando proximo a
deiscéncia, produz um som semelhante ao de um chocalho ou
guizo de cobra cascavel ao ser tocado (TOKARNIA et al.,
2012; GARCIA et al., 2013).
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As plantas deste género sdo comprovadamente toxicas
para varias espécies de animais (JONES et al., 1997). Embora a
maioria delas provoque lesGes hepaticas, de manifestacdo
aguda ou cronica, algumas espécies afetam o sistema
respiratorio (TOKARNIA et al., 2012)

Sabe-se que em boas condi¢Oes de oferta de alimento os
animais ndo ingerem a planta, nem mesmo suas sementes
(TOKARNIA et al., 2012), porém, existem relatos de
intoxicacdo por ingestdo da planta rocada, com oferta de
alimento (BORELLI, 2015), por ingestio de graos
contaminados, racdo, feno e silagem (TOKARNIA et al.,
2012).

2.2 GENERO Crotalaria;: ASPECTOS BOTANICOS

2.2.1 Crotalaria lanceolata E. Mey.

Crotalaria mossambicensis Klotzsch é sinébnimo de C.
lanceolata, uma planta perene que se reproduz por sementes.
Floresce a partir da primavera, apresentando ciclo de 100 a 120
dias (KISSMANN, 1999). Em Santa Catarina, vem sendo
muito utilizada em consorciamento com a cultura de mandioca
(MATTOS; DANTAS, 1981; ANDRADE et al., 2008).

Segundo Garcia e colaboradores (2013), C. lanceolata é
uma planta arbustiva, com caule de aproximadamente 1,1m de
altura. Ramos pubérulos, sem alas internodais. Estipulas
ausentes; folhas digitado-trifolioladas; peciolo pubérulo, 2,3 -
3,5cm de comprimento, frequentemente mais curto que o
foliolo terminal; foliolos lineares a lanceolados, base cuneada,
apice agudo-mucronulado, margens avermelhadas, face abaxial
pubérula, a adaxial glabra. Racemos terminais, longos, de
aproximadamente 12,6 — 15,6cm de comprimento, multifloros,
flores distribuidas ao longo da raquis; pedunculo e raquis
pilosos; bracteas triangulares, persistentes; pedicelo ereto 0,3-
0,5cm de comprimento, piloso; bractéolas triangulares, 0,05cm
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de comprimento, persistentes, inseridas na base do calice.
Flores 0,7-0,9cm de comprimento, colora¢do amarelada; calice
5-laciniado, 0,3-0,4cm de comprimento, externamente piloso,
internamente glabro; lacinias livres, pilosas, menores que 0
tubo calicino; estandarte largo-eliptico, com estrias vinaceas
evidentes, glabro, exceto na unguicula, base com dois
apéndices extensos até a unguicula, apice emarginado; alas
oblongas, com estrias viniceas pouco evidentes, curvas,
glabras, exceto na base, base unguiculada, apice arredondado;
pétalas da carena arredondadas, 0,8-0,9 x 0,3-0,5cm, com
estrias vindceas pouco evidentes, base unguiculada, apice
agudo, pouco prolongado, reto; estames 0,95-0,1cm de
comprimento; ovario pubérulo, pubescente na sutura ventral,
curto-estipitado; estilete curvo, 0,4-0,5cm de comprimento,
glabro, exceto em uma linha abaxial na porcdo superior;
estigma capitado. Legumes péndulos, 2,3-3 x 0,4-0,6cm,
negros, pubérulos, pubescentes na sutura ventral, apice
rostrado, curvo; estipite piloso, 0,5mm comprimento. NUmero
médio de 48 sementes por fruto, que possuem tegumento
externo com coloragdo em variados tons de castanho
(ANDRADE et al., 2008), amarelas a alaranjadas, 0,15-0,2 x
0,2 cm (Figura 1) (GARCIA et al., 2013).
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Figura 1 - Representacdo esquematica da Crotalaria lanceolata E. Mey. A.
Ramo com flor. B. Calice. C. Estandarte (ventral). D.

Estandarte (perfil). E. Ala. F. Carena. G. Androceu. H.
Gineceu. I. Fruto.

: \J\
2“““1%

Fonte: GARCIA et al., 2013.
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2.2.2 Crotalaria pallida Aiton.

A nomenclatura de maior validade na regra atual,
Crotalaria pallida Aiton. (1789), é sindnimo de Crotalaria
mucronata Desv. (1814) e de Crotalaria striata DC. (1825)
(KISSMANN, 1999).

A planta e anual, subarbustiva, ereta, bem ramificada
(LORENZI, 2008), se reproduz por sementes, com ciclo de 100
a 120 dias, floresce no outono e frutifica no outono e inverno
(KISSMANN, 1999). Caule medindo até 1,80m, ramos
pubescentes, sem alas internodais. Estipulas filiformes, 1-2mm
de comprimento, pilosas; folhas digitado-trifolioladas; peciolo
pubescente, foliolos elipticos a obovados, base cuneada, apice
emarginado-mucronulado, face abaxial pubérula, a adaxial
glabra; os terminais com 3,3-7,2 x 1,6-3,8cm, peci6lulos com
2,5-3cm de comprimento; os laterais com 2,2-5,8 x 1,1-3cm,
pecidlulos com 1,5-2cm de comprimento. Racemos terminais,
raramente axilares, curtos a longos, 4,8-37,5cm de
comprimento, multifloros, flores distribuidas ao longo da
raquis; pedunculo piloso, 2,3-10,5cm de comprimento; raquis
pilosa; bréacteas filiformes, 0,3-0,4cm de comprimento,
caducas; pedicelo ereto, piloso; bractéolas filiformes, caducas,
inseridas na base do célice. Flores 1-1,2cm de comprimento, de
coloracdo amarelada; céalice 5-laciniado, 6-9cm de
comprimento, externamente piloso, internamente glabro;
lacinias com um par superior conato no apice e trés inferiores
livres, pilosas, maiores que o tubo calicino; estandarte ovado,
com estrias avermelhadas, glabro, exceto na unguicula, base
com dois apéndices extensos até a unguicula, apice
emarginado; alas oblongas, com estrias avermelhadas, curvas,
glabras, exceto na unguicula, base unguiculada, éapice
arredondado; pétalas da carena arredondadas, estrias
avermelhadas, base unguiculada, &pice acuminado, pouco
prolongado, reto; estames 1,3- 1,4cm de comprimento; ovario
pubérulo, pubescente na sutura ventral; estilete curvo, glabro,
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exceto em uma linha abaxial na por¢do superior; estigma
capitado. Legumes péndulos, 3,5-4 x 0,5-0,7cm, castanhos com
manchas marrons, pubérulos, pubescentes na sutura ventral,
apice rostrado, curvo; estipite piloso. Sementes castanhas a
marrons, 0,2-0,3 x 0,3 cm (Figura 2) (GARCIA et al., 2013).
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Figura 2 - Representagdo esquematica da Crotalaria pallida Aiton. A.
Ramo com flores. B. Célice. C. Estandarte (ventral). D.
Estandarte (perfil). E. Ala. F. Carena. G. Androceu. H.
Gineceu. |. Fruto.

b ‘\\\ L 2mm
m«*\v

Fonte: GARCIA et al., 2013.
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2.3 PRINCIPIO TOXICO

O principio toxico de plantas do género Crotalaria sdo
os alcaloides pirrolizidinicos (APs). APs sdo constituintes
comuns de centenas de espécies de plantas pelo mundo, e
comumente intoxicam animais de produgéo, animais silvestres
e humanos (STEGELMEIER et al., 1999; FU et al., 2004).

Estes compostos sdo ésteres de amino-alcoois
insaturados derivados do ndcleo pirrolizidinico heterociclico,
de base livre e N-Oxidos. Geralmente sdo substancias béasicas
gue contém nitrogénio no anel heterociclico (CHEEKE, 1988;
RADOSTITS et al., 2007), e ndo séo rejeitadas na alimentacao
pelos animais (PETERSON; CULVENOR, 1983).

A toxicidade relativa de APs individuais € determinada
pelos seus metabolitos no figado e propriedades fisicas, tais
como a lipofilia, hidrofilia e farmacocinética (WIEDENFELD;
EDGAR, 2011).

O principio para a toxicidade dos APs para animais €
sua ativacdo metabdlica em dehidro-alcaloides pirrois. Esta
bioativacdo ocorre no figado (PETERSON; CULVENOR,
1983; SPINOSA, 2008). E provavel que a atividade
hepatotdxica destes compostos seja resultado da elevada
reatividade de derivados pirrdis de alquilacdo, gerados durante
0 metabolismo enzimatico. Tanto as moléculas alcaloides
quanto os metabolitos sdo agentes de alquilacdo reativos,
capazes de gerar ligacBes covalentes com macromoléculas
estaveis. Os metabdlitos sdo hepatotoxinas cumulativas que,
guando combinadas com pirréis, formam tio ésteres pirrdlicos,
que sdo convertidos pelo complexo enzimatico citocromo P-
450 monoxigenase, em ésteres pirrélicos, possuindo grande
capacidade de interacdo com o material genético
(MATTOCKS, 1986; LOUREIRO et al., 2002; FU et al., 2004;
SPINOSA et al., 2008; WIEDENFELD; EDGAR, 2011).
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APs sdo primariamente hepatotoxicos e podem causar
disfungbes pulmonares como consequéncia direta, ou seja,
causam sindrome hepatopulmonar. A intensidade desta
sindrome geralmente esta associada a presenca de hipertenséo
portal e evolucdo do quadro hepatico (COSTA et al., 1995,
DIAZ et al., 2003). O desenvolvimento de lesdes no figado e
pulméo deve-se aos efeitos combinados do dehidroalcaloide e
seu produto de hidrdlise, que possui fortes propriedades anti-
mitoticas (CULVENOR et al., 1976).

A monocrotalina, principal alcaloide pirrolizidinico da
Crotalaria spp., possui efeito hepatotoxico, pneumotoxico,
nefrotoxico, cardiotoxico, teratogénico e carcinogénico
(MATTOCKS, 1986; WILSON et al., 1992; CHEEKE, 1998;
LOUREIRO et al., 2002; HONORIO JUNIOR et al., 2010).

Os APs isolados de Crotalaria pallida sdo Usaramina,
Integerrimina,  Nilgirina e  Crostastriatina ~ (SMITH;
CULVENOR, 1981). Em 1987, Williams & Molyneux
isolaram de amostra C. mucronata (C. pallida) uma quantidade
total de alcaldides toxicos de 0,15%. Em amostra de C.
lanceolata, proveniente do Brasil, quantificaram 0,21% de
alcaldides toxicos, porém, ndo os identificaram. Nao existem
relatos denominando o0s APs contidos em Crotalaria
lanceolata.

2.4 INTOXICACAO POR Crotalaria spp.:
EPIDEMIOLOGIA, ASPECTOS CLINICOS E
PATOLOGICOS

2.4.1 Intoxicagdo em ruminantes, equinos e suinos

No Brasil, surtos espontaneos de intoxicacdo por
plantas do género Crotalaria spp. sdo descritos desde 1994,
guando no estado de Minas Gerais, Nobre et al. observaram
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intoxicacdo crbénica por C. juncea em vinte equinos
alimentados com sementes de milho contaminadas por
sementes de Crotalaria trituradas. Os animais demonstraram
sinais clinicos de andar cambaleante, dispnéia e febre, até a
morte, com evolucéo clinica de 30 a 60 dias. No pulmé&o de um
dos equinos foi evidenciado, congestdo e edema. Através da
histopatologia foram observadas consolidacdo multifocal do
parénquima pulmonar, alveolite fibrosante difusa, com
espessamento dos septos alveolares, formacdo de membrana
hialina e epitelizacdo alveolar.

Também em Minas Gerais, Lemos et al. (1997)
registraram intoxicagéo crénica por C. pallida (C. mucronata)
em bovinos. Apos receberem racdo contaminada com sementes
de Crotalaria sp. e concomitantemente ingerirem a planta no
quintal de uma casa abandonada, doze bovinos morreram, em
um periodo de 15 a 30 dias. Na microscopia do pulméo,
observaram espessamento difuso das paredes alveolares devido
a proliferacdo de pneumdcitos tipo Il e fibroblastos. As lesdes
hepéticas observadas em apenas um bovino caracterizaram-se
por necrose centrolobular e moderada fibrose periportal.

Recentemente, no litoral sul de Santa Catarina, Borelli
(2015) relata um surto de intoxicacdo aguda em ovinos por
ingestdo de C. pallida que havia sido cortada. Doze ovinos
adultos foram encontrados mortos no dia seguinte da rocada,
sem observacdo de sinais clinicos, havendo apenas sinais de
consumo da planta. Ao reproduzir experimentalmente a
intoxicacdo, observaram quadro clinico respiratério agudo e
morte rapida.

Na regido Nordeste, casos de intoxicagdo cronica por C.
retusa foram diagnosticados em equinos (NOBRE et al.,
2004b), em um bovino (NOBRE et al., 2004a) e ovinos
(DANTAS et al., 2004). Intoxicagfes com evolucdo aguda
foram relatadas em ovinos (NOBRE et al., 2005; RIET-
CORREA et al., 2011) e caprinos (MAIA et al., 2013).
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No Mato Grosso foi descrita intoxicacdo aguda em
suinos por ingestdo acidental das sementes de C. spectabilis
(UBIALI et al., 2011) e no Parana, intoxicacdo aguda em
bovinos, por ingestdo de C. incana, favorecida pela baixa
disponibilidade de alimento (QUEIROZ et al., 2013).

Os animais que desenvolveram quadro cronico de
intoxicacdo hepatica demonstraram sinais clinicos de
encefalopatia hepatica, como apatia e hiperexcitabilidade,
pressdo da cabeca, andar compulsivo ou em circulos, anorexia,
perda de peso, ictericia (NOBRE et al., 2004b), incoordenacao
(NOBRE et al., 2004a) e fotossensibilizacdo (NOBRE et al.,
2004a,b). O periodo de evolugdo variou entre quatro e 40 dias
em todos os casos (NOBRE et al., 2004a,b; DANTAS et al.,
2004). Na necropsia sdo descritas figado com consisténcia
firme e superficie irregular, congestdo pulmonar, moderada e
edema (NOBRE et al., 2004b) e através da microscopia, as
principais les6es foram verificadas no figado caracterizadas por
fibrose, megalocitose e proliferacio de ductos biliares
(DANTAS et al., 2004; NOBRE et al.,, 2004a,b). Micro
cavitacbes nas substancias branca e cinzenta no sistema
nervoso de ovinos (DANTAS et al., 2004) e em equinos,
astrocitos Alzheimer tipo Il foram observados isolados, ou,
agrupados no nucleo caudato e no cortex cerebral (NOBRE et
al., 2004b).

Os sinais clinicos predominantes em ovinos e bovinos
que demonstraram quadro hepético de evolugcdo aguda foram
apatia, anorexia (RIET-CORREA et al.,, 2011), cegueira,
incoordenacdo, depressdo, agressividade, ictericia leve a
moderada (NOBRE et al., 2005; QUEIROZ et al., 2013) e, em
caprinos, salivacdo e letargia (MAIA et al., 2013), com periodo
de evolucdo do quadro clinico variando de 12 a 48 horas
(NOBRE et al., 2005; QUEIROZ et al., 2013; MAIA et al.,
2013). Os sinais observados em suinos foram vémitos,
mucosas ictéricas ou palidas, ascite, decubito com movimentos
de pedalagem e convulsdes, com evolugdo do quadro de 48 a
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60 horas (UBIALI et al., 2011). Nestes casos de evolucao
aguda, através da necropsia foi observado no figado
evidenciacdo do padrdo lobular e pela microscopia, necrose
centrolobular (NOBRE et al., 2005; UBIALI et al., 2011;
RIET-CORREA et al., 2011; QUEIROZ et al., 2013; MAIA et
al., 2013). Além de lesdo hepatica aguda, Ubiali et al. (2011)
também observaram edema pulmonar e interlobular em suinos.

Experimentalmente, Tokarnia e Dobereiner (1982)
administraram folhas verdes de C. pallida a bovinos nas doses
de 25, 60 e 80g/kg. Apenas o bovino que recebeu 25g/kg
morreu. Na necropsia foi observado hidrotérax e edema
pulmonar acentuado. As doses de 60 e 80g/kg ndo provocaram
alteracdes significativas na macroscopia e na microscopia. Em
1983, Tokarnia e Ddbereiner forneceram folhas verdes de C.
anagyroides na dose Unica de 55,8g/kg a um bezerro, e 55,4kg
divididos em 12 dias a cinco bezerros, 0 que provocou cirrose
hepatica. Na microscopia observaram, no figado, tecido
colagenoso, proliferacdo de fibroblastos e do epitélio biliar,
megalocitose e nddulos de regeneracédo hepatica.

Torres et al. (1997) e Souza et al. (1997), verificaram
fibrose hepética acentuada em suinos que receberam ragédo
contaminada com C. spectabilis por mais de 70 dias em doses
entre 0,2 e 0,6%. A proporcdo de 1% na racdo provocou
necrose hepatica em um animal que consumiu por 8 dias a
racdo contaminada (TORRES et al. 1997).

2.4.2 Intoxicacao em aves

Em 1960 Allen et al., investigaram a intoxicagédo
produzida por sementes de Crotalaria spectabilis em galinhas.
Concentrag0es de sementes na racdo maiores que 0,3%
provocaram 100% de mortalidade nas aves, num periodo de 18
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dias. Concentracdes iguais ou menores que 0,05% provocaram
significante retardo de crescimento.

Em comparacdo dos efeitos toxicos de Crotalaria
spectabilis e Crotalaria striata (C. pallida) na alimentacdo de
suinos, ovinos, bovinos e aves domésticas, Bierer et al. (1960)
relataram que aves jovens alimentadas com 0,01% de sementes
de C. spectabilis na racdo durante sete semanas tiveram retardo
de crescimento, j& na concentragdo de 0,1% causou
mortalidade de 20%. Com a concentracdo de 5% causou
mortalidade em suinos, ovinos e bovinos. Suinos, no entanto,
comeram racgdo contendo 0,1% durante 12 semanas, sem sinais
de doencga. Crotalaria striata (Crotalaria pallida) na proporgéo
de 5% na racdo foi tolerada por suinos, ovinos e bovinos,
porém concentragdes superiores a 0,1% foram prejudiciais para
as aves. As lesdes macroscopicas mais frequentes foram
hidropericardio, ascite, diferentes niveis de hemorragia,
hepatite, atrofia e cirrose hepatica. Na histopatologia havia
espessamento fibroso da capsula hepéatica, com ou sem edema,
sinusoides proeminentes, proliferacdo de tecido conjuntivo,
hemorragia em pouca quantidade, tumefacdo e vacuolizacéo de
hepatdcitos, com alguns nacleos ligeiramente entumecidos.

Em 1961 Kelly et al., realizaram estudo experimental
com Crotalaria striata (C. pallida) e Crotalaria spectabilis
para avaliar a toxicidade destas espécies em aves domésticas.
Grupos de 40 aves receberam dieta padrdo acrescida de 1%,
3% e 6% de sementes de C. striata e 1% e 3% de C.
spectabilis, esta Gltima resultou em 100% de mortalidade em
ambos os tratamentos ja na segunda semana do inicio do
ensaio. As aves que receberam C. striata na dieta apresentaram
retardo no crescimento e menor conversdo alimentar. As aves
que receberam 3% e 6% tiveram altos indices de mortalidade.
As lesdes macroscopicas e microscopicas observadas nas aves
alimentadas com C. striata que foram necropsiadas ao final de
quatro semanas foram em geral as mesmas documentadas
anteriormente por Bierer et al. (1960).
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Simpson et al. (1963) forneceram diferentes niveis de
sementes de Crotalaria spectabilis na ragcdo de frangos de um
dia, frangos de quatro semanas, galinhas poedeiras e perus,
comprovando a toxicidade da planta. Observaram mortalidade
das aves ao fornecer 0,045% de sementes na racdo de frangos
de um dia, 0,09% de sementes na ragdo de frangos de quatro
semanas e 0,72% de sementes na racdo de perus, a mesma
quantidade ndo provocou mortalidade quando oferecida as
galinhas poedeiras. As necropsias foram realizadas nos frangos
com oito semanas de vida, nas poedeiras com nove semanas e
0s perus atingiram 100% de mortalidade. As lesdes
macroscopicas de maior relevancia em frangos e galinhas
foram tanto aumento como atrofia do figado e ascite. Em perus,
as hemorragias, especialmente do figado, foram as principais
lesdes.

Hooper & Scanlan (1977) realizaram estudo
experimental com sementes de Crotalaria retusa acrescidas a
dieta basal de aves domésticas de duas semanas de idade. As
dosagens utilizadas foram 0,005%, 0,01%, 0,05%, 0,1% e 0,5%
na ragdo. Aves alimentadas com 0,5% de C. retusa
apresentaram 100% de mortalidade em 45 dias. Cinco aves de
oito que consumiram quantidade de sementes igual a 0,1% ou
maior, morreram entre o dia 22 e 56 apo6s o inicio do ensaio.
Das quatro aves que receberam 0,05%, uma morreu. As aves
apresentavam sinais de apatia, retardo no crescimento, estado
comatoso culminando em morte.

As lesdes de figado e rins tiveram maior importancia.
As Unicas lesbes pulmonares encontradas foram edema e
congestdo. As lesbes encontradas nas aves com intoxicagédo
aguda foram figados aumentados de volume, friaveis e
mosqueados de vermelho, amarelo ou marrom, geralmente
recobertos por fibrina e com vesicula biliar distendida. Na
intoxicacdo cronica o formato e tamanho dos lobos hepaticos
eram bastante irregulares e o0 bago aumentado de volume. Na
microscopia, foi observada necrose hepatica, megalocitose e
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proliferacdo de ductos biliares. Nos rins foram observadas
alteracbes cronicas como megalocitose do epitélio tubular
moderada, atrofia glomerular e metaplasia das células de
revestimento da cdpsula de Bowman (Hooper; Scanlan, 1977).

Figueredo et al. (1987) e Alfonso et al. (1993)
descreveram a intoxicacdo aguda por ingestdo de sementes de
Crotalaria spectabilis e Crotalaria retusa em frangos
comerciais com doses de 16g e 20g/kg e 0,79 a 20g/kg,
respectivamente.  Ambos  descrevem  como  lesGes
macroscopicas principalmente ascite, ictericia, hemorragias em
serosas € mucosas e na histologia, observaram no figado
necrose centrolobular, congestdo no figado e edema pulmonar.

Diaz et al. (2003) relataram os efeitos toxicos da
alimentacdo de frangos durante 21 dias com C. pallida nas
dosagens de 1%, 2% e 3% de sementes na racdo. As taxas de
mortalidade de cada tratamento foram 2,1%, 6,2%, e 16,7%,
respectivamente. Houve diminuicdo de ganho de peso e
conversédo alimentar em todos os tratamentos. Nas doses de 2%
e 3%, o peso relativo do figado, pulmdo, coracdo e baco
aumentou. Avaliacdo macroscopica e microscopica de lesdes
ndo foi realizada.

Recentemente, Diaz et al. (2014) avaliaram o efeito de
sementes de C. pallida na dieta de aves poedeiras nas
concentracdes de 1%, 2%, e 3%, durante 35 dias. Todos 0s
tratamentos provocaram diminuicdo do consumo de racdo e
consequentemente do peso corporal e aumento do peso do
pulmdo. A producdo de ovos e seu peso médio também
diminuiram. A dieta com 3% de sementes de C. pallida
provocou diminuicdo do peso do figado. N&o houve
mortalidade nos tratamentos. As alteracbes macroscopicas
observadas foram caquexia, ascite, hipertrofia ou atrofia
hepatica com fibrina e hematomas subcapsulares, vesicula
biliar distendia e bago aumentado de volume. Na microscopia
observaram necrose de hepatdcitos, esteatose, congestéo,
hemorragia e megalocitose. A analise das sementes de C.
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pallida para o teor de alcaldides dehydropyrrolizidinicos
detectou Usaramina e o seu N-0xido, na concentracdo de
alcaldides totais de 0,18% (peso seco). Usaramina também foi
detectada nos ovos das poedeiras.

No Brasil, os estudos realizados por Hatayde et al.
(1997a,b) avaliaram a toxicidade de sementes de Crotalaria
spectabilis para aves de corte na fase inicial e na fase final de
crescimento. As aves foram tratadas com ragdo inicial
acrescida de sementes da planta, nas propor¢oes 0,01%, 0,1% e
0,4%. As dietas de 0,4% e 0,1% provocaram quadro de
intoxicacdo a partir do terceiro dia e segunda semana de vida,
respectivamente. Os sinais clinicos observados foram tristeza,
apatia, aglomeracdo, penas arrepiadas, acentuada anorexia e
abdomen abaulado, com evidente retardo de crescimento
(65,6%) e alta mortalidade (84%). As lesdes macroscopicas
foram quadro constante e acentuado de ascite e redugdo do
volume hepatico. A microscopia evidenciou necrose,
degeneracdo e proliferacdo conjuntiva hepatica, lesdes
degenerativas nos rins, calcificacdo intersticial pulmonar e
reducdo de tecido linfoide da Bursa.

Também no Brasil, para avaliacdo da toxicidade das
sementes de C. spectabilis em galinhas poedeiras, Pereira et al.
(2011) utilizaram 80 aves distribuidas em grupos que
receberam durante 28 dias dietas contendo 0,02%, 0,04% e
0,06% de sementes de C. spectabilis. A mortalidade foi de 5%,
25% e 40%, respectivamente. As aves manifestaram anorexia,
emagrecimento, dispneia, abaulamento do abdémen, penas
arrepiadas e palidez das cristas. Macroscopicamente
observaram caquexia, ascite, figado reduzido ou aumentado de
volume com fibrina e hematomas subcapsulares. Através da
microscopia verificaram necrose de hepatdcitos, esteatose,
congestdo, hemorragia e megalocitose.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial toxico da Crotalaria lanceolata E.
Mey. e Crotalaria pallida Aiton. para aves domésticas (Gallus
gallus domesticus) e correlacionar com outras descri¢es de
Crotalaria spp. ja existentes no Brasil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar sinais clinicos, lesdes macroscopicas e
microscopicas causadas pela intoxicacdo experimental por
Crotalaria lanceolata E. Mey. e Crotalaria pallida Aiton. em
aves domésticas alimentadas com diferentes concentragdes de
sementes contaminando a racdo e comparar os resultados das
duas espécies e a sua dosagem de alcaloides .
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4 MATERIAL E METODOS

Sementes de Crotalaria pallida Aiton. (Figura 3 - A/B)
foram coletadas no periodo de Janeiro a Junho de 2015, no
municipio de S8o Jodo do Sul, litoral sul de Santa Catarina
(Figura 4). Neste local em 2012 ocorreu um surto de
mortalidade de ovinos que consumiram C. pallida que havia
sido rogada. Durante a coleta, identificou-se outra leguminosa
de caracteristicas semelhantes a C. pallida, invadindo
plantagbes na mesma regido. Esta planta foi coletada,
juntamente com suas vagens maduras, e posteriormente
enviada ao departamento de Botéanica da Universidade do
Estado de Santa Catarina para sua identificacdo. A planta foi
identificada como Crotalaria lanceolata E. Mey. (Figura 3 -
C).
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Figura 3 - A) Crotalaria pallida em inflorescéncia e seus frutos imaturos. B)
Crotalaria pallida ap6s a colheita do milho, no municipio de S&o
Jodo do Sul, SC. C) Crotalaria lanceolata em inflorescéncia e
seus frutos maduros.

s T o

Fonte: Propria autora.
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Figura 4 - Mapa de Santa Catarina. Em destaque, o0 municipio de S&o Jo&do
do Sul, onde foram coletadas as sementes de Crotalaria

lanceolata e Crotalaria pallida.
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Fonte: www.mapainterativo.ciasc.gov.br

As sementes das duas espécies de Crotalaria sp. foram
retiradas das vagens e passaram por processo de secagem em
estufa a 37°C. As amostras foram pesadas diariamente durante
trés dias, até atingirem peso constante.

Amostras das sementes secas de C. lanceolata e C.
pallida foram enviadas ao USDA — ARS — Poisonous Plant
Research Laboratory — Logan, Utah, USA, para analise e
quantificacdo das dosagens especificas de alcaloides
pirrolizidinicos contidas nas sementes utilizadas no estudo
experimental. Ainda, todas as aves tiveram amostras de sangue
coletadas e enviadas para a realizacdo de exame soroldgico,
através da técnica de ELISA para a pesquisa
de anticorpos especificos para Mycoplasma spp.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Anticorpo

43

4.1 PRIMEIRA PARTE DO ESTUDO EXPERIMENTAL

Oitenta e oito frangos de corte da linhagem Coob com
um dia de vida foram alojados, parte deles permaneceu até
completarem 28 dias e o restante até 42 dias de vida no aviario
experimental localizado no Setor de Avicultura do
CAV/UDESC. As aves receberam racdo e agua ad libitum
durante todo o periodo e foram submetidas a avaliacdes
semanais de desempenho zootécnico e comportamental. Com a
idade de sete dias, foram separados em boxes (Figura 5) para
que recebessem as sementes de C. lanceolata e C. pallida,
misturadas a racdo comercial.

Figura 5 - Boxes utilizados para separacdo das aves em subgrupos de acordo
com as dosagens de sementes fornecidas.

Fonte: Prépria autora.

As aves foram divididas em dois grandes grupos, sendo
o grupo A (C. pallida) composto por outros cinco subgrupos
contendo oito aves em cada; o grupo B (C. lanceolata)
contendo cinco subgrupos com oito aves cada e, um grupo
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controle, que também foi composto por oito aves (Figura 6). As
aves do grupo controle receberam racdo livre de sementes
durante todo o periodo do experimento.

Os animais do grupo A e B foram subdivididos de
acordo com as dosagens de sementes a serem testadas.

Quatro aves de cada grupo, escolhidas aleatoriamente,
foram sacrificadas para necropsia aos 28 dias de vida e as
outras quatro aves foram sacrificadas aos 42 dias, utilizando o
método de deslocamento cervical, aprovado pela Normativa
1000 do CFMV. Para avaliacdo histoldgica foram coletadas
amostras de todos os 6rgdos, as quais foram fixadas em
formalina tamponada a 10%, e processadas rotineiramente
segundo descrito por PROPHET et al. (1992).

Figura 6 - Organograma dos grupos e subgrupos formados de acordo com a
dose de sementes de cada espécie de Crotalaria sp. fornecida
na ragao na primeira parte do experimento.

[ . . \
Intoxicagdo experimental com

Intoxicagdo experimental com )
| Crotalaria lanceolata (b) ‘

Crotalaria pallida (a)

‘ Grdpos‘ Grdpos‘ Grdpos‘ GrL'Jpos' ‘ Grﬁpos |
laelb 2ae2b 3ae3b daedb| 5ae5b |
Grupo
controle ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
Dose Dose Dose
contlonua de || | continua de || | continua de Dose Gnica Dose tnica
0,4% na 0,8% na 2,5% na by o
ragio racio ragao de 15% na de 25% na
durante 21e | |durante 21e| |durante 21e ragao ragao
35 dias 35 dias 35 dias

Fonte: Prépria autora.
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4.2 SEGUNDA PARTE DO ESTUDO EXPERIMENTAL

Vinte frangos de corte da linhagem Coob foram
alojados com quatro semanas de vida no aviario experimental
do Setor de Avicultura do CAV/UDESC. As aves receberam
racao e agua ad libitum durante todo o periodo de vida e foram
submetidas a avaliagfes semanais de desempenho zootécnico e
comportamental. Para que recebessem as sementes de C.
lanceolata pallida e C. misturadas a racdo comercial, 0s
frangos foram separados em cinco grupos, cada um composto
por quatro frangos. Os grupos foram separados em boxes como
na primeira parte do experimento, de acordo com as dosagens
de sementes fornecidas na racdo (Figura 7). Os frangos
receberam racdo contaminada com as sementes de C.
lanceolata e C. pallida durante vinte dias. As aves do grupo
controle receberam racdo livre da semente durante todo o
periodo do experimento.

Figura 7 - Organograma dos grupos e subgrupos formados de acordo com a
dose de sementes de cada espécie de Crotalaria sp. fornecida
na racdo na segunda parte do experimento.

Intoxicacao experimental com Intoxicacao experimental com
Crotalaria pallida (a) Crotalaria lanceolata (b)
Grupo
Controle
Grupo la| [Grupo 2a Grupo 1b| | Grupo 2b
Dose Dose Dose Dose
continua || | continua continua || [ continua
de 196 na| | |de 2% na de 1% na(| [de 2% na
racdo |- ragao racdo racéo
durante durante durante durante
20 dias 20 dias 20 dias 20 dias

Fonte: Propria autora.
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Ao completarem 80 dias de vida, 30 dias apds o término
do fornecimento das sementes na ragdo, as aves foram
sacrificadas para necropsia utilizando o meétodo de
deslocamento cervical, aprovado pela Normativa 1000 do
CFMV. Para avaliacéo histologica foram coletadas amostras de
todos os o6rgdos, as quais foram fixadas em formalina
tamponada a 10%, e processadas rotineiramente segundo
descrito por PROPHET et al. (1992).
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5 RESULTADOS

5.1 PRIMEIRA PARTE DO ESTUDO EXPERIMENTAL

5.1.2 Crotalaria pallida Aiton.

O grupo 3a apresentou sinais de inapeténcia e diarreia
acastanhada a partir da segunda semana de fornecimento das
sementes. N&o houve mortalidade nos grupos.

As lesBes macroscopicas dos animais abatidos com 28
dias de vida no grupo la foram hidropericérdio, hipertrofia do
figado e distensdo da vesicula biliar. No grupo 2a, hipertrofia
do figado. No grupo 3a, hidropericardio, hipertrofia e
coloracdo amarelada do figado e distensdo da vesicula biliar.
No grupo 4a, edema subcutaneo, hipertrofia e coloragéo
amarelada do figado, e no grupo 5a, hipertrofia do figado. As
lesbes macroscépicas dos grupos de frangos abatidos aos 28
dias estdo representadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Lesdes macroscopicas observadas em frangos abatidos aos 28 dias
de vida. Intoxicacdo experimental pelas sementes de C. pallida.

Lesao

Ascite

Hidropericardio

Distensdo da vesicula biliar
Hipertrofia hepatica

Edema subcutaneo

Figado com padrdo lobular
evidente

Figado amarelado

28 dias

Gla G2a G 3a G4a G 5a
(0,4%) (0,8%) (2,5%) (15% (25%
D.U) D.U)

1/4 - 2/4 - -

1/4 - 1/4 - -
1/4 1/4 1/4 1/4 1/4

- - - 1/4 -

- - 1/4 1/4 -

Fonte: Prépria autora.

Os frangos abatidos aos 28 dias de vida ndo
apresentaram lesdes na microscopia.
Nas necropsias realizadas aos 42 dias de vida das aves,
além das lesdes descritas nas necropsias realizadas aos 28 dias,

observou-se ainda ascite e figado com padrdo

lobular

evidenciado. As lesdes macroscopicas observadas nas aves em
cada grupo estdo representadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Les6es macroscopicas observadas em frangos abatidos aos 42
dias de vida. Intoxicacdo experimental pelas sementes de C.

pallida.

Lesao

Ascite

Hidropericardio

Distensdo da vesicula biliar
Hipertrofia hepatica
Edema subcutaneo

Figado com padrédo lobular
evidente
Figado amarelado

42 dias
Gla G2a G 3a G4a Gbha
(0,4%) (0,8%) (2,5%) (15% (25%
D.U.) D.U)
1/4 - - - -
- 2/4 - - 1/4
- 1/4 1/4 - 1/4
1/4 2/4 1/4 1/4 2/4
1/4 - - 1/4 -
- - 1/4 - -
1/4 - - - -

Fonte: Prépria autora.

As lesdes histolégicas encontradas nos animais abatidos
aos 42 dias de vida foram no grupo 2a, degeneragdo vacuolar
de hepatdcitos e cariomegalia, leve, e no pulméo proliferacdo
de células mesenquimais das paredes de parab6nquios, leve.
No grupo 3a, cariomegalia moderada com tumefacdo e
degeneracdo vacuolar de hepatdcitos, leve (Figura 8). No grupo
5a, tumefacdo de hepatdcitos e cariomegalia, leve. O grupo la
e 4a ndo apresentaram lesdes ao exame histoldgico. As lesdes
microscopicas de maior importancia observadas em cada grupo

estdo representadas na Tabela 3.
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Figura 8 - Figado de frango abatido aos 42 dias. Intoxicagdo experimental
pelas sementes de C. pallida 2,5% na ragéo. Cariomegalia
moderada com tumefacdo e degeneracdo vacuolar de
hepatdcitos. (HE, obj. 400x).

Fonte: Propria autora.

A figura 9 traz o aspecto histoldgico do figado de uma
das aves do grupo controle, abatida aos 42 dias de vida.
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Figura 9 - Figado de frango do grupo controle abatido aos 42 dias (HE

0bj.400x).
. B Pan N @ g W R T
.b o lPiaese ey ‘3 - o WA
» - \& 0 RN SR R
T v. }0 - ‘.«“ \‘e \,‘0.! o - g L g
AR A INOE Ml L
(“;‘aﬁ) ® £ o6 ) %“9 o~ i
Ve & RaiB o) ROl p0d
/'-P\ v & w oS D ‘. § 20 , e @
% ik 9@9\\‘ b & q & " <)
P . 0 LN ST 6 5% Ja 290
b QY Ve RS el Ty
(¥ LR < BT Rans e® o
-~ Ny ™ e Wo LA g
o 58 03,_,@ 06 = oo G Y
_/@6@£’ g Lo % i RN
= v. & ‘ > §on ,-f"‘-' ’Q@ <. iQ.\ oo C:\
3"‘"{’ G ¥k | € A < ¢ g L o o ey \..‘."
9 ¥ ay W N
s sl bVNele @ Peb v
DR e ,\ 3] D ® 4 Q.
- 3 & 0 ; ® & A}
N R s B S

Fonte: Propria autora.

Tabela 3 - Lesdes microscopicas observadas em frangos abatidos aos 42
dias de vida. Intoxicacdo experimental pelas sementes de C.

pallida.

Leséo

Edema pulmonar
Degeneragéo vacuolar de
hepatécitos
Megalocitose de
hepatdcitos
Cariomegalia

42 dias
Gla G2a G 3a G 4a Gba
(0,4%) (0,8%) (2,5%) (15% (25%
D.U.) D.U.)
- + + - -
- + ++ - +
- - + - +

Tumefacéo de hepatdcitos
Invaginagdo nuclear de
hepatécito

Legenda: + Leve; ++ Moderada.

Fonte: Prépria autora.



52

5.1.3 Crotalaria lanceolata E. Mey.

Os grupos 2b e 5b apresentaram sinais de inapeténcia,
penas arrepiadas e diarreia acastanhada a partir da segunda
semana de fornecimento das sementes. N&o houve mortalidade
Nos grupos.

As lesbes macroscopicas verificadas nas aves abatidas
com 28 dias de vida foram no grupo 1b, hipertrofia do figado.
No grupo 2b, hidropericérdio e figado amarelado. No grupo 3b,
edema subcutaneo, hidropericardio e hipertrofia do figado. No
grupo 4b, hidropericardio hipertrofia do figado com
evidenciacdo de padrdo lobular, e no grupo 5b, edema
subcutaneo, hipertrofia do figado e coloracdo amarelada, com
distesdo da vesicula biliar. As lesGes macroscépicas das aves
dos grupos abatidos aos 28 dias estdo representadas na Tabela
4,

Tabela 4 - Lesdes macroscopicas observadas em frangos abatidos aos 28
dias de vida. Intoxicagdo experimental pelas sementes de C.

lanceolata.
28 dias
G1lb G2b G3b G4b G 5b
(0,4%) (0,8%) (2,5%) (15% (25%
D.U) D.U)

Leséo
Ascite - - - - -
Hidropericardio - 1/4 1/4 1/4 -
Distensdo da vesicula biliar R - - - 1/4
Hipertrofia hepatica 2/4 - 2/4 2/4 1/4
Edema subcutaneo - - 2/4 - 1/4
Figado com padrdo lobular
evidente - - - 1/4 -
Figado amarelado - 1/4 - - 1/4

Fonte: Prépria autora.
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As aves intoxicadas por C. lanceolata abatidas aos 28
dias evidenciaram na microscopia, grupos 1b e 2b, tumefacgéo
de hepatdcitos, cariomegalia e megalocitose, leve. No grupo
3b, degeneracdo vacuolar de hepatdcitos e cariomegalia, leve.
No grupo 4b, tumefacdo, degeneracdo vacuolar de hepatdcitos
e cariomegalia, leve e, perda da arquitetura dos corddes de
hepatocitos. No grupo 5b, tumefacdo, degeneracéo vacuolar de
hepatocitos, megalocitose e cariomegalia, moderadas. Nos
grupos 3b, 4b e 5b foi observado invaginacdo nuclear em grau
moderado. As lesGes microscdpicas observadas nos grupos de
aves abatidas aos 28 dias de vida estdo representadas na Tabela
5.

Tabela 5 - Lesbes microscopicas observadas em frangos abatidos aos 28
dias de vida. Intoxicacdo experimental pelas sementes de C.

lanceolata.
28 dias
Glb G2b G3b G 4b G 5b
(0,4%) (0,8%) (2,5%) (15% (25%
D.U.) D.U)
Lesdo
Edema pulmonar - - - - -
Degeneracéo vacuolar de
hepatocitos + - + + +
Megalocitose de
hepatdcitos + + - - ++
Cariomegalia + + + + ++
Tumefacéo de hepatdcitos + + - + ++
Invaginacéo nuclear de
hepatdcito - - + + +

Legenda: + Leve; ++ Moderada.
Fonte: Propria autora.

Nas necropsias realizadas aos 42 dias de vida das aves,
além das lesdes descritas nas necropsias realizadas aos 28 dias,
foi constatado ascite. As lesdes macroscépicas observadas nos
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grupos de animais abatidos aos 42 dias estdo representadas na
Tabela 6.

Tabela 6 - Lesfes macroscopicas observadas em frangos abatidos aos 42
dias de vida. Intoxicacdo experimental pelas sementes de C.

lanceolata.
42 dias
Glb G2b G3b G b G5b
(0,4%) (0,8%) (2,5%) (15%  (25%
D.U) D.U)

Lesdo
Ascite - - - 1/4 -
Hidropericardio - 1/4 2/4 2/4 3/4
Distenséo da vesicula biliar - 1/4 1/4 1/4 -
Hipertrofia hepatica 2/4 - 1/4 - 3/4
Edema subcutaneo - - 2/4 - 2/4
Figado com padrédo lobular
evidente - - - - -
Figado amarelado 2/4 - - 2/4 -

Fonte: Prépria autora.

As aves que receberam sementes de C. lanceolata
abatidas aos 42 dias evidenciaram na microscopia, no grupo
1b, tumefacdo e degeneracdo de hepatdcitos, leve. No grupo
2b, tumefacdo de hepatécitos e cariomegalia, as vezes com
invaginacdo nuclear. No grupo 3b, tumefacdo, degeneracédo
vacuolar de hepatdcitos, megalocitose e cariomegalia, leve. No
grupo 5b, tumefacdo, degeneracdo vacuolar de hepatocitos e
cariomegalia, discreta. N&o foram observadas lesGes
significativas no grupo 4b. As lesdes microscopicas observadas
nos grupos de aves abatidas aos 42 dias de vida estdo
representadas na Tabela 7.
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Tabela 7- LesGes microscopicas observadas em frangos abatidos aos 42
dias de vida. Intoxicagdo experimental pelas sementes de C.

lanceolata.
42 dias
Glb G2b G3b G 4b G 5b
(0,4%) (0,8%) (2,5%) (15% (25%
D.U) D.U)

Lesdo
Edema pulmonar - - - - -
Degeneragéo vacuolar de
hepatdcitos - - + - +
Megalocitose de
hepatécitos - - + - -
Cariomegalia + + + } +
Tumefacédo de hepatdcitos + + + - +
Invaginacéo nuclear de
hepatécitos - + - - -

Legenda: + Leve.
Fonte: Prépria autora.

5.2 SEGUNDA PARTE DO ESTUDO EXPERIMENTAL

As aves que receberam 1% de sementes de C. pallida
(grupo 1a) na racdo, durante 20 dias, ndo demonstraram
alteracdes macroscopicas. Nas aves que receberam 2% de
sementes de C. pallida na racdo (grupo 1b), observou-se atrofia
hepética, evidenciacdo do padrdo lobular, coloracdo amarelada
e vesicula biliar distendida. No grupo que recebeu 1% de
sementes de C. lanceolata (grupo 2a) foi evidenciado ascite,
hidropericardio, hipertrofia e, ou, atrofia hepatica, vesicula
biliar distendida e edema pulmonar, moderado, em apenas uma
ave. No grupo que recebeu 2% de sementes de C. lanceolata
(grupo 2b) haviam as mesmas lesdes evidenciadas no grupo 2a,
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porém com figado de coloracdo amarelada, sem distensdo da
vesicula biliar.

Ao exame histolégico, no grupo la evidenciou-se
tumefacdo de hepatdcitos, leve. No grupo 1b, tumefacdo de
hepatocitos, moderada e megalocitose. No grupo 2a,
tumefacdo, degeneracdo vacuolar de hepatdcitos, megalocitose
e cariomegalia, leve, e edema pulmonar, moderado. No grupo
2b, tumefacdo e megalocitose, severa, associada a degeneracao
vacuolar de hepatdcitos, moderada, e cariomegalia. Nos grupos
1b e 2b foi observado no pulmédo proliferacdo de células
mesenquimais dos parabronquios, leve. Ainda, observou-se
com frequéncia adensamento de cromatina ao redor da
membrana nuclear com nucléolos evidentes e aumentados, em
aves dos diferentes grupos. As lesbes macroscopicas e
microscopicas observadas nos grupos de aves intoxicadas por
1% e 2% de sementes de C. pallida e C. lanceolata, estdo
representadas nas Tabelas 8 e 9, respectivamente.
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Tabela 8 - Lesfes macroscopicas observadas em frangos abatidos aos 80
dias. Intoxicagdo experimental pelas sementes de C. pallida e
C. lanceolata, 1% e 2% na rac&o.

80 dias
Gla G1lb G 2a G2b
(1%de (2%de (1% de (2% de
C.P) C.P) C.L) C.L)

Lesdo

Ascite - - 1/4 1/4
Hidropericardio - - 2/4 2/4
Distensédo da vesicula biliar - 2/4 1/4 -
Hipertrofia hepética - - 1/4 2/4
Atrofia hepética - 4/4 1/4 1/4
Edema pulmonar - - 1/4 1/4
Figado com padrao lobular

evidente - 1/4 - -
Figado amarelado - 1/4 - 1/4

Fonte: Prépria autora.

Tabela 9 - Lesbes microscopicas observadas em frangos abatidos aos 80
dias. Intoxicacdo experimental pelas sementes de C. pallida e C.
lanceolata, 1% e 2% na racéo.

80 dias
G la G1lb G2a G2b
(1%de (2%de (1%de (2%de
C.P) C.P) C.L) CL)

Lesdo

Edema pulmonar - - ++ -
Degeneragdo vacuolar de ) ) + -
hepatdcitos

Megalocitose de hepatdcitos - + + +++
Cariomegalia de hepatocitos - - + +
Tumefacdo de hepatocitos + ++ + ++
Proliferagdo de epitélio biliar - - - +

Legenda: + Leve; ++ Moderada; +++ Severa; - Ausente.
Fonte: Propria autora.
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O grupo que recebeu 1% de Crotalaria lanceolata
(grupo 1b) na racdo, nove dias apds o término do fornecimento
das sementes, foi observado apatia, penas arrepiadas,
inapeténcia e um frango tinha abdémen abaulado, o qual
morreu quinze dias apds o término do fornecimento das
sementes na ragdo. Na necropsia observou-se edema
subcutaneo, ascite severa (Figura 10), hidropericardio com
aumento do volume cardiaco, hipertrofia do figado, distenséo
da vesicula biliar e edema pulmonar. Na histologia, as lestes
que mais se destacaram foram tumefacdo, degeneragéo
vacuolar de hepatdcitos com megalocitose, leve (Figura 11) e
edema pulmonar, moderado, multifocal.
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Figura 10 — Ascite severa. Intoxicacdo experimental com sementes de C.
lanceolata 1% na racdo (grupo 1b).

Fonte: Prépria autora.
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Figura 11 - Figado de frango. Tumefagdo, degeneragdo vacuolar de
hepatécitos, megalocitose e cariomegalia, leve. Intoxicagéo
experimental pelas sementes de C. lanceolata 1% na ragdo
(HE, obj. 400x).
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Fonte: Propria autora.

O grupo que recebeu 2% de Crotalaria lanceolata
(grupo 2b) reduziu a ingestdo de racdo e um frango morreu
doze dias apds o término do fornecimento das sementes. Na
macroscopia foi observado edema subcutaneo na regido interna
das coxas, ascite, hidropericardio, edema pulmonar, leve,
figado de coloracdo amarelada com padrao lobular evidenciado
e hipertrofia cardiaca, do figado, da vesicula biliar e do bago
(Figura 12).
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Figura 12 - Hipertrofia do figado com coloracdo amarelada e padrao
lobular evidente, vesicula biliar distendida e hidropericardio.
Intoxicacdo experimental pelas sementes de C. lanceolata 2%
na ragdo (grupo 2b).

Fonte: Prépria autora.

O exame histopatoldgico revelou no figado degeneragédo
vacuolar de hepatocitos, megalocitose e cariomegalia, as vezes
com marginacdo de cromatina associada a invaginacdo de
nuclear, esferoides eosinofilicos, ou, “Councilman bodies”,
proliferacéo biliar, leve e dilatacdo de sinusoides com perda da
arquitetura dos cord@es de hepatdcitos (Figura 13).
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Figura 13 - A) Figado de frango. Intoxicagdo experimental pelas sementes
de C. lanceolata 2% na ragdo (grupo 2b). (HE, obj. 40x). B)
Degeneragdo vacuolar, megalocitose, com perda da arquitetura
dos corddes de hepatocitos, proliferagdo biliar, leve, e esferas
hialinas (setas) (HE, obj.400x).
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Fonte: Propria autora.
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A andlise das amostras das sementes das duas espécies
utilizadas neste estudo revelou a presenca de alcaloides toxicos
éster dehidro-pirrolizidinicos (DHPA). A quantificacdo de
alcaloides totais foi feita a partir do peso seco das amostras. C.
lanceolata apresentou 910 pg/g de DHPA toxico, ou seja,
0,091% (peso seco), ja C. pallida apresentou 737 pg/g de
DHPA tdxico, ou seja, 0,0737% (peso seco).

As amostras de sangue coletadas para a pesquisa
de anticorpos especificos para Mycoplasma spp. (ELISA)
foram negativas.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Anticorpo
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6 DISCUSSAO

Através deste estudo foi constatada a toxicidade de
sementes de Crotalaria lanceolata para frangos que, a partir do
sétimo dia de vida receberam as sementes em doses Unicas de
15% e 25% e em doses continuas de 0,4%, 0,8% e 2,5% na
racdo por 21 e 35 dias e em frangos com idade de 28 dias
também nas doses de 1% e 2% na racdo durante 20 dias.
Sementes de Crotalaria pallida demonstraram ser menos
toxicas que C. lanceolata e, as doses necessarias para produzir
alteracdes clinicas, lesdes macroscopicas e microscopicas
foram dose Unica de 25% e doses continuas de 0,8% e 2,5% na
racdo durante 35 dias. Em frangos com idade de 28 dias
também demonstrou toxicidade nas doses de 1% e 2% na racédo
durante 20 dias.

As alteracdes clinicas observadas em algumas aves
intoxicadas tanto por C. lanceolata e C. pallida foram
inapeténcia, penas arrepiadas e diarreia acastanhada que
surgiram a partir da segunda semana de fornecimento das
sementes, além de retardo no crescimento. Estas alteracdes,
com excessdo da diarreia, foram previamente observadas na
intoxicagdo com C. spectabilis (ALLEN et al., 1960;
SIMPSON et al., 1963; HATAYDE et al., 1997; PEREIRA et
al. 2011), com C. spectabilis e C. striata (C. pallida) (BIERER
et al., 1960; KELLY et al., 1961) e com C. retusa (HOOPER;
SCANLAN, 1977).

Como lesBes macroscopicas sdo descritas edema
subcutaneo, ascite, hidropericardio, coloracdo amarelada do
figado com hipertrofia e, ou, atrofia (ALLEN et al., 1960;
SIMPSON et al., 1963; HATAYDE et al., 1997; PEREIRA et
al. 2011), evidenciacdo do padrdo lobular, e vesicula biliar
distendida (HOOPER; SCANLAN, 1977). Essas lesoes
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também foram observadas neste estudo com C. lanceolata e C.
pallida. No entanto, ictericia e hemorragias em serosas e
mucosas descritas por Figueredo et al. (1978) e Alfonso et al.
(1993) nao foram encontradas.

As principais lesbes microscépicas, produzidas por C.
lanceolata e C. pallida foram semelhantes, porém com
variacdo na intensidade, e foram mais severas para C.
lanceolata. A tumefacdo de hepatdcitos, megalocitose e
degeneracdo vacuolar foram frequentemente observadas e estas
foram semelhantes as lesdes descritas para C. striata (C.
pallida) (BIERER et al., 1960; KELLY et al., 1961). Neste
estudo foi constatado também, desorganizacdo dos corddes de
hepatdcitos. Para as aves que tiveram lesdes macroscopicas, no
figado, foi observado também esferoides eosinofilicos
(“Councilman bodies”), megalocitose acentuada e invaginagao
nuclear, lesGes essas, também descritas para intoxicacao por C.
mucronata (C. pallida) em bovinos (BOGHOSSIAN et al.,
2007). Ainda, observou-se com frequéncia hepatdcitos com
adensamento de cromatina ao redor da membrana nuclear com
nucléolos evidentes e aumentados, de acordo com o que é
descrito na intoxicacdo de aves por sementes de C. spectabilis
(HATAYDE et al., 1997; PEREIRA et al., 2011). No entanto,
Pereira et al., (2011) descrevem também necrose hepatica,
hematomas, proliferacdo de tecido conjuntivo e infiltrado
inflamatdrio, o que ndo foi evidenciado neste estudo.

Fibrose e proliferacdo de epitélio biliar em intoxicacGes
por Crotalaria spp. parecem ser mais evidentes nas espécies
equina (NOBRE et al., 2004a,b), bovina (NOBRE, et al.,
2004a) e ovina (DANTAS et al., 2004), ja nas aves do presente
estudo estas alteragfes foram discretas, o que pode ser
atribuido ao tempo de abate das mesmas apds o término da
ingestao.
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Uma caracteristica comum observada na intoxicagao
por C. lanceolata e C. pallida nas doses unicas de 15% e 25%
chama a atencdo. As lesdes microscdpicas no figado parecem
ter um carater regressivo, uma vez que, as aves abatidas aos 28
dias de vida, mostraram lesdes histologicas como tumefacéo,
degeneracdo vacuolar de hepatocitos, cariomegalia e
invaginacdo nuclear. Essas lesdes ndo foram observadas em
aves que receberam a mesma dosagem abatidas aos 42 dias. Ja
a dose continua de 2,5% demonstrou lesdes de carater
progressivo tanto na intoxicacdo por C. lanceolata quanto C.
pallida.

Tanto a intoxicacdo por folhas verdes quanto por
sementes de C. pallida provocou quadro de pneumotoxicidade
em bovinos (TOKARNIA; DOBEREINER, 1982; LEMOS et
al., 1997; BOGHOSSIAN et al., 2007). Quadro clinico agudo
de edema pulmonar foi observado em ovinos com lesdes
macroscopicas € microscopicas restritas ao  sistema
respiratério. Também foi constatado que doses diarias nao
letais de C. pallida (0,63 e 1,25g/kg) fornecidas durante 30 dias
aos ovinos ndo provocou efeito cumulativo, ja que estes ndo
adoeceram (BORELLI, 2015). Deve-se levar em consideragédo
que 0s ovinos sdo mais resistentes a APs do que outras espécies
(LUCENA et al., 2010). No presente estudo as lesGes
pulmonares foram pouco significativas.

As sementes de C. lanceolata foram 1,23 vezes mais
toxicas do que C. pallida para aves domésticas assemelhando-
se a toxicidade de C. retusa descritas por Hooper & Scanlan
(1977) e de C. spectabilis (PERERIRA et al., 2011). Allen et
al., (1960) registraram que galinhas intoxicadas com
concentragdes maiores de 0,3% de sementes de C. spectabilis
durante 18 dias atingiram 100% de mortalidade. Galinhas
intoxicadas com 0,5% de sementes de C. retusa com
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concentragdo de monocrotalina variando de 4,0% a 4,4%
morreram apds o inicio do fornecimento das sementes, e aos 45
dias, todas as aves estavam mortas (HOOPER; SCANLAN
1977). Outro estudo demonstrou mortalidade das aves por C.
spectabilis nas dosagens de 0,045% de sementes fornecidas a
frangos de um dia, 0,09% fornecidas a frangos de quatro
semanas e 0,72% fornecidas a perus, esta ultima resultando em
100% de mortalidade (SIMPSON et al., 1960). Aves poedeiras
alimentadas com 0,02%, 0,04% e 0,06% de sementes de C.
spectabilis por 28 dias, tiveram 5%, 25% e 40% de
mortalidade, respectivamente (PEREIRA et al., 2011).

Em experimentos realizados com C. pallida, Kelly et al.
(1961) registraram mortalidade de aves na quarta semana de
fornecimento de 3% e 6% de sementes na ragédo. Diaz et al.,
(2003) relataram mortalidade de aves alimentadas durante 21
dias com as dosagens de 1%, 2% e 3% de sementes na ragao.
Neste estudo ndo foram registradas mortes de aves intoxicadas
por C. pallida, ao contrario do que foi observado com aves
intoxicadas por 1% e 2% de sementes de C. lanceolata.

Também foi verificada diferenga quanto a intensidade
das lesbes entre frangos do mesmo grupo, fato que pode estar
relacionado a diferenca de sensibilidade entre individuos e, ou,
a seletividade do alimento em termos de granulometria.

Aparentemente, a diferenca na toxicidade das espécies
supracitadas pode estar relacionada ao tipo de DHPA e a
quantidade presente em suas sementes, que pode variar de
acordo com a época do ano e até mesmo com a dessecagem
(HURST, 1942) e 0 tempo de armazenamento.

A concentragdo de APs determina a toxicidade da
planta e, consequentemente a evolucdo aguda ou cronica do
quadro de intoxicacao.

A monocrotalina, alcaloide pirrolizidinico mais
frequentemente isolado de plantas do género Crotalaria spp.
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causa hipertensdo pulmonar e hipertrofia ventricular direita,
que resulta de um aumento da resisténcia ao fluxo sanguineo
através dos pulmdes, provocada pelo dano pulmonar (WILSON
et al., 1992; PAN et al., 1993). As principais alteracfes sdo
edema e congestdo pulmonar com éareas consolidadas no
parénquima, provocando lesdo intersticial e arteriolar
pulmonar, com inflamacao, hemorragia e fibrose (NOBRE et
al., 1994).

Os APs isolados de Crotalaria pallida foram
Usaramina, Integerrimina, Nilgirina e Crostastriatina (SMITH,;
CULVENOR, 1981), sem evidéncia de conter monocrotalina.
No estudo realizado por Diaz et al., (2014), a analise das
sementes de C. pallida para o teor de DHPA detectou
Usaramina e o seu N-Oxido, na concentracdo de alcalGides
totais de 0,18% (peso seco). Em 1987, Williams & Molyneux
isolaram de amostra de C. mucronata (C. pallida) uma
quantidade total de alcaloides toxicos de 0,15%. De amostra de
C. lanceolata, proveniente do Brasil, quantificaram 0,21% de
alcaloides toxicos totais, porém ndo os identificaram. Neste
estudo, a quantificacdo de alcaloides totais para C. lanceolata
apresentou 910 pg/g de DHPA toxico, ou seja, 0,091% (peso
seco), ja C. pallida apresentou 737 pg/g de DHPA toxico, ou
seja, 0,0737% (peso seco). Esta diferenca na concentracdo de
DHPA pode explicar a menor gravidade das lesbes de C.
pallida quando comparada com C. lanceolata.
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7 CONCLUSOES

Sementes de Crotalaria lanceolata foram toxicas para
frangos a partir do sétimo dia de vida em doses Unicas de 15%
e 25% na racdo e a partir de 0,4%, 0,8% e 2,5% na racgéo
durante 21 e 35 dias. Em frangos com idade de 28 dias
também foi constatada toxicidade nas doses de 1% e 2% na
racao durante 20 dias.

Sementes de Crotalaria pallida também demonstraram
ser toxicas para frangos, porém em menor grau, na dose Unica
de 25% na ragdo e nas doses a partir de 0,8% e 2,5% na ragédo
durante 35 dias.

As lesdes provocadas em frangos pelas sementes de C.
lanceolata e C. pallida sdo compativeis com as lesdes
provocadas por alcaloides  pirrolizidinicos,  afetam
principalmente o figado, e sdo principalmente tumefacao,
degeneracdo vacuolar de hepatécitos, desorganizacdo dos
corddes de hepatdcitos e cariomegalia.
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