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RESUMO

O género Brachiaria possui importantes espécies de forrageiras utilizadas em paises
localizados em regides tropicais. No entanto, esse género de gramineas esta associado a
fotossensibilizagéo e intoxicacdes em animais de producdo. Deste modo, objetivou-se com este
estudo estabelecer o padrdo para colheita, processamento e conservacdo de amostras de
Brachiaria brizantha para quantificacdo de protodioscina e contagem de esporos de Pithomyces
chartarum e a avaliacdo da Cavia porcellus (cobaias) como modelo experimental na intoxicacéo
por diosgenina. Para a avaliacdo da Brachiaria brizantha, amostras foram colhidas de oito
pastagens as quais foram subdivididas em folhas jovens, folhas maduras, folhas velhas e planta
inteira e submetidas a nove diferentes métodos de processamento. Apds separacao e tratamento
das amostras foi realizada a quantificacdo de saponinas e a contagem de esporos. Observou-se
que na maioria dos tratamentos as folhas jovens apresentaram quantidades maiores de
protodioscina que as folhas velhas e a planta inteira. Os tratamentos que mantiveram as maiores
quantidades de protodioscina foram temperatura ambiente, estufa e estufa com ventilacéo
forcada. Nas amostras das pastagens nao foram encontrados esporos do fungo. Desta forma,
conclui-se que a concentracdo de protodioscina é maior nas folhas jovens; a secagem em
temperatura ambiente, em estufa ou em estufa de ventilacdo forcada sdo os melhores métodos
para preservacdo de protodioscina e o congelamento de plantas para a quantificacdo de
protodioscina ndo é recomendado. Para a avaliacdo das cobaias como modelos experimentais
na intoxicacgdo por diosgenina foram utilizadas 14 cobaias, divididas em dois grupos, o grupo
tratado (GT) e o grupo controle (GC). O GT recebeu 480 mg/kg de diosgenina diluida em dleo
vegetal e 0 GC recebeu somente 0 6leo vegetal, ambos por 30 dias. Para avaliacdo do
hemograma e analises bioquimicas foram colhidas amostras sanguineas no dia 0 (M0) e no dia
30 (M30). Na bioguimica plasmaética foram realizadas analises para ALT, AST, GGT, ALP,
ureia, creatinina, glicose, colesterol, HDL, triglicerideos, lactato, colinesterase e célcio. A
hematologia e a bioquimica ndo apresentaram alteracdes relacionadas a doenca hepatica
causada por saponinas. Na histologia apenas um animal apresentou hiperplasia de ductos
biliares, as outras alteracdes observadas foram de forma geral inespecificas. Conclui-se que, na
dose utilizada, a administracdo da diosgenina a cobaias ndo produz lesdes hepaticas expressivas
nem alteracdes hematoldgicas e bioquimicas relacionadas a hepatopatia.

Palavras-chave: Brachiaria brizantha, diosgenina, fotossensibilizacdo, modelo experimental,
protodioscina.
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ABSTRACT
Standardization for harvesting and conservation of Brachiaria samples for
guantification of saponin and subchronic toxicity of diosgenin in Cavia porcellus

The genus Brachiaria has provided important forage species to the countries located in tropical
regions. However, this genus of grass is associated with photosensitization and poisoning in
animal production. Thus, the aim of this study was to establish the standard for collection,
processing, and conservation of Brachiaria brizantha for protodioscin quantification and spore
count from Pithomyces chartarum and the evaluation of guinea pig (Cavia porcellus) as an
experimental model of poisoning by diosgenin. For Brachiaria brizantha evaluation, samples
were collected from eight pastures, which were subdivided into young leaves, mature leaves,
old leaves, and whole plant. After that, the samples were submitted to nine different drying and
conservation treatments. After separation and treatment of the samples, saponins were
quantified and spores were counted. In most of treatments, the young leaves presented larger
amounts of protodioscin than the old leaves and the whole plant. The treatments that maintained
the highest amounts of protodioscin were room temperature, oven, and oven with forced air
circulation. No fungal spores were found in the pasture samples. Thus, we concluded that the
concentration of protodioscin varies with the maturation stage of the leaves; drying at room
temperature, in an oven, or in an oven with forced air circulation are the best methods, and
freezing plants for preservation of protodioscin is not recommended. In the guinea pigs
evaluation, 14 guinea pigs were divided into two groups, the treatment group (TG) and the
control group (CG). The TG received 480 mg/kg of diosgenin and the CG received only
vegetable oil. Both groups received the treatment for 30 days. Blood samples were collected on
day 0 (MO) and day 30 (M30) for blood cell count and biochemical analyzes. In clinical
biochemistry, the analyzes were performed for alanine aminotransferase, aspartate
aminotransferase, gamma glutamyl trasferase, alkaline phosphatase, urea, creatinine, glucose,
cholesterol, HDL, triglycerides, lactate, cholinesterase, and calcium. Hematology and
biochemistry did not present alterations, which could not be related to hepatic disease caused
by saponins. In histology, only one animal had bile duct hyperplasia, the other alterations
observed were generally nonspecific. Therefore, we concluded that the administration of 480
mg/kg of diosgenin to guinea pigs did not produce significant hepatic lesions or hematological
and biochemical alterations related to liver disease.

Keywords: Brachiaria brizantha, diosgenin, experimental model, photosensitization,
protodioscin.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

1. Introducéo

A pecuéria nacional tem usado predominantemente 0 manejo extensivo para criagdo
de ruminantes, tendo as plantas do género Brachiaria como as mais predominantes nas
pastagens. Essa graminea contribuiu fortemente para o crescimento do mercado agropecuario
tanto no ambito nacional como internacional.

Apesar de todos os beneficios trazidos pela introducdo das braquiérias, alguns
problemas acompanharam a graminea. Inicialmente houve os prejuizos com a cigarrinha que
infestava as pastagens de Brachiaria decumbens, as quais foram substituidas por cultivares mais
resistentes e por outras espécies do mesmo género. Posteriormente, foi atribuido a B.
decumbens os casos de fotossensibilizagdo observados nos ruminantes e equinos, mas que com
0 passar dos anos foram também observados nas pastagens de B. brizantha, B. humidicula e B.
ruizisienses. Esses casos de fotossensibilizagdo foram inicialmente atribuidos a esporidesmina,
uma micotoxina produzida pelo fungo Pithomyces chartarum, os quais 0S esporos sao
constantemente encontrados nas pastagens?.

Posteriormente, além dos casos classicos de fotossensibilizacdo relacionados ao
eczema facial produzido pela esporidesmina, passou-se a observar outros sinais clinicos e
achados histopatolégicos. Os bovinos além de apresentarem a fotossensibilizagdo,
apresentavam quadros de emagrecimento progressivo, caracterizado como a forma subclinica
da doenca. Nos exames histologicos passou-se a observar cristais birrefringentes nos ductos
biliares e hepatocitos dos animais. Foi observado que esses novos achados eram semelhantes a
achados de intoxicagdes ocorridas por plantas que continham saponinas. Dessa forma,
comegou-se a investigar a presenca de saponinas em gramineas de Brachiaria, encontrando
principalmente a protodioscina.

Paralelamente, foi observado que culturas de Pithomyces chartarum, encontradas
no Brasil, na maioria das vezes ndo produziam a esporidesmina® e em muitos estudos ja ndo
encontravam grande quantidade de esporos dos fungos e a presenca de saponinas nas plantas
foi associada a intoxicac&o®.

No entanto, apesar de muitos defenderem que a intoxicagdo por Brachiaria é
causada por saponinas, ha uma grande dificuldade de se reproduzir tal quadro, levando a que
muitos pesquisadores ainda relutam em acreditar que as saponinas por si SO acarretam na

intoxicacdo, podendo haver outros fatores envolvidos.



2. Revisao de literatura

2.1. Fotossensibilizacdo

A fotossensibilizagdo caracteriza-se por uma sensibilidade exagerada do animal a
certos comprimentos de onda da luz solar, a qual € determinada por agente fotossensibilizador
presente no epitélio do animal®, que na maioria das vezes é um pigmento fluorescente®.

A fotossensibilizacdo causada por plantas é dividida em dois tipos, a priméria e a
secundaria ou hepatdgena. Na fotossensibilizacdo primaria, o agente fotossensibilizador é
ingerido, atravessa a barreira hepética e cai na circulacdo geral, alcancando a pele, induzindo
as lesdes devido a excessiva sensibilidade aos raios solares®®. Na fotossensibilizacio
secundaria, a planta possui substancia toxica que provoca alteracdes no parénguima hepatico
ou nos ductos biliares causando distdrbio no mecanismo de eliminacdo da filoeritrina. A
filoeritrina € um pigmento fluorescente formado nos pré-estbmagos dos ruminantes, a partir da
clorofila, o qual é eliminado pelo figado. Em casos de danos hepaticos a filoeritrina acumula-
se, passa para circulacdo sanguinea e alcanca a pele. A forma clinica da doenca caracteriza-se
por lesbes de pele, especialmente, nas partes menos pigmentadas ou menos protegidas por
pelos®.

No Brasil, casos de fotossensibilizacdes hepatdgenas estao relacionadas a inimeras
espécies de plantas como por exemplo: Senecio spp., Myoporum spp., Lantana spp. e
Brachiaria spp.*. Em relagéo as braquiarias, os surtos s&o frequentemente relatados em ovinos
e bovinos, e causam grande prejuizos ao produtor devido a morte de animais e a reducdo na

produtividade’.

2.2. O género Brachiaria spp.

No Brasil, a principal fonte de alimento para a pecuéria tém sido os pastos®,
especialmente por ser um pais de clima tropical e com grande extenséo de terras cultivaveis®.
Segundo censo agricola do IBGE® em 2006, havia no Brasil mais de 170 milhdes de hectares
de terras com pastagens, o que garante uma fonte de recursos nutricionais de menor custo para
os animais®. Desta vasta area de pastagens no Brasil, estima-se que mais de 50% das areas so
de forrageiras cultivadas, sendo que as principais espécies de plantas utilizadas sdo as do género

Brachiaria®.



A introducdo de gramineas cultivadas para a formacdo de pastagens teve o intuito
de aumentar a disponibilidade de alimento para os animais, podendo assim, gerar ganhos quanto
as taxas de lotacio, o desempenho e a produtividade®. Além disso, muitas pastagens estdo
localizadas em regiGes de solo &cido e baixa fertilidade, sendo necessaria a busca por espécies
que se adaptassem a este tipo de situagdo. Desta forma, a introducdo de plantas do género
Brachiaria no Brasil teve grande expansdo a partir de 1970, com a introdugdo de gramineas
que se reproduziam por sementes e com boa adaptacao ao clima e aos solos, principalmente o0s
do Cerrado.

O género Brachiaria tem grande importéancia para regides de clima tropical, tanto
na Africa e Australia, como na América do Sul. A larga utilizacio dessas plantas é decorrente
da alta producdo de matéria seca, facil cultivo, adaptacdo a diferentes tipos de solos, bom
crescimento ao longo do ano e baixo custo de manutengdo®*112,

As braquidrias sdo gramineas perenes ou anuais, cespitosas ou decumbentes,
normalmente apresentam enraizamento nos nos, quando entram em contato com o solo, dando
a esta boa cobertura vegetal e protegendo-o contra eroses. Sdo um género de plantas tropicais,
principalmente de origem africana, abrangendo cerca de 80 espécies*®. No Brasil, apesar de
haver inimeras espécies de Brachiarias cultivadas quatro sdo predominantes: B. brizantha, B.
decumbens, B. humidicola e B. ruiziziensis*®*,

A B. decumbens foi introduzida no Brasil em 1962 pelo Instituto de Pesquisas
Experimentais Agropecuarias do Norte (IPEAN), por meio do cultivar B. decumbens cv.
IPEAN. Mais tarde, a B. decumbens cv Basilisk foi trazida da Australia, devido sua reproducao
por sementes, 0 que propiciou rapida expansdo do cultivar pelas regides Centro-Oeste, Norte e
Sul do Brasil*2. Nos tempos atuais, a B. decumbens vem sendo substituida pela B. brizantha,
que foi introduzida nos anos 80, tendo como principal razdo sua resisténcia as cigarrinhas-das-
pastagens?.

A B. brizantha, a mais utilizada nos solos de Cerrado, tem como cultivar mais
utilizado a Marandu, que possui potencial produtivo superior a B. decumbens, podendo produzir
23 t/ha/ano de matéria seca®*!.

No bioma Cerrado, localizado principalmente na regido Centro-Oeste, que € a
principal area de producéo de carne bovina no pais, estima-se que haja mais de 60 milhdes de
hectares de pastagens cultivadas, sendo que, 0 género Brachiaria responde por 85% da area®*2.
Neste contexto, 51 milhdes de hectares sdo constituidos de Brachiaria sendo 30 milhGes de B.
brizantha, 15 mihdes de B. decumbens e 6 milhdes de B. humidicola®®.



Apesar da vasta utilizacdo, da boa producdo de matéria seca e da adaptacdo ao clima
e ao solo, diferentes espécies de braquiarias tém sido associadas a casos de intoxicacdo em

distintas espécies de animais de producao>17,

2.3. Intoxicagao por Brachiaria

2.3.1. Etiologia

Inicialmente os quadros de fotossensibilizagdo observados em animais mantidos em
pastagens de braquidrias eram atribuidos a toxina esporidesmina, produzida pelo fungo
Pithomyces chartarum. Posteriormente, inimeros pesquisadores tém associado esses quadros a
intoxicagdo por saponinas contidas nas gramineas®.

Os esporos do fungo Pithomyces chartarum tem, recorrentemente, sido encontrado
em amostras de braquiaria e é fato que a esporidesmina, produzida por algumas de suas cepas,
causa fotossensibilizacdo em diferentes espécies®. No entanto, em estudo realizado com cepas
do fungo encontradas no Brasil, Colémbia, Estados Unidos e Canadé, constatou-se que elas ndo
eram produtoras da toxina. Os achados levaram os pesquisadores a sugerir que as cepas do
Pithomyces chartarum encontradas nas Ameéricas séo diferentes das cepas isoladas na Austrélia,
Nova Zelandia e Africa do Sul. Assim, indicam que as cepas presentes no Brasil tém baixa
capacidade ou mesmo, ndo tem a capacidade de produzir a esporidesmina e consequentemente,
n&o tém relagdo com os casos de fotossensibilizagdo e intoxicagdes por braquidrias®.

Deste modo, cada vez mais, tém se considerado a saponina como agente causal da
intoxicacdo por braquiaria. Adicionalmente, outras plantas que causam intoxicagdes associadas
as saponinas, tem quadros clinicos semelhantes & intoxicagdo por braquiarial. Segundo
Graynon®8, a colangiohepatite associada a cristais observada na intoxicagdo por Brachiaria é
semelhante a que ocorre nas intoxicagdes por Tribulus terrestris e por Panicum spp. Além
disso, em varios casos de intoxicagdo por braquiarias ndo foram encontrados esporos do P.
chartarum ou esses se encontravam em quantidades muito baixas, enquanto as saponinas
estavam presentest171%-2,

Provavelmente a diminui¢do na quantidade de esporos encontradas nas pastagens
se da devido o melhor manejo destas. Como forma de controle da quantidade de fungos
recomenda-se que as pastagens sejam bem manejadas, de forma a evitar o acimulo de matéria

organica. Esse acumulo favorece a condic¢des propicias para a procriacdo dos fungos, os quais



desenvolvem-se saprofiticamente nas folhas mais velhas, em condi¢Ges de temperatura (18 a
27°C) e umidade (96%) favoraveis??.

2.3.2. Epidemiologia

A intoxicacgdo associada a braquiaria afeta boa parte dos animais de producéo, sendo
observada em ovinos, caprinos, equinos, bovinos e bubalinos. Apesar de afetar inUmeras
espécies as mais acometidas sdo 0s ovinos e bovinos, com destaque para 0s ovinos. Os
ruminantes jovens sdo 0s mais predispostos e principalmente 0s que ndo tiveram contato prévio
com a gramineal.

Existem evidéncias que animais expostos a primeira vez ao capim Sd0 mais
susceptiveis do que animais j& adaptados. Estudo com ovinos com e sem 0 contato prévio com
pastagens de braquiéria indicou que apenas 8,9% dos animais que j& tinham contato com a
graminea adoeciam, enquanto que animais sem esse contato apresentaram 33,3% de
morbidade?®. Em trabalho com ovinos que n3o tiveram contato prévio com a braquiaria, foi
observada morbidade proxima aos 80%, com mortalidade de 90%2. Ja em estudo
epidemioldgico, com 34 surtos de intoxicacdo por braquiaria, em ovinos, na regido central do
Brasil (estados de Goias, Minas Gerais e Distrito Federal), observou-se que 90% dos animais
acometidos tinham menos de um ano de idade e em 45,5% dos casos 0s animais eram recém
introduzidos na propriedade*®.

Em relacdo a resisténcia, tem sido observado que ovinos filhos de pais que ndo
apresentam sinais clinicos prévios de intoxicacdo, quando pastejando braquiaria, apresentam
menor suscetibilidade a intoxicagdo. Em um estudo no qual se utilizou filhos de pais resistentes,
mantidos em pastagens de braquidria, tanto os pais como os filhos ndo apresentavam sinais de
intoxicacdo. Ja os filhos de pais susceptiveis, ou seja, com historico de intoxicacdo por
braquiaria, também adoeceram (10 de 15 animais), quando colocados em pastos da graminea,
indicando que eram mais susceptiveis. Nenhum dos ovinos do grupo resistente apresentou
sinais de intoxicacdo. Esses resultados sugerem a existéncia de resisténcia genética a
intoxicac&o?>.

No que diz respeito a espécie de graminea associada as intoxicacfes, a maioria dos
casos ocorre em pastagens formadas com B. decumbens, seguida por casos em B. brizantha e

com menor frequéncia em pastagens de B. humidicolal?®%’. Segundo levantamentos de



Sant’ana®® de 54 surtos observados 79% ocorreram com pastagens de B. decumbens, 17% em
B. brizantha e 3% em B. humidicola.

A ocorréncia mais elevada de casos de intoxica¢cdes que ocorreram em pastos de B.
decumbens em relacdo a B. brizantha pode estar relacionada a um esteroisdmero da
protodiosicina, a protoneodioscina. A protoneosdicina € encontrada em uma quantidade cinco
vezes maior na B. decumbens (20 mg/kg) do que na B. brizantha (4mg/g). Dessa forma, é

provavel que a protodioscina tenha um menor efeito toxico que a protoneodioscina?.

2.3.3. Caracteristicas clinicas, laboratoriais e anatomopatoldgicas

a) Ovinos e caprinos

Nos ovinos os sinais clinicos podem aparecer apds 10 dias da exposi¢éo ao capim.
A intoxicacdo pode ser classificada em hiperaguda, aguda, cronica e subclinica, a depender do
inicio e dos sinais clinicos®. E caracterizada clinicamente por hiperemia da mucosa ocular,
ictericia, apatia, emagrecimento, queda de pelos, ulceracdo da pele, principalmente em animais
com pelagens claras, prurido, inquietagdo, fotofobia, edemas em orelhas, palpebras, base da
calda e prepucio, mucosas amareladas, secrecdo ocular e nasal'”?*2°, Na patologia clinica pode-
se observar aumento da atividade sérica de aspartato aminotransferase (AST)?*, gama
glutamiltransferase (GGT) e aumento da concentracdo sérica de de bilirrubina total, direta e
indiretal’4%,

Na necropsia de ovinos doentes, € observado ictericia generalizada, hepatomegalia,
distensdo da vesicula biliar e figado com padrdo lobular acentuado. Na anélise histolégica, as
alteracbes ocorrem principalmente no figado, sendo descrita a presenca de macrdfagos
espumosos, proliferacdo de ductos biliares, necrose de hepatdcitos, colangite e presenca de
cristais birrefringentes em macrofagos e hepatécitost’ 2429,

Os caprinos acometidos pela intoxicacao apresentam eritema e edema na regiao dos
olhos, focinho e orelhas, ictericia e formacéo de crostas nas regides com lesdes. Na necropsia
observa-se 0 aumento do figado, coloracdo amarelada e distensdo da vesicula biliar. Na
histologia, observa-se tumefacdo difusa de hepatdcitos, fibrose periportal acompanhada por
proliferacéo de células de ductos biliares, presenca de cristais refringentes no interior dos ductos

hepéticos Na patologia clinica observar-se aumento da atividade sérica da GGT>.



b) Bovinos

Nas intoxicacdes por Brachiaria spp., bovinos de diferentes idades, podem
apresentar sinais de fotossensibilizacdo ou uma sindrome progressiva causando emagrecimento
e a morte sem a presenca de sinais clinicos de fotossensibilizacido'?’. Os sinais clinicos
frequentemente observados, nas intoxicacOes, sdo o0 edema de barbela, dermatite com
espessamento da pele e formacgdo de crostas, ulceracdo na parte ventral da lingua, edema de
orelha, corrimento ocular, salivagéo, inquietacéo, prurido e fotofobia (Figura 1)?’. Nos animais
com emagrecimento progressivo, 0s sinais clinicos mais comuns sdo apatia, anorexia e

caquexia, podendo evoluir para o 6bito dos animais?.

FIGURA 1 — Bovinos mantidos em pastagens de Brachiaria decumbens com sinais clinicos de

fotossensibilizagédo
Fonte: Fioravanti, 1999

Na necropsia dos animais sdo observados hepatomegalia, figado amarelado e com
padrdo lobular, ulceracBes na parte ventral da lingua, rins acastanhados e urina escurecida. Nos
individuos que ndo apresentam sinais de fotossensibilizagdo, mas que apresentam
emagrecimento progressivo observa-se, na necropsia, figado aumentado de volume e
amarelado. No exame histopatoldgico do figado observa-se tumefacdo e vacuolizacdo de
hepatocitos, além de graus varidveis de fibrose periportal, hiperplasia de celulas epiteliais dos
ductos biliares, retencdo biliar, infiltrado periportal, macr6fagos espumosos, cristais
birrefringentes no interior dos ductos biliares, células gigantes multinucleadas com nucleos
distribuidos no citoplasma ou na periferia?’. Bovinos clinicamente sadios, mantidos em
pastagem de Brachiaria spp., podem também apresentar grandes quantidades de macréfagos
espumosos no figado e linfonodos mesentéricos, sugerindo a presenca de intoxicagdo?3233,

Na patologia clinica os animais mantidos em pastagens de braquidria com a
intoxicacdo subclinica e clinica, podem apresentar valores da atividade plasmética de AST e



GGT aumentados?**, sendo a AST mais sensivel nesses casos. Apesar disso, 0s animais podem
apresentar lesdes hepética sugestiva de esporidesmicotoxicose subclinica e mesmo assim

apresentar enzimas hepaticas com valores dentro dos de referéncia?.

2.4. Saponinas

2.4.1. Classificacdo das saponinas

As saponinas sao um grupo de glicosideos distribuidos nas plantas superiores. Esses
glicosideos tém a habilidade de reduzir a tensdo superficial de solugbes aquosas, formando
espuma, quando submetidos & agitacdo®. A denominagio de saponina deriva-se do latim sapo
(sabdo), refletindo sua habilidade de formar espuma®. As saponinas consistem em uma
molécula de agucar usualmente contendo glicose, galactose, acido glucdnico, xilose e ramnose
ligadas a uma aglicona hidrofébica (sapogenina) que pode ser um triterpeno ou um esterdide
natural®’. A caracteristica da saponina de formar espuma em solucdo aquosa é consequéncia de
sua natureza anfifilica, na qual a sapogenina interage com compostos apolares e as cadeias de
sacarideos interagem com substancias polares®.

As saponinas sdo geralmente classificadas de acordo com o nucleo fundamental
aglicona, podendo ser triterpénicas e esteroidais®>®. As saponinas triterpénicas sio encontradas
principalmente em plantas dicotiledéneas enquanto que as esteroidais sdo de ocorréncia
principal em plantas monocotileddneas®.

Outra classificacdo das saponinas baseia-se no nimero de cadeias laterais de
sacarideos. As mais conhecidas sdo as saponinas monodesmosidicas, que tem apenas uma
posi¢do da aglicona glicolisada (Figura 2). Na maioria destas saponinas a cadeia de sacarideos
esta ligada ao grupo Csz hidroxil. Ja saponinas com duas cadeias de sacarideos sdo denominadas
bidesmosidicas, e essas cadeias estdo geralmente ligadas Cos ou Cog (Figura 3). A grande
complexidade da estrutura da saponina é advinda da variedade de estruturas de agliconas, a

natureza das cadeias laterais e a posi¢do dessas moléculas sobre a aglicona®®4°,
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FIGURA 2 — Saponina monodesmosidica
Fonte: Adaptado de AUGUSTIN?
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FIGURA 3 — Saponina bidesmosidica
Fonte: Adaptado de AUGUSTIN*
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Muitas saponinas conhecidas séo derivadas de metabolitos secundarios das
plantas*. Elas ocorrem em grande quantidade de espécies de plantas, tanto nas silvestres como
nas cultivadas. Nas plantas cultivadas as saponinas triterpendides sdo geralmente
predominantes, enquanto que as saponinas esteroidais predominam em plantas utilizadas na
medicina popular, na maioria, silvestres®,

Devido a caracteristica anfifilica, as saponinas tém atraido a atencdo do homem
desde tempos antigos. Um exemplo disto € a utilizacdo da casca de Quillaja saponiaria, uma
arvore nativa da regido dos Andes, que era retirada por indigenas da regido e utilizada como

agente detergente e, pelos Xamas, como agente de cura®. Em tempos mais recentes as
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caracteristicas das saponinas tém atraido a atencdo de diversos setores da indUstria como a area

farmacéutica e cosmética.

2.4.2. Producdo das saponinas nas plantas

As plantas produzem diversos metabodlitos secundarios, como parte do seu
crescimento normal ou em resposta a ataques de patdgenos ou estresse. Por definicdo os
metabolitos secundarios sdo considerados “artigo de luxo”, que ndo sdo requeridos para o
crescimento ou reproducdo da planta. Entretanto podem ser importantes para conferir vantagens
para as plantas produtoras, inibindo o crescimento de plantas vizinhas ou protegendo-as contra
patdgenos. Eles podem ainda ter papel sutil na fisiologia da planta, no entanto esse papel ainda
ndo foi caracterizado. Em adicéo, os metabdlitos secundarios também representam um vasto
recurso, devido & complexidade de suas moléculas, que sdo valorizados e explorados pelo
homem na farmacologia e em outras areas*.

A formacdo da saponina ocorre por meio da ligacdo da molécula de aclcar a
aglicona, mas pouco se sabe a respeito de enzimas que participam desse processo e das vias
bioquimicas envolvidas na sua biossintese. No entanto, uma caracteristica comum de todas as
saponinas é a ligacdo de uma molécula de agucar a posicdo Cz da aglicona. As cadeias de
acucares diferem substancialmente entre as saponinas, podendo serem ramificadas e
constituidas por até cinco moléculas de acucar. Acredita-se que o processo de glicolizacdo seja
a etapa final da formagao das saponinas, no entanto, iniimeras etapas o precedem®*,

As plantas produtoras de saponinas geralmente acumulam essas substancias como
etapa normal de seu desenvolvimento. No entanto, a producdo de saponinas pode ser
influenciada por diversos fatores ambientais como disponibilidade de nutrientes, agua,
irradiacdo solar, e outros fatores combinados. A producéo de saponinas varia tambem de acordo
com as caracteristicas individuais das plantas ou tecidos e demonstram flutuagGes sazonais®.

A guantidade de saponinas pode apresentar em diferentes concentragdes a depender
da parte da planta. Ha& plantas que tem maior quantidade de saponinas nas folhas, enquanto
outras, nos frutos. Essa variagdo ocorre devido as diferentes necessidades de prote¢do da planta.
Assim, a maior quantidade de saponinas nos frutos jovens previne o ataque de herbivoros e
fungos, favorecendo o amadurecimento de maior quantidade de frutos, garantindo o
amadurecimento das sementes e dispersdo destas®®. Em outras plantas a quantidade de

saponinas pode ser maior nos tubérculos, protegendo a parte reprodutiva da planta®, ou mesmo
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nas raizes prevenindo ataque de fungos**. A quantidade de saponinas pode ainda variar em
diferentes estagios de amadurecimento das plantas*®. Em geral as plantas em estado de
germinacdo ou imaturas apresentam maiores quantidade de saponinas®®. Nas Brachiaria
decumbens e B. brizantha foi demonstrado que as plantas em pleno crescimento apresentam
maior quantidade de saponinas que as plantas em fase reprodutiva®®.

As concentragdes de saponinas nas plantas podem ser aumentadas em resposta ao
tratamento com indutores, como extratos com leveduras. Estas estratégias sdo adotadas quando
ha o objetivo da utilizacdo das saponinas para fabricacdo de produtos comerciais. Assim, quanto

maior a concentraco de saponinas na planta, mais facil é seu isolamento®!.

2.4.3. Acdo das saponinas no rumen

As saponinas ttm demonstrado a capacidade de alterar a fermentacdo ruminal,
refletindo na melhoria da producdo animal. A modificacdo na fermentacdo ruminal pelas
saponinas € mediada por meio de sua influéncia direta sobre a atividade de protozoarios,
bactérias e fungos. Em geral, o mecanismo de acao das saponinas sobre 0s micro-organismos é
devido a sua interacdo com a molécula de esterol que estd presente na membrana celular dos
micro-organismos. Nas bactérias 0 mecanismo de acdo relaciona-se com a alteracdo da parede
bacteriana, por meio da modificacdo da tensdo superficial extracelular®’, ja que elas ndo tém
esterois em sua parede?®.

Os efeitos das saponinas sobre a comunidade microbiana no ramen e fermentacao
sdo interdependentes, variando com o tipo e niveis de saponinas, composicdo da dieta,
populacdo microbiana afetada e adaptagio da microbiota ruminal a saponina®’.

Em decorréncia da diversidade de saponinas existentes, elas podem atingir
diferentes micro-organismos. Isso ocorre devido a interacdo dos esterdis de membrana com a
saponina, 0s quais alteram de acordo com a espécie do micro-organismo. Devido a esse efeito
espéecie dependente, o uso de uma saponina pode favorecer a manipulacdo seletiva do
metabolismo do rimen. Um exemplo disto seria a descoberta de uma saponina que reduzisse o
crescimento de Streptococcus bovis em dietas com alto teor de concentrados, o que reduziria a
producao de &cido latico e por consequéncia a ocorréncia de acidose ruminal®’.

As saponinas tém sido mais efetivas contra os protozoarios, causando sua morte.
Os protozoarios consomem as bactérias e fungos do rimen, o que diminui a eficiéncia da

utilizagio de proteinas pelos ruminantes®’. Assim, a diminuicdo no nimero de protozoarios
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pode aumentar a eficiéncia da sintese bacteriana, o fluxo de proteinas para o duodeno e melhorar
a retencdo de nitrogénio nos animais*’4°,

As saponinas podem também diminuir a liberagdo do metano para a atmosfera,
diminuindo o impacto ambiental®®>!. Acredita-se que elas podem se ligar ao metano quando
suas concentracOes estdo altas no ramen, e liberd-lo quando as concentracfes voltam a ficar
baixas. Isso mantém um suprimento constante para a sintese microbiana de proteinas®%. A
diminuicdo na liberacdo do metano pode ocorrer também devido a acdo das saponinas contra a
microbiota envolvida na formac&o do metano, incluindo os metanogénicos e protozoarios®:.

Em estudo utilizando sistema de fermentacdo ruminal in vitro, foram adicionadas
diferentes quantidade de saponinas de Quillaja saponaria, com intuito de avaliar a composi¢ao
quimica, a fracdo microbiana e os parametros da fermentacdo. Observou-se que as saponinas
reduziram significativamente a contagem de protozoarios apds 24 horas, tendo diminuicéo de
51,3% quando comparada com o controle. Houve ainda aumento no nitrogénio o que foi
atribuido ao efeito antiprotozoarios das saponinas. A adi¢cdo de saponinas favoreceu a reducéo
na producéo de metano e melhorou a eficiéncia da sintese microbiana de proteinas®?.

Para avaliar o efeito das saponinas sobre a performance produtiva dos animais, um
estudo utilizou 27 ovelhas alocadas em trés grupos: sem saponina, 3g e 6g de saponinas por
dia. As doses utilizadas nos animais foram estabelecidas em experimento in vitro que avaliou
a fermentacdo ruminal. No estudo in vitro foi observado, apds a adicdo das saponinas, que a
producdo de metano diminuiu significativamente em 12 e 24 horas, reduziu a quantidade de
protozoarios em até 45% (dose dependente), aumentou a disponibilidade de nitrogénio e
aumentou o fluxo de proteina microbiana para o intestino, em compara¢do com 0 grupo que
néo recebeu saponinas. In vivo foi observado que a adi¢do de saponinas melhorou o ganho de
peso diario e a eficiéncia alimentar®. Ao contrario dos achados de Hu®*, os resultados de Zhou®®
ao trabalhar com saponinas de llex kudingcha, adicionadas na dieta de carneiros, ndo indicaram

melhoria na digestibilidade de nutrientes e fermentacéo ruminal.

2.4.4. Toxidade das saponinas

Plantas que contém saponinas frequentemente tém sido apontadas como causadoras

de quadros de intoxicagOes caracterizados, principalmente, por lesGes hepaticas, renais e

fotossensibilizagdo3%°%°7, podendo causar também problemas gastrointestinais, como
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gastroenterites e diarreia®. Acredita-se que a intoxicacéo esteja relacionada com a formagcéo de
estruturas cristaloides e sua deposicdo no sistema biliar e no figado®®.

A formacdo dos cristais biliares se da, provavelmente, no metabolismo
gastrointestinal das saponinas nos animais. Acredita-se que ap6s a ingestdo das saponinas
esteroidais elas sdo hidrolisadas formando as sapogeninas, as quais sofrem conjugagdo com
acido glicurdnico. Os glicoronideos das sapogeninas ligam-se com os ions de célcio e formam
sais insolGveis que depositam em forma de cristais®®®. Com a deposicio dos cristais, pode
ocorrer a inflamacdo e obstrucdo do sistema biliar, necrose de hepatdcitos periportais e,
consequentemente, os sinais de intoxicacéo relatados>°>%,

As intoxicagdes por saponinas sdo relatadas em inimeras plantas, mas sdo mais
frequentemente descritas nas Brachiaria spp, Tribulus terrestris, Panicum spp, Agave
lecheguilla, Narthecium ossifragum, quase sempre relacionadas a quadros de
fotossensibilizagdo®.

Especificamente nas braquiarias, a saponina encontrada em maior quantidade ¢ a
protodioscina, a qual tem na sua estrutura a diosgenina como aglicona®. A diosgenina é uma
sapogenina esteroidal originada da hidrolise das saponinas presentes em inlmeras espécies de
plantas como Dioscorea nipponoca Makino, Smilax china Linn, Smilax bockii Warb, Solanum
incanum, Solanum xanthocarpum, Costus speciosus and Trigonella foenum graecum®!, B.
decumbens®? e Panicum dichotomiflorum®. Essa sapogenina é utilizada como material inicial
para a sintese de contraceptivos orais, hormonios sexuais e outros componentes esteroidais.
Além disso, tem o0 seu uso estudado em diversas doencas como a leucemia e a
hipercolesterolemia®®. Apesar de seus efeitos benéficos serem bastante estudados, plantas que
contém saponinas com a diosgenina como aglicona tém sido associadas a intoxicacdes em

animais®®.

3. Contextualizacéo da linha de pesquisa

O inicio das pesquisas com Brachiaria e seus efeitos sobre os animais na EVZ/UFG
teve como primeiro trabalho desenvolvido a tese de doutorado “Incidéncia, avaliacdes clinica,
laboratorial e anatomopatologica da intoxicagdo subclinica por esporidesmina em bovinos”,
desenvolvido em parceria com a Universidade Estadual Paulista (UNESP) de Botucatu e
Jaboticabal®. O estudo avaliou aspectos da intoxicagdo subclinica por esporidesmina em

bovinos, mantidos em pastagens de Brachiaria sp, na idade ao abate, alem de realizar a
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comparagdo com animais que apresentavam sintomas clinicos da intoxicacdo. Nos animais
estudados foi observado que 64% apresentavam incidéncia subclinica da doenga. Os achados
histopatolégicos sugestivos de esporidesminotoxicose foram colangiohepatite, caracterizada
pela presenca de infiltrado inflamat6rio mononuclear restrito ao espaco porta, acompanhado de
hiperplasia do tecido conjuntivo e proliferagdo dos ductos biliares. N&do foram encontrados
cristais dentro dos hepatdcitos, sinusoides e ductos biliares. A colangiohepatite foi encontrada
isoladamente ou acompanhada de outras alteragdes. A reacdo inflamatdria granulomatosa zonal
esteve mais frequentemente associada a ela e caracterizou-se pelo acumulo de macrofagos
espumosos, sob a forma de células isoladas ou aglomerados, no parénquima hepético e no
espaco porta. Houve correlagdo negativa entre peso vivo das fémeas e dos machos e 0 nimero
de macrofagos encontrados no figado. A correlacdo negativa também foi significativa entre a
intensidade da doenca e o peso vivo das fémeas, consequentemente, apesar das lesdes
histopatolégicas ndo provocarem sinais clinicos e ndo determinarem alteragdes
macroscopicamente observaveis, o funcionamento do o6rgdo foi afetado, refletindo-se
negativamente no ganho de peso.

Considerando as diversas ddvidas quanto a etipatogenia da lesdo hepatica de
bovinos mantidos em braquiaria, o segundo trabalho desta linha de pesquisa, a tese de
doutorado intitulada “Papel das saponinas e do Pithomyces chartarum como agentes
hepatotOxicos para ruminantes em sistema de pastejo”® tinha como objetivos: 1. realizar o
isolamento e quantificacdo da saponina protodioscina nas diferentes fases do ciclo vegetativo
de B. decumbens e B. brizantha, verificando se a fase de desenvolvimento interferia na
quantidade de saponina da planta e se houve diferencga na quantidade de saponina entre as duas
espécies de braquiaria; 2. acompanhar casos clinicos em ruminantes com contagem de esporos
do fungo e dosagem de saponinas nas pastagens a fim de determinar o agente etioldgico da
enfermidade; 3. avaliar rebanhos bovinos mantidos em pastos de Brachiaria sp e a quantidade
da saponina esteroidal protodioscina e de esporos presentes nas pastagens ao longo do ano.
Nessa Ultima fase, foi feita avaliacdo da quantidade da saponina e de esporos e se houve
diferengas com relacdo a estacdo do ano; avaliou-se a presenca de alteragcdes hepaticas, por
meio da determinacdo da atividade sérica de gama glutamiltransferase (GGT) e aspartato
aminotransferase (AST) e dos valores de bilirrubina®. Durante o periodo do estudo ndo
ocorreram surtos em bovinos, tendo sido observado somente um surto de fotossensibilizacao
em ovinos, com presenca de pequena quantidade de esporos do Pithomyces chartarum
insuficiente para causar a intoxicagdo, mas houve a presenca de protodioscina, associando esse

surto a saponina do capim. A manutencdo de bovinos em pastagens de braquiarias sem a



15

presenca de quantidade elevada de fungos, mas com presenca de protodioscina ndo resultou em
leses histopatoldgicas e laboratoriais sugestivas da intoxicacéo. O conjunto de achados sugeriu
gue 0s ovinos sdo susceptiveis a intoxicacdo por protodioscina presente na braquiaria, mas
bovinos ndo, ou seja, somente a presenca da saponina protodioscina ndo é suficiente para
determinar o aparecimento de surtos de fotossensibilizacdo hepatdgena nos bovinos’3. A
maior quantidade da saponina protodioscina foi observada em marco, final da estacdo das
chuvas, e a menor quantidade ocorreu em julho, no meio da estacéo seca, demonstrando grande
variacdo nas concentracfes de saponinas, sugerindo uma relacdo com a precipitacao
pluviométrica e/ou ciclo de vida das espécies de Brachiaria avaliadas®.

Nesta fase de desenvolvimento das pesquisas, estava claro para a equipe, que seria
necessario o desenvolvimento de mais estudos, especialmente a reproducdo experimental da
intoxicacdo com quantificacdo da saponina e a determinacdo das concentracfes toxicas de
saponinas para ruminantes, além do acompanhamento de casos clinicos da enfermidade. Outro
grande desafio colocado é a determinacgdo da capacidade de produgdo de esporidesmina pelas
cepas brasileiras de P. chartarum, bem como a realizacdo do isolamento e quantificacdo da
micotoxina (esporidesmina)®3.

O terceiro estudo da linha de pesquisa, foi a tese de doutorado intitulada “Avaliagao
clinico-laboratorial e desempenho de bovinos alimentados com capim Brachiaria e
Andropogon”, que avaliou o desempenho ponderal e a higidez do figado de bovinos, por meio
de exames laboratoriais e histoldgicos, fazendo a relacdo com a contagem de esporos e a
concentracio de saponinas nas pastagens de Andropogon e Brachiaria®. Os dois capins
apresentaram contagens semelhantes de esporos de P. chartarum que variaram de 0 a 50.000
esporos por grama de forrageira. A saponina protodioscina foi detectada nos capins Brachiaria
e Andropogon, ocorrendo em maior quantidade nas pastagens de Brachiaria e na época
chuvosa. Foi observado que apesar dos bovinos mantidos em Andropogon apresentarem
vantagem no desempenho, os exames laboratoriais e histologicos dos animais mantidos em
ambas as pastagens apresentaram resultados semelhantes®#®*. Ocorreu um aumento da AST,
GGT e bilirrubinas, indicando presenca de alteracdo hepética crénica nos bovinos alimentados
com os dois tipos de capim®**®4, Os resultados histoldgicos indicam que a presenca de alteraces
hepaticas degenerativas e inflamatorias independe do tipo de capim ingerido pelos bovinos. Os
macrofagos espumosos estiveram presentes no parénquima hepatico e no linfonodo
mesentérico dos bovinos alimentados com os dois tipos de capim, mas com maior ocorréncia
nos animais alimentados com capim Brachiaria. Bovinos com maior nimero de macréfagos

espumosos no figado apresentaram pesos menores®+,
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Ao término desse estudo, inevitavelmente novos desafios foram estabelecidos pela
equipe. Como a varidvel ganho em peso sofre influéncias do individuo, do ambiente e da
ocorréncia de enfermidades e maioria dos bovinos, independentemente do tipo de capim
ingerido, apresentou graus varidveis de alteracdo hepéatica com presenca de correlacdes
negativas com o peso, fica claro que sdo necessarios mais estudos que visem quantificar as
possiveis perdas em decorréncia do menor desenvolvimento de bovinos alimentados com capim
Brachiaria spp. A ocorréncia de alteracdo hepatica crénica, em bovinos alimentados com os
capins Brachiaria e Andropogon, confirmada pelo aumento da AST, GGT e bilirrubinas e pela
presenca de colangiohepatite acompanhada grande numero de macrdfagos espumosos
ocupando grande extensdo de parénquima hepético, é fortemente sugestiva de
esporidesminotoxicose na forma subclinica. Portanto sdo necessarios estudos que avaliem a
capacidade de producdo de esporidesmina pelas cepas brasileiras de P. chartarum, bem como
a realizacdo do isolamento e a quantificacdo da micotoxina®.

Diante da manutencdo das lacunas no esclarecimento do mecanismo etiopatogénico
da intoxicacdo de ruminantes mantidos em pastagens de braquiarias, uma vez que os trabalhos
deste e de outros grupos de pesquisa falharam no estabelecimento da intoxicacdo experimental
por braquiaria em bovinos, optou-se por tentar um modelo experimental que incluisse ovinos.
Neste contexto, foram desenvolvidas a dissertagao de mestrado intitulada “Avalia¢ao clinico-
laboratorial, histopatoldgica hepatica e desempenho de ovinos alimentados com feno de

2966

braquiaria ou cana-de-acucar e a tese de doutorado “Fatores que interferem nas
¢ q

concentragdes de saponinas em braquidrias e intoxicagdo experimental em bovinos™*®.

A dissertacdo de mestrado foi desenvolvida com o objetivo de avaliar a fungédo
hepatica e o desempenho de ovinos alimentados com feno de Brachiaria brizantha ou cana-de-
acucar (Saccharum officinarum L.), por meio de exames clinicos, laboratoriais, andlise macro
e microscopica do figado. Os animais, independentemente da alimentacdo fornecida,
apresentaram desempenho semelhante e alteracdo bioquimica da funcdo hepética, com
diminuicdo nos niveis séricos de colesterol total e elevacdo de GGT, acompanhados de
alteragdes histoldgica caracteristica de leve colangite®®. Assim, os achados ndo implicaram as
saponinas como causadora das lesdes nos animais alimentados com Brachiaria brizantha.

A cada estudo desenvolvido algumas perguntas eram respondidas e inUmeras
lacunas eram abertas. Por essa razdo, estudos mais controlados comecaram a ser executados e
a tese de doutorado abarcou varios deles: a avaliacdo dos fatores que afetam as concentragoes
de saponina esterdide e esporos do fungo P. chartarum em Brachiaria brizantha (BB) e

Brachiaria decumbens (BD); a determinacéo do efeito do estagio de crescimento da planta nas
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concentragdes de saponinas esterdides em BB e BD e a correlacdo entre protodioscina, saponina
e fibras das gramineas; avaliacdo do efeito da ensilagem ou fenacéo sobre as concentragdes de
saponina esterdide em BB e BD; e os efeitos da alimentacdo com feno de BB contendo saponina
esterdide em bezerros*.

Canteiros de braquiarias (B. decumbens e B. brizantha) foram plantados com intuito
de avaliar as saponinas e a presenca do fungo Pithomyces chartarum. Foi observado que a B.
decumbens contém maiores quantidades de protodioscina que a B. brizantha e que as plantas
jovens contém maior quantidade de protodioscina. Em relacdo ao fungo, observou-se que as
plantas mais velhas apresentaram maior quantidade de esporos dos fungos em ambas as
braquiarias. No estudo, relacionou-se também a quantidade de saponinas com a idade e a
concentracdo de fibras nas plantas. Foi constatado que a idade da planta influenciou na
quantidade de protodioscina, sendo que plantas mais jovens, com baixa concentracao de fibras,
apresentaram maiores quantidade de protodioscina. Assim, pode-se sugerir a atuacdo das
saponinas no sistema de defesa das plantas, ja que plantas jovens tém maiores concentracdes
de protodioscina devido a baixa deposicao de fibras na parede celular. Devido a essa baixa
deposicdo de fibras, as plantas jovens, ndo tém a barreira fisica completamente formada. Desta
forma, maiores quantidades de saponinas as protegem contra fungos e bactérias, o que poderia
afetar também os herbivoros*®:’,

Paralelamente, buscando o estabelecimento de modelos experimentais da
intoxicacdo, o estudo anterior também avaliou os efeitos da fenacdo e da ensilagem sobre as
concentracdes de saponina e o efeito do feno de braquiéria na alimentacio de bovinos*. Foi
observado que no processo de ensilagem as saponinas nao sdo mais detectadas apds quatro dias
na B. brizantha e que reduzem em 80% na B. decumbens, sendo que nesta Gltima as
concentragdes chegam a zero apos 20 dias*®%. Os bovinos alimentados com o feno de
braquiaria foram comparados com animais que receberam cana de acUcar. Alteracdes
compativeis com hepatopatia como presenca macrofagos espumosos, infiltrado de células
inflamatdrias mononucleares, degeneracdo macrovacuolar e necrose de coagulacdo no figado
foram observadas em ambos os grupos, ndo podendo ser atribuida a participagdo das saponinas
no processo*®.

Nesta fase de desenvolvimento da linha de pesquisa as principais consideracdes
sobre o0 estado da arte serdo descritas a seguir. Nos ultimos anos, diante da evidéncia que as
cepas do fungo Pithomyces chartarum encontradas no Brasil, na sua maioria, ndo sédo
produtoras de esporidesmina, 0s estudos sobre fotossensibilizagdo hepatdgena priorizaram a

avaliacdo das propriedades toxicas da Brachiaria, especialmente a identificacdo e quantificacao
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de saponinas esteroidais. Infelizmente a auséncia de grupos no Brasil trabalhando com o fungo
resultou na impossibilidade de realizacdo do isolamento e quantificacdo da micotoxina®.

Como, mesmo depois de varios anos de estudo, a etiopatogenia da intoxicacao
hepatdgena de ruminantes alimentados com Brachiaria ainda ndo estava completamente
esclarecida, optou-se por uma outra abordagem do problema, a busca da origem dos macr6fagos
espumosos no figado dos bovinos.

A primeira abordagem foi a realizacdo da dissertacdo de mestrado intitulada
“Macrofagos espumosos: estudo comparativo entre placas de aterosclerose em seres humanos
e figado de bovinos”, com o objetivo de avaliar a expressdo de receptores de membrana de
macrofagos espumosos das placas de aterosclerose em humanos e do figado de bovinos
clinicamente saudaveis mantidos em pastagem de Brachiaria sp. A reacdo granulomatosa do
figado de bovinos apresenta semelhancas em relacdo a reacdo encontrada em placas de
aterosclerose em seres humanos, especialmente quanto a presenca das células espumosas. Outra
similaridade é a maior concentracdo dessas células proximas a veia terminal hepatica, ou seja,
préximo de endotélio. Considerando-se que a etiopatogenia da aterosclerose estd bem
caracterizada, esperava-se que um estudo comparativo utilizando diferentes marcadores
imunoistoquimicos, para macréfagos espumosos, pudesse elucidar pontos importantes ainda
obscuros na etiopatogenia do processo que determina o surgimento dessas células em figado de
bovinos aparentemente saudaveis®®.

A hipétese que sustentou o estudo foi proposta por Fioravanti? que relatou que uma
das mais expressivas alteracdes encontradas em bovinos alimentados com braquiaria foi a
presenca dos macrofagos espumosos, sobretudo devido ao grande numero de células
observadas. Em alguns animais as quantidades eram tao significativas que ocorria substitui¢éo
de extensdo apreciavel de parénquima hepatico por granulomas. Essas células apareceram de
forma isolada ou em grandes aglomerados, caracterizando uma inflamag&o cronica do tipo
granulomatosa.

Em sua discussdo, Fioravanti? informa que os macréfagos espumosos sdo células
de citoplasma abundante, com inimeros vacuolos pequenos de lipidios, que ddo ao citoplasma
a aparéncia de espuma’®. Essas células foram observadas em varios processos: tumores de
mama’?; xantomas ou xantogranulomas da pele’>"3; glomeruloesclerose’, pulm&o”, placas de
arteriosclerose’®"*7® ¢ em figado, baco e linfonodos de bovinos e ovinos mantidos em pastos
de braquiaria®*’"~"°, Os macrdfagos espumosos podem ser encontrados em qualquer sitio de
lesdo celular e reagdo inflamatdria, como resultado da fagocitose do colesterol das membranas

das células destruidas’.
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Fioravanti® relata ainda que os macrofagos podem agrupar-se de modo bastante
peculiar e sdo capazes de fagocitar quantidades crescentes de substancias estranhas ao
organismo, a medida que permanecem por mais tempo nos locais onde existe estes materiais.
Neste caso, os fagocitos apresentam-se, inicialmente, como células isoladas e jovens, que
evoluem para ninhos de células hipertroficas maduras e, finalmente, ddo origem a granulomas
bem formados®. Esta cronologia de eventos foi observada nas lesdes granulomatosas do seu
estudo, bem como por Silva’’. No estudo de Fioravanti? os macréfagos espumosos, tanto na
forma de células isoladas como de granulomas, apresentaram o mesmo padrdo de distribuicao
no lobo direito e esquerdo do figado. Em ordem decrescente foram encontrados na regido
periacinar, mediozonal, dentro do espaco porta e na regido centroacinar. Esta maior prevaléncia
na regido periacinar também foi descrita em outros estudos®?’""°, Os macrdfagos espumosos
ocorreram em 67,57% (n= 150) dos bovinos estudados por FioravantiZ e em 52,2% (n= 94) dos
estudados por Silva’’.

Segundo Fioravanti? algumas hipéteses podem ser levantadas para explicar a causa
do surgimento dos macréfagos espumosos no figado dos bovinos estudados. A presenca de
degeneracdo gordurosa extensa resultando em morte de hepatdcitos pode desencadear o
surgimento dos macréfagos espumosos’®. Esta possibilidade foi excluida, porque nos bovinos
avaliados, a degeneracdo gordurosa ndo foi uma caracteristica relevante e a necrose pouco
ocorreu. Além disso, o processo inflamatorio manteve-se limitado ao espaco porta e 0 maior
acumulo de macrofagos espumosos ocorreu na regido periacinar.

Para Fioravanti?, no caso da arteriosclerose o0 mecanismo de actimulo de lipidios no
interior dos macréfagos ja esta bem definido. O macréfago espumoso deriva da internalizacao
da LDL modificada por oxidac&o, via receptores inespecificos (scavenger)®82. O macrofago
espumoso estoca em seu citoplasma colesterol livre e esterificado®. A LDL oxidada é toxica
em decorréncia da lesdo oxidativa que causa a membrana do lisossoma, provocando vazamento
das enzimas para o citosol®. Além disso provoca alteracdo na sintese do DNA, na estrutura da
membrana plasmatica e na funcdo celular®.

A oxidacdo enzimatica e ndo enzimética do colesterol produz uma série de produtos
chamados oxiesterois. Nos alimentos s&o formados por processos ndo enzimaticos de oxidagao,
especialmente a auto-oxidacdo. Essas substancias sao citotoxicas, aterogénicas, mutagénicas e
carcinogénicas. Os oxiesterois alteram a LDL desencadeando o aparecimento de macrdéfagos
espumosos®. O estresse oxidativo, por diminuicio dos mecanismos de protecéo do organismo®2
ou pela presenca de uma substancia exdgena capaz de produzir lipoperoxidacdo também

promovem a oxidacdo do LDL e consequentemente o surgimento dos macrofagos espumaosos.
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Silva’” imputou o aparecimento dessas células a alguma substancia trazida pelo
sangue até o figado, sugerindo a possibilidade de haver relagdo com a esporidesmina. Driemeier
e colaboradores™ atribuiram a presenca dos macréfagos espumosos a obstrucdo de ductos
biliares decorrente da continua ingestdo de Brachiaria sp.

Frente a todas essas considerag@es alguns pontos foram levantados por Fioravanti?.
Apesar de um nimero muito grande de animais apresentarem a colangiohepatite ndo foram
observados sinais histopatoldgicos e bioquimicos de colestase. Portanto, ndo se pode atribuir a
presenca dos macrofagos a obstrucéo biliar.

Como a esporidesmina é rapidamente auto-oxidada, gerando radicais superoxidos®’
esses radicais podem ocasionar, no figado, a peroxidacédo de lipidios, que, por sua vez, poderia
desencadear o surgimento de macréfagos espumosos. Um segundo ponto a ser considerado é o
fato da lesdo predominar em torno das veias terminais. Esta localizacdo poderia indicar o
envolvimento das células endoteliais no desencadeamento do processo?. Hipétese semelhante
é levantada por Spanel-Borowski e colaboradores®®, em estudo in vitro com células endoteliais
de aorta de bovinos, que sugerem ser necessaria a presenca concomitante de mondcitos e células
endotelias para que haja a formacao das células gigantes multinucleadas.

Os resultados obtidos pelo trabalho de Trindade® foram pouco esclarecedores, pois
foram relatados diversos problemas com o0s marcadores, especialmente porque 0s
comercialmente disponiveis sdo especificos para humanos e roedores, praticamente nédo
existindo, a época da realizacdo do estudo, marcadores para macréfagos bovinos e nédo foi
possivel chegar a um resultado conclusivo que permitiria confirmar ser a aterosclerose poderia
ser um modelo de etiopatogenia para a lesdo no figado de bovinos.

Mesmo diante deste resultado negativo, outros estudos foram conduzidos com o
objetivo de avaliar se substdncias antioxidantes tem o potencial de reduzir o nimero de
macrofagos espumosos no figado de bovinos e consequentemente resultarem em melhor
desempenho produtivo. Assim desenvolveu-se a tese de doutorado intitulada “Estresse
oxidativo em bovinos confinados alimentados com feno de Brachiaria sp e suplementados com
antioxidantes”. Nesse estudo acompanhou-se bovinos confinados recebendo feno de B.
briazantha e suplementacdo com diferentes antioxidantes (vitamina E, selénio, zinco e selénio
associado a vitamina E). Concluiu-se que a suplementacéo nao alterou o estresse oxidativo nos
eritrocitos mas, os antioxidantes reduziram o nimero de macréfagos espumosos presentes no
parénquima hepético e a suplementacdo com selénio associado a vitamina E e a de zinco

minimizam o dano oxidativo hepatico®’.
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Outra tese de doutorado, desenvolvida paralelamente com a anterior, intitulada
“Avaliacdo clinica, laboratorial e produtiva de bovinos confinados e alimentados com feno de
Brachiaria sp. e suplementados com antioxidantes” concluiu que a suplementa¢do com
antioxidantes ndo melhorou o desenvolvimento ponderal dos bovinos, as caracteristicas de
carcaca e a qualidade da carne. Os bovinos alimentados com feno de braquiaria com baixas
quantidades de saponina e de esporos do fungo Phytomices chartarum ndo desenvolveram
sinais clinicos de lesdo hepética e a avaliacdo laboratorial indicou pequenos aumentos da
bilirrubina direta e de globulina sugerindo presenca de alteracao hepatica inflamatoria cronica.
A suplementacdo com antioxidantes ndo alterou o perfil metabolico dos bovinos alimentados
com feno de braquiaria, mas resultou na reducdo na quantidade dos macréfagos espumosos no
figado dos bovinos®.

Fechando essa série realizou-se mais uma dissertacdo de mestrado intitulada
“Avaliagdo dos macrofagos espumosos hepaticos e do peso de carcagca quente de bovinos
criados extensivamente em Brachiaria spp.”. Na pesquisa foram analisados os pesos das
carcacas de bovinos no momento do abate e correlacionado com as lesbes observadas na
fotossensibilizacdo subclinica. Histologicamente, no tecido hepatico, foram relatados
degeneracdo do tipo microvacuolar, necrose, colangiohepatite e presenca de macréfagos
espumosos. No entanto, ndo houve correlagdo entre o peso da carcaga com a area comprometida
do parénquima hepatico contendo macréfagos espumosos®?.

Além dos trabalhos utilizando animais de producdo, tem-se tentado o
desenvolvimento de modelo experimental em animais de laboratério. Esse modelo
experimental poderia diminuir os custos, agilizar os processos, ter um melhor entendimento da
etiopatogenia e trabalhar com as saponinas isoladas ao invés de trabalhar com a planta inteira.
Em dados ndo publicados, os pesquisadores da linha de pesquisa tém realizado tentativas de
induzir a intoxicagcdo por saponinas em ratos e camundongos. No entanto, em ratos nao foi
possivel constatar a intoxicacdo. Analises preliminares com os camundongos demonstraram
que a dose necessaria para intoxicacdo nesses animais pode ser inviavel e possivelmente os
animais sdo resistentes a toxicidade das saponinas. No entanto, o estudo ainda esta em fase de
anélise de dados.

Diante do exposto e apos os resultados do trabalho de Lima®, a nova etapa da linha
de pesquisa teve como foco a busca por padronizagdes que possam auxiliar no seguimento dos
estudos, como o desenvolvimento de um padrdo para a colheita e preservacao de braquiéria

para a quantificacdo de saponinas, além de o desenvolvimento de um modelo experimental
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viavel que possa auxiliar no entendimento da etiopatogenia do processo. Dessa forma, trabalhos
com esse intuito iniciaram-se em 2012 e deram origem a esta Tese de doutorado.

4. Justificativa e objetivos

Devido a relacéo entre a intoxicacdo e o consumo de plantas com saponinas ainda
ndo estar claramente estabelecido, muitos estudos tentam reproduzir o quadro clinico com a de
plantas que contem saponinas, sendo raro as pesquisas que trabalham com saponinas isoladas.
Além disso, tentativas de induzir a intoxicacdo, mesmo com concentracdes mais elevadas do
que as encontradas nas plantas tém falhado, o que leva ao questionamento se somente as
saponinas sdo suficientes para desencadear a intoxicacdo ou se hd um sinergismo delas com
outros fatores, como a presenca de micotoxinas®® ou de uma microflora intestinal ou ruminal
especifica®.

Diante de todas estas lacunas, o presente estudo teve como objetivos definir o
método mais adequado de processamento e conservacdo de amostras de Brachiaria para a
quantificacdo de saponina e avaliar a toxidez da sapogenina, presente na Brachiaria, em cobaias

(Cavia porcellus).
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CAPITULO 2 — PADRONIZACAO PARA COLHEITA E PROCESSAMENTO DE
AMOSTRAS DE Brachiaria brizantha UTILIZADAS NA QUANTIFICACAO DE
SAPONINAS

Resumo

O género Brachiaria possui importantes espécies de forrageiras utilizadas em paises de regides
tropicais. No entanto, esse género de gramineas esta associado a fotossensibilizacdo e
intoxicagOes em animais de producdo. Deste modo, o objetivo deste estudo foi estabelecer
padrdo para colheita e método de processamento de amostras de Brachiaria brizantha para
quantificacdo da saponina protodioscina e contagem de esporos de Pithomyces chartarum.
Foram colhidas amostras de oito pastos as quais foram subdivididas em folhas jovens, folhas
maduras, folhas velhas e planta inteira e submetidas a nove diferentes métodos de
processamento. Apds separacdo e tratamento das amostras foi realizada a quantificacdo de
protodioscina e a contagem de esporos. Observou-se que na maioria dos tratamentos as folhas
jovens apresentaram quantidades maiores de protodioscina que as folhas velhas e planta inteira.
Os tratamentos que mantiveram as maiores quantidades de protodioscina foram temperatura
ambiente, estufa e estufa com ventilacdo forcada. Nas amostras das pastagens nao foram
encontrados esporos do fungo. Desta forma, conclui-se que a concentracdo de protodioscina é
maior nas folhas jovens; a secagem em temperatura ambiente, em estufa ou em estufa de
ventilacdo sdo os melhores métodos para preservacao de protodioscina e o congelamento de
plantas para a quantificacao de protodioscina ndo é recomendado.

Palavras-chave: braquiéria, capim, fotossensibilizag&o, protodioscina.

Standardization for harvesting and preservation of Brachiaria brizantha samples utilized
to saponins quantification

Abstract

The genus Brachiaria has provided important forage species to the countries located in tropical
regions. However, this genus of the grasses is associated with photosensitization and poisonous
in farm production. Thus, the aim of this study was to establish the standard for the collection,
processing and conservation of Brachiaria brizantha samples for protodioscin quantification
and spore count from Pithomyces chartarum. Samples were collected from eight pastures,
which were subdivided into young leaves, mature leaves, old leaves, and whole plant. After
that, the samples were submitted to nine different drying and conservation treatments. After
separation and treatment of the samples, saponins were quantified and spores were counted. In
most of treatments, the young leaves presented larger amounts of protodioscin than the old
leaves and the whole plant. The treatments that maintained the highest amounts of protodioscin
were room temperature, oven, and oven with forced air circulation. No fungal spores were
found in the pasture samples. Thus, we concluded that the concentration of protodioscin varies
with the maturation stage of the leaves; drying at room temperature, in an oven, or in an oven
with forced air circulation are the best methods, and freezing plants for preservation of
protodioscin is not recommended.

Keywords: Brachiaria, grass, photosensitization, protodioscin.
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1. Introducéo

O género Brachiaria tem fornecido importantes espécies de forrageiras para 0s
paises localizados em regides tropicais, dentre eles o Brasil. As espécies de Brachiaria sp. séo
amplamente utilizadas na formacg&o de pastos por serem gramineas de alta producdo de matéria
seca, por adaptarem a uma gama de tipos de solos e apresentarem crescimento bem distribuido
durante a maior parte do anol. No entanto, esse género de gramineas estid associado a
intoxicacdes em animais?~>, causando perdas substanciais para os produtores®®.

Nas intoxicac@es por Brachiaria sp. os animais apresentam a forma clinica, no qual
é evidenciado sinais de fotossensibilizacdo ou podem apresentar uma sindrome progressiva que
causa 0 emagrecimento e a morte dos animais, conhecida como a forma subclinica da doenca.
Em ovinos foram descritos sinais clinicos como, prurido, inquietacdo, fotofobia, edema de
orelha, palpebra e base da cauda, mucosas amareladas, lesbes cutaneas (crostas na regido dos
olhos, focinho e orelha), colica, depressdo, apatia, anorexia, além de sinais clinicos relacionados
ao sistema nervoso como incoordenacdo motora, tremor de cabeca, letargia, ataxia, depressdo
e coma antes da morte. Na avaliacdo da bioquimica renal e hepatica observou-se aumento nas
concentracOes séricas de ureia, creatinina, bilirrubina direta, bilirrubina indireta, bilirrubina
total (BT) e na atividade sérica de gama glutamiltransferase (GGT) e aspartato aminotransferase
(AST)®.

Alguns autores associam a toxidade da Brachiaria sp. & presenca de saponinas®!%,
para outros, os quadros de fotossensibilizacdo sdo decorrentes da micotoxina esporidesmina
produzida pelo fungo Pithomyces chartarum®!2, E fato que as plantas relacionadas com a
fotossensibilizagdo associada a cristais contém saponinas esteroidais e que os cristais biliares
sdo produtos de seu metabolismo, mas isso ndo implica que elas sejam as Unicas responsaveis
pelas lesdes hepaticas. E possivel que fatores, tais como outras plantas ou micotoxinas, tenham
efeito sinérgico ou levem ao metabolismo anormal que resulte na formacdo de cristais
biliares'®>*. Assim os pesquisadores utilizam a quantificagdo de saponinas e a contagem dos
fungos como uma ferramenta de apoio nas pesquisas que buscam elucidar a etiopatogenia da
intoxicacdo de animais mantidos em pastagens de Brachiaria sp.

Para realizar a quantificacdo de saponinas e identificacdo do fungo Pithomyces
chartarum amostras de Brachiaria sp. sdo colhidas de diferentes formas nas pastagens. A
colheita pode ser realizada cortando a planta rente ao solo!>!, a dez centimetros do solos!’ e
na altura de pastejo*®. Existem ainda pesquisadores que ndo descrevem o método de colheita da

Brachiaria sp. para contagem de Pithomyces chartarum ou quantificacio de saponinas*®?. E



31

importante salientar que podem ocorrer variagdes na quantidade de saponina das gramineas
conforme a época do ano e a idade da plantatl2!22,

Frente ao exposto, devido a ampla variacdo das saponinas, os diferentes métodos
de colheita e tratamento das amostras podem causar divergéncias nos valores e nos resultados
dos experimentos, ocasionando uma falta de homogeneidade nos resultados quando
comparados entre si. Deste modo, ha a necessidade de estabelecer o padrdo para colheita e
armazenamento de amostras de Brachiaria spp. destinadas a quantificacdo de saponinas e
contagem de esporos do fungo Pithomyces chartarum.

Assim, com este estudo objetivou-se estabelecer o padrdo para colheita e
processamento de amostras de Brachiaria brizantha, a serem utilizadas para a quantificacéo da

saponina protodioscina e contagem de esporos do fungo Pithomyces chartarum.

2. Material e métodos

O estudo foi realizado na Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Federal de Goias (UFG) com colheita de amostras na Fazenda Tomé Pinto/UFG, localizada no
municipio de Sdo Francisco de Goias, e na Embrapa Arroz e Feijdo, localizada no municipio
de Santo Antdnio de Goiads. A quantificacdo de protodioscina nas amostras de pastos foi
realizada no Poisonous Plant Reseach Laboratory — United States Department of Agriculture
(PPRL/USDA), na cidade de Logan (Utah, EUA).

As amostras de capim utilizadas neste estudo foram de oito pastos de B. brizantha,
quatro da fazenda Tomé Pinto e quatro da Embrapa Arroz e Feijdo. A colheita das amostras foi
realizada seguindo a recomendacéo de 15 a 20 sub amostras por hectare, de forma que toda a
area da pastagem fosse abrangida?, as plantas foram colhidas rente ao solo em somente um
momento, no més de abril do ano de 2013. Apds colheita e homogeneizacdo da amostragem,
foi realizada a subdivisdo do material em folhas jovens (FJ), folhas maduras (FM), folhas velhas
(FV) e planta inteira (P1), em metodologia adaptada de Ferreira?l. As folhas jovens
compreendiam as folhas em expanséo, as folhas maduras compreendiam as folhas expandidas,
as folhas velhas compreendiam as folhas senescentes e a amostra de planta inteira foi composta
por toda a parte aérea da planta.

Posteriormente, aliquotas das amostras (FJ, FM, FV e PI) foram submetidas a
diferentes métodos de processamento, que caracterizaram nove grupos, descritos a seguir: 1.

secagem em temperatura ambiente (TA), 2. estufa (E), 3. estufa com circulacdo forcada (EVF),
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4. congelamento seguido de secagem em temperatura ambiente (C+TA), 5. congelamento
seguido de secagem em estufa (C+E), 6. congelamento seguido de secagem em estufa com
circulacéo forcada (C+EVF), 7. congelamento com descongelamento em temperatura ambiente
e secagem em estufa (C+TA+E), 8. congelamento com descongelamento em temperatura
ambiente e secagem em estufa com circulagdo forcada (C+TA+EVF) e 9. freezer dry (FD).

Apos a distribuigdo nos grupos, as amostras foram submetidas imediatamente aos
diferentes métodos de processamento. O grupo TA permaneceu em temperatura ambiente (24
°C) por quatro dias consecutivos, os grupos E e EVF permaneceram em estufa por 48 horas a
55°C, as amostras congeladas (C+TA, C+E, C+EVF, C+TA+E, C+TA+EVF) permaneceram
por sete dias em freezer e as FD foram congeladas por sete dias e submetidas ao processamento
na sequéncia. Os grupos C+TA, C+E, C+EVF, apo6s congelamento, foram processados da
mesma forma que os TA, E e EVF. Os grupos C+TA+E, C+TA+EVF apos sete dias de
congelamento permaneceram por trés horas em temperatura ambiente para descongelamento e
posteriormente foram processados da mesma forma que os TA, E e EVF (Figura 1).

Para a quantificacdo da protodioscina, 100 mg das amostras secas e moidas em
peneira de 2mm foram colocadas em tubos de 13 ml. Para a extracdo 5 ml de metanol foi
adicionado a cada tubo e colocadas em agitador mecanico (30 rmp) por 30 min, em seguida
foram centrifugadas por 10 min (3000 rpm) em temperatura ambiente para separacao do residuo
de planta. Apds centrifugacdo, o contetdo liquido foi separado em outro tubo e o residuo foi
novamente extraido por mais duas vezes com metanol, repetindo o mesmo procedimento. Ao
final, obteve-se 15 ml de contetdo. Uma aliquota de 0,1 ml de metanol com o material extraido
foi transferida para tubo de autoanalise de 1mL contendo 0,9 ml de &cido férmico 0,1%. Uma
aliquota de 5uL foi injetada automaticamente em equipamento de HPLC-ESI-MS (Thermo
Finnigan, San Jose, CA USA)?,
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FIGURA 1 — Organograma do processamento das amostras de braquiéria colhidas para a quantificacéo
de protodioscina e contagem de esporos. FJ: folha jovem; FM: folha madura; FV: folha
velha; PI: planta inteira; TA: temperatura ambiente; E: estufa; EVF: estufa de ventilagéo
forcada; FD: freezer dry

A contagem dos esporos do fungo Pithomyces chartarum foi realizada utilizando a
técnica descrita por DiMenna & Bailey?. Para tanto foi misturada uma quantidade de matéria
vegetal (60 g) com um volume dez vezes maior de dgua (600 ml). A mistura foi agitada por um
minuto e posteriormente foi realizada a contagem em camara de hematimetria (Neubauer). A
quantidade de esporos contados em 2mm? multiplicado por 5.000 foi & quantidade de esporos
presentes em 1 grama de forrageira.

Todas as variaveis foram submetidas a analise de variancia em esquema fatorial (9
métodos de processamento X 4 estagios de desenvolvimento) em delineamento de blocos ao
acaso. As meédias foram comparadas pelo teste de Scott Knott considerando 5% de
significancia. Os blocos foram constituidos pelas parcelas de coleta, totalizando 8 blocos. Para
realizacéo das andlises estatisticas foi utilizado o software R (R Core Team, 2016) com o pacote

gasyanovaZ®,
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3. Resultados

Quando observados os valores para os diferentes tratamentos empregados para
secagem das plantas observa-se, que nas folhas jovens, madura e na planta inteira, os valores
foram significativamente maiores nos tratamentos TA, E e EVF em relagdo aos tratamentos
C+TA, C+E, C+EVF, C+TA+E, C+TA+EVF e FD. Nas folhas jovens os tratamentos C+TA,
C+E, C+EVF e C+TA+E ndo apresentaram diferenca entre si, mas foram significativamente
diferentes do tratamento FD. Nas folhas maduras e na planta inteira ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos C+TA, C+E, C+EVF, C+TA+E e FD. Néo houve diferenca entre
os tratamentos nas folhas velhas.

Em relacdo as diferentes partes das plantas, observou-se resultados
significativamente maiores nas FJ em relacdo as FM, FV e Pl, nas FM em relacéo as FV e PI,
e na Pl em relacdo a FV. Esses resultados foram iguais para os tratamentos TA, E e EVF. Os
valores para as FJ e FM foram iguais nos tratamentos C+TA, C+E, C+EVF e C+TA+E.

TABELA 1 — Valores de protodioscina para diferentes partes da planta e método de
processamento de amostras de Brachiaria sp., colhidas na Fazenda Tomé
Pinto/UFG e Embrapa Arroz e Feijao

FJ(%) FM(%) FV(%) P1(%)
TA 1,65+0,25%%  1,15+0,22"°  0,31+0,18%Y  0,80+0,47A°
E 1,52+0,29%%  1,16+0,19%°  0,33+0,20"Y  0,71+0,394¢
EVF 1,49+0,25%%  1,12+0,19"°  0,39+0,26"¢  0,73+0,37/°
C+TA 0,89+0,43%% 0,630,372  0,25+0,18"°  0,32+0,19%"
C+E 0,85+0,36%%  0,64+0,4182  0,25+0,16"°  0,34+0,21%°
C+EVF 0,77+0,32%%  0,72+0,358%  0,23+0,14"°  0,32+0,15%°
C+TA+E 0,80+0,29%  0,61+0,36%2  0,24+0,16"°®  0,31+0,15°"
C+TA+EVF 0,99+0,37%%  0,66+0,36%°  0,290,19°°  0,35+0,17%¢
FD 0,48+0,15°%  0,37+0,18%%  0,17+0,11%%  0,21+0,13"2

Letras mailsculas diferentes na mesma coluna demonstram diferenca significativa entre tratamentos. Letras
minusculas diferentes na mesma linha demonstram diferenca significativa entre idades; FJ: folhas jovens; FM:
folhas maduras; FV: folhas velhas; PI: planta inteira; TA: temperatura ambiente; E: estufa; EVF: estufa de
ventilagdo forgada; C+TA: congelamento seguido de secagem em temperatura ambiente; C+E: congelamento
seguido de secagem em estufa; C+EVF: congelamento seguido de secagem em estufa de ventilacdo forcada;
C+TA+E: congelamento com descongelamento em temperatura ambiente e secagem em estufa; C+TA+EVF:
congelamento com descongelamento em temperatura ambiente e secagem em estufa com ventilacdo forcada; FD:
freezer dryer.
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Nos tratamentos C+TA, C+E, C+EVF e C+TA+E os valores de FJ e FM néo foram
significativamente diferentes entre si, mas foram maiores que nas FV e PI. Nesses tratamentos
ndo houve diferenca significativa entre os valores de FV e PI.

As FJ tiveram valores significativamente maiores as FM, FV e PI no tratamento
C+TA+EVF. Nesse mesmo tratamento os valores de FM foram maiores que FV e PI, as quais
ndo apresentaram valores diferentes entre si. No tratamento FD n&o houve diferenga
significativa entre as diferentes partes da plante.

Na comparacdo entre os tratamentos em cada parte da planta, 0os grupos que
mantiveram as maiores quantidades de protodioscina para as FJ foram TA, E e EVF. Nas FM
0 grupo FD foi significativamente menor que os grupos TA, E e EVF, e o grupo E foi
significativamente maior que o C+TA+EVF. Nas FV ndo foram observadas diferencas entre os
grupos. Na Pl a Unica diferenca encontrada foi entre TA e FD, onde os valores de protodioscina

foram superiores em TA (Figura 2).

FJ FM FV Pl
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1.40
1.20
1.00
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0.60
0.40
0.20
0.00

TA E EVF C+TA C+E C+EVF C+TA+E C+TA+EVF FD

FIGURA 2 — Concentracdo de protodioscina em diferentes estagios fisiolgicos e tratamentos para
amostras de Brachiaria sp., colhidas na Fazenda Tomé Pinto/UFG e Embrapa Arroz e
Feijdo
FJ: folhas jovens; FM: folhas maduras; FV: folhas velhas; PI. planta inteira; TA:
temperatura ambiente; E: estufa; EVF: estufa de ventilagio forcada; C+TA:
congelamento seguido de secagem em temperatura ambiente; C+E: congelamento
seguido de secagem em estufa; C+EVF: congelamento seguido de secagem em estufa de
ventilacdo forcada; C+TA+E: congelamento com descongelamento em temperatura
ambiente e secagem em estufa; C+TA+EVF: congelamento com descongelamento em
temperatura ambiente e secagem em estufa com ventilacdo forcada; FD: freezer dryer.

Nas amostras das pastagens analisadas ndo foram encontrados esporos do fungo

Pithomyces chartarum.
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4. Discussao

No presente estudo, observou-se que com o envelhecimento das folhas da
braquiaria a quantidade de protodioscina presente decresce, sugerindo variacdo de acordo com
o estado fisioldgico das plantas. Segundo Dinan®’ o contetido de saponinas nas plantas depende
de inumeros fatores, como a cultivar, a idade, localizacdo geogréfica, diferentes partes das
plantas, podendo estar em maior quantidade nas folhas, sementes e flores e menor quantidade
no caule. Grande parte dos estudos realizados apresentam resultados semelhantes com os
encontrados neste estudo, com maiores quantidades de saponinas nas plantas jovens?t?2, A
avaliacdo de B. brizantha e de B. decumbens por 13 meses mostrou que com o0 amadurecimento
da planta as concentracdes de protodioscina diminuem, passando, respectivamente, de 1,87% e
2,33% em plantas jovens para 0,47% e 1,03% em plantas maduras®>. A concentracio de
protodioscina avaliada por 16 meses em B. brizantha e em B. hibrida cv. Mulato foi,
respectivamente, nas folhas jovens de 3,76% (+0,73) e 4,62% (+0,44) e nas folhas velhas de
1,80% (+0,54) e 1,75% (*0,72)%.

Neste estudo, independente do tratamento, a maior concentracdo de protodioscina
foi encontrada nas folhas jovens. O alto contetido de saponinas nas por¢des jovens da planta
serve como protecao do ataque de predadores?®, garantindo que a planta tenha desenvolvimento
total e chegue a idade reprodutiva®. No entanto, quando a idade reprodutiva, a planta depende
da polinizacdo de insetos e outros animais que utilizam do néctar para a alimentacdo, o que
explica a diminuicdo da quantidade de metabolitos secundarios, garantindo a poliniza¢&o?®.

A presenca de folhas em brotacdo também é associada a maior ocorréncia de
intoxicacdo em pastagens de braquiaria. Tém-se relatado que animais mantidos em pastagens
com plantas mais jovens tém maior chance de apresentarem sinais de intoxicagdo do que
animais que alimentam em pastos com plantas mais velhas?.

Outras plantas que tém a presenca de saponina e sapogeninas também apresentam
diminuicdo na concentra¢do com o amadurecimento. Em pesquisa com Agave america e Agave
salmiana foi observado uma diminuicdo de quase metade da quantidade de saponinas quando
da aproximacao da idade reprodutiva da planta®. Em amostras de Trigonella foenum-graecum
essa diminuigdo também foi observada, onde a maior quantidade de saponinas foi encontrada
nas plantas jovens diminuindo significativamente quando comparadas com as amostras das
mesmas plantas ja amadurecidas®.

Apesar de neste estudo o grau de maturacdo da folha ter interferido nas

concentracdes de protodioscina, nem sempre as maiores concentragdes de saponinas Sao
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encontradas nas plantas jovens. No estudo de Faccin®, com B. brizantha colhida durante o
periodo chuvoso, ndo foram encontradas diferencas significativas entre as concentragdes de
protodioscina em folhas com diferentes estados de maturac&o. Ja no estudo de Brum??, no qual
avaliou-se amostras de B. decumbens e B. brizantha, em diferentes estagios de
desenvolvimento, durante o periodo chuvoso, a maior concentracdo de protodioscina estava
presente na fase de queda de sementes e em menores concentragdes na fase inicial da planta.

Em relacdo aos métodos de processamento empregados nos grupos, pode-se
observar que as amostras que foram congeladas tiveram uma menor quantidade de
protodioscina quando comparadas com as amostras que ndo passaram por nenhum processo de
resfriamento. Esta diferenca foi encontrada principalmente nas folhas jovens. Observou-se
também que os tratamentos utilizados nos grupos TA, E e EVF foram os que mais
satisfatoriamente conservaram a protodioscina ndo havendo a necessidade de equipamentos
mais sofisticados como o freezer dryer para o processamento de amostras para esse fim.
Possivelmente o maior contetdo de agua nas plantas afeta a quantidade de saponina, no entanto,
ndo foram encontradas evidéncias cientificas que pudessem explicar esse fato. Acrescenta-se
gue o tratamento térmico com aumento de temperatura aos quais as amostras foram submetidas
n&o alterou de forma significativa as concentracGes de protodioscina em amostras de Brachiaria
brizantha.

As concentragdes de protodioscina em produtos vegetais podem variar de acordo
com o tratamento térmico aos quais sdo submetidos. Em amostras de aspargos estocadas por 28
semanas a -18C° observou-se que as concentracdes de saponinas se mantiveram estaveis até a
vigésima semana, decrescendo 40% da vigésima para a vigésima oitava semana. A estabilidade
das saponinas durante esse periodo provavelmente teve relacdo com a menor decomposicdo
enzimatica e microbioldgica nessa temperatura®?.,

No presente estudo, observou-se grande diminuicdo nas concentracGes de
protodioscina quando as amostras sdo congeladas. Portanto, ndo se recomenda que tal
procedimento seja utilizado. As quantidades de protodioscina ndo diminuiram substancialmente
quando utilizados os tratamentos realizados nos grupos E e EVF quando comparado ao
tratamento realizado no grupo TA, sendo recomendado a utilizagdo desse tratamento quando
houver a necessidade de secagem mais rapida das amostras. Acrescenta-se que apesar da
diferenca significativa das FJ para as Pl nos grupos TA, E e EVF, a separagédo nas diferentes
partes da plantas somente seria necessaria quando houver necessidade de avaliar

particularidades no comportamento ingestivo da espécie a ser estudada. Deste modo, a forma
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mais pratica de obtencdo de plantas para quantificacdo de saponinas seria a colheita da planta
inteira com secagem em temperatura ambiente ou estufa, seja de circulacéo forgada ou néo.

A auséncia de esporos do fungo Pithomyces chartarum, em pastagens de braquiaria,
evidenciada neste estudo, também foi observada em outros trabalhos®3!6:3334 O manejo
adequado das pastagens pode estar relacionado a esse fato, pois evita o acimulo de material
vegetal, o qual serve de substrato para a esporulagdo do fungo, reduzindo sua proliferacdo® e,

consequentemente o nimero de esporos encontrados.

5. Conclustes

Em relacdo a amostras de Brachiaria brizantha foi possivel concluir que: a
concentracdo de protodioscina varia com o estado de maturacdo das folhas, sendo maior nas
folhas jovens e menor em folhas velhas; a secagem em temperatura ambiente, em estufa ou em
estufa de ventilacdo forcada utilizando a planta inteira sdo os melhores métodos para a colheita
e processamento das gramineas destinadas a quantificacdo de protodioscina; o congelamento

de amostras de braquiaria para a quantificacdo de protodioscina nao é recomendado.

Agradecimentos. Ao CNPq pelo financiamento por meio do Edital Universal (472480/2013-
8) e pela bolsa na primeira etapa do trabalho, a CAPES pela bolsa para o Programa de
Doutorado Sanduiche no Exterior e pela bolsa na segunda etapa e ao Poisonous Plant

Laboratory Research/USDA por disponibilizar sua estrutura e equipe para a pesquisa.

Referéncias

1. Seiffert NF. Gramineas forrageiras do género brachiaria. Embrapa gado de corte. Campo
Grande: Embrapa gado de corte; 1980. p. 83p.

2. Lemos RAA, Ferreira LCL, Silva SM, Nakazato L, Salvador SC. Fotossensibilizacdo e
colangiopatia associada a cristais em ovinos em pastagens com Brachiaria decumbens.
Cienc Rural. 1996;26(1):109-13.

3. Lemos RAA, Nakazato L, Herrero Junior GO, Silveira AC, Porfirio LC.
Fotossensibilizacdo e colangiopatia associada a cristais em caprinos mantidos sob
pastagens de Brachiaria decumbens no Mato Grosso do Sul. Cienc Rural.
1998;28(3):507-10.

4, Saturnino KC, Mariani TM, Barbosa-Ferreira M, Brum KB, Fernandes CES, Lemos RA.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

39

Intoxicacdo experimental por Brachiaria decumbens em ovinos confinados. Pesqui Vet
Bras. 2010;30(3):195-202.

Souza RIC, Riet-Correa F, Brum KB, Fernandes CE, Barbosa-Ferreira M, Lemos RAA.
Intoxicacdo por Brachiaria spp. em bovinos no Mato Grosso do Sul. Pesqui Vet Bras.
2010;30(12):1036-42.

Fagliari JJ, Passipieri M, Okuda HT, Silva SL, Silva PC. Serum protein concentrations,
including acute phase proteins, in calves with hepatogenous photosensitization. Arq Bras
Med Vet e Zootec. 2007;59(6):1355-8.

Costa AMD. Plantas toxicas de interesse pecuério nas microrregides de Araguaina e Bico
do Papagaio, Norte do Tocantins. Araguaiana: Dissertacdo [Mestrado em Ciéncia
Animal] - Universidade Federal do Tocantins; 2009.

Fioravanti MCS. Incidéncia, avaliacdo clinica, laboratorial e anatomopatologica da
intoxicagdo subclinica por esporidesmina em bovinos. Botucatu: Tese [Doutorado em
Medicina Veterinaria] - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho™; 1999.

Albernaz TT, Silveira JAS, Silva NS, Oliveira CHS, Belo Reis ADS, Oliveira CMC, et
al. Fotossensibilizacdo em ovinos associada a ingestdo de Brachiaria brizantha no estado
do Pard. Pesqui Vet Bras. 2010;30(9):741-8.

Barbosa JD, Oliveira CMC, Tokarnia CH, Peixoto PV. Fotossensibilizacdo hepatégena
em equinos pela ingestdo de Brachiaria humidicola (Gramineae) no Estado do Paré.
Pesqui Vet Bras. 2006;26(3):147-53.

Brum KB, Haraguchi M, Garutti MB, Rosa B, Fioravanti MCS. Steroidal saponin
concentrations in Brachiaria decumbens and B. brizantha at different develpmental
stages. Cienc Rural. 2009;39(1):279-81.

Fagliari JJ, Okuda HT, Pereira GT, Passipieri M. Efeito de zinco suplementar nos
sintomas de fotossensibilizacdo causada pela esporidesmina em bovinos jovens. ARS
Veterinaria. 2003;19(1):96-103.

Miles CO, Munday SC, Holland PT, Smith BL, Embling PP, Wilkins AL. Identification
of a sapogenin glucuronide in the bile of sheep affected by Panicum dichotomiflorum
toxicosis. N Z Vet J. 1991;39(4):150-2.

Munday SC, Wilkins AL, Miles CO, Holland PT. Isolation and structure elucidation of
dichotomin, a furostanol saponin implicated in hepatogenous photosensitization of sheep
grazing Panicum dichotomiflorum. J Agric Food Chem. 1993;41:267—-71.

Brum KB. Papel das saponinas e do Pithomyces chartarum como agentes hepatotdxicos
para ruminantes em sistema de pastejo. Goiania: Tese [Doutorado em Cléncia Animal]
- Universidade Federal de Goias; 2006.

Mustafa VS. Caracterizacdo da intoxicacdo natural por Brachiaria spp . em ovinos no
Brasil Central. Brasilia: Dissertacdo [Mestrado em Saude Animal] - Universidade de
Brasilia; 2009.

Saturnino KC. Intoxicagdo experimental por Brachiaria decumbens em ovinos. Campo
Grande: Dissertacdo [Mestrado em Ciéncia Animal] - Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul; 2009.

Santos Junior HL. Estudo da toxidade de diferentes estagios de crescimento da
Brachiaria decumbens em ovinos. Brasilia: Dissertacdo [Mestrado em Sadde Animal] -
Universidade de Brasilia; 2008.



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

40

Moreira CNS. Avaliacéo clinico-laboratorial e desempenho de bovinos alimentados com
capim Brachiaria e Andropogon. Goiania: Tese [Doutorado em Ciéncia Animal] -
Universidade Federal de Goias; 2006.

Mendonca FS, Camargo LM, Freitas SH, Doria RGS, Baratella-Evéncio L, Neto JE.
Aspectos clinicos e patologicos de um surto de fotossensibilizacdo hepatdégena em
ovinos pela ingestdo de Brachiaria decumbens. Ciénc Anim Bras. 2008;9(4):1034-41.

Barbosa-Ferreira M, Pfister JA, Gotardo AT, Maiorka PC, Gérniak SL. Intoxication by
Senna occidentalis seeds in pregnant goats: Prenatal and postnatal evaluation. Exp
Toxicol Pathol. 2011;63(3):263-8.

Lima FG, Lee ST, Pfister JA, Fioravanti MCS, Riet-Correa F. Andlise de saponina
protodioscina por HPLC-ESI-MS em Brachiaria brizantha e Brachiaria decumbens
durante 13 meses. Veterinaria e Zootecnia 2011;18 (4 Suppl 3);576-579.

Genro TCM, Orgis MG. Informacdes bésicas sobre coleta de amostras e principais
analises quimico-bromatoldgicas de alimentos destinados a producdo de ruminantes.
Embrapa. Bagé: Embrapa Pecuéria Sul; 2008. p. 24.

Lima FG. Fatores que interferem nas concentracdes de saponinas em braquiarias e
intoxicacdo experimental em bovinos. Goiania: Tese [Doutorado em Ciéncia Animal] -
Universidade Federal de Goias; 2012,

DiMenna ME, Bailey JR. Pithomyces chartarum spore counts in pasture. NZJAgricRes.
1973;16:343-51.

Arnhold E. Package in the R environment for analysis of variance and complementary
analyses. Bras J Vet Res Anim Sci. 2013;50(6):488-92.

Dinan L, Harmatha J, Lafont R. Chromatographic procedures for the isolation of plant
steroids. J Chromatogr A. 2001;935(1-2):105-23.

Augustin JM, Kuzina V, Andersen SB, Bak S. Molecular activities, biosynthesis and
evolution of triterpenoid saponins. Phytochemistry. 2011;72(6):435-57.

Leal-Diaz AM, Santos-Zea L, Martinez-Escobedo HC, Guajardo-Flores D, Gutiérrez-
Uribe JA, Serna-Saldivar SO. Effect of Agave americana and Agave salmiana ripeness
on saponin content from Aguamiel (Agave Sap). J Agric Food Chem.
2015;63(15):3924-30.

Ortufio A, Oncina R, Botia JM, Del Rio JA. Distribution and changes of diosgenin during
development of Trigonella foenum-graecum plants. Modulation by benzylaminopurine.
Food Chem. 1998;63(1):51-4.

Faccin TC, Riet-Correa F, Rodrigues FS, Santos AC, Melo GKA, Silva JA, et al.
Poisoning by Brachiaria brizantha in flocks of naive and experienced sheep. Toxicon.
2014:82:1-8.

Schwarzbach A, Schreiner M, Knorr D. Effect of cultivars and deep freeze storage on
saponin content of white asparagus spears (Asparagus officinalis L.). Eur Food Res
Technol. 2005;222(1-2):32-5.

Brum KB, Haraguchi M, Lemos RAA, Riet-Correa F, Fioravanti MCS. Crystal-ystal-
associated cholangiopathy in sheep grazing Brachiaria decumbens containing the
saponin protodioscin. Pesqui Vet Bras. 2007;27(1):39-42.

Lima FG, Ribeiro CS, Andrade DDF, Guimardes VY, Costa GL, Silva AS, et al.
Avaliacdo histopatologica hepatica e desempenho de ovinos alimentados com feno de



35.

41

Brachiaria Brizantha ou cana de agucar. Ciénc Anim Bras 2009; Suppl 1:360-366.

Russomanno OMR, Portugual MASC, Coutinho LN, Calil EMB, Figueiredo MB.
Leptosphaerulina Chartarum ( = Pithomyces Chartarum ) e seu envolvimento no eczema
facial. Arg Inst Biol (Sao Paulo). 2003;70(3):385-90.



42

CAPITULO 3 - TOXICIDADE SUBCRONICA DE DIOSGENINA EM Cavia porcellus

Resumo

As saponinas sdo metabolitos secundarios das plantas relacionadas ao seu sistema de defesa.
Devido sua grande diversidade e de suas propriedades, tém sido amplamente sido utilizadas em
pesquisas cientificas para producdo de medicamentos. Apesar disso, algumas plantas contendo
saponina tém efeitos toxicos aos animais. Diante do exposto, objetivou-se com este estudo a
avaliacdo da Cavia porcellus como modelo experimental na intoxicacdo pela sapogenina
diosgenina. Para o estudo foram utilizadas 14 cobaias, divididas em dois grupos, o grupo tratado
(GT) e o grupo controle (GC). O GT recebeu 480 mg/kg de diosgenina diluida em éleo vegetal
e 0 GC recebeu somente o 6leo vegetal, ambos por 30 dias. Para avaliacdo do hemograma e
analises bioquimicas foram colhidas amostras sanguineas no dia 0 (MO0) e no dia 30 (M30). Na
bioguimica plasmatica foram realizadas analises para ALT, AST, GGT, ALP, ureia, creatinina,
glicose, colesterol, HDL, triglicerideos, lactato, colinesterase e calcio. A hematologia e a
bioquimica ndo apresentaram alteracdes relacionadas a doenca hepatica causada por saponinas.
Na histologia apenas um animal apresentou hiperplasia de ductos biliares, as outras alteraces
observadas foram de forma geral inespecificas. Conclui-se que, na dose utilizada, a
administracdo da diosgenina a cobaias ndo produz lesbes hepaticas expressivas nem alteraces
hematoldgicas e bioquimicas relacionadas a hepatopatia.

Palavras-chave: braquiéria, esporidesmina, fotossensibiliza¢do, hemograma, sapogenina

Subcronical toxicity of diosgenin in guinea pigs Cavia porcellus
Abstract

Saponins are secondary metabolites of plants related to their defense system. Due their great
diversity and their properties, the saponins have been widely used in scientific research for the
production of medicines. Despite this, some plants containing saponins have been caused
poisonous to animals. Thus, the aim of this study was the evaluation of Cavia porcellus as an
experimental model for intoxication by diosgenin. For the study, 14 guinea pigs were divided
into two groups, the treatment group (TG) and the control group (CG). The TG received 480
mg/kg of diosgenin and the CG received only vegetable oil. Both groups received the treatment
for 30 days. Blood samples were collected on day 0 (M0) and day 30 (M30) for blood cell count
and biochemical analyzes. In clinical biochemistry, the analyzes were performed for alanine
aminotransferase, aspartate aminotransferase, gamma glutamyl trasferase, alkaline
phosphatase, urea, creatinine, glucose, cholesterol, HDL, triglycerides, lactate, cholinesterase,
and calcium. Hematology and biochemistry did not present alterations, which could not be
related to hepatic disease caused by saponins. In histology, only one animal had bile duct
hyperplasia, the other alterations observed were generally nonspecific. Therefore, we
concluded that the administration of 480 mg/kg of diosgenin to guinea pigs did not produce
significant hepatic lesions or hematological and biochemical alterations related to liver disease.
Keywords: Blood cell count, photosensitization, sapogenin, signal grass, sporidesmin
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1. Introducéo

As saponinas sdo um grupo de glicosideos distribuidos nas plantas superiores que
tém a habilidade de reduzir a tensdo superficial de solucdes aquosas, formando espuma, quando
submetidos a agitacdol. As saponinas consistem em uma molécula de aglcar usualmente
contendo glicose, galactose, acido glucdnico, xilose e ramnose ligadas a uma aglicona
hidrofdbica (sapogenina) que pode ser um triterpeno ou um esterdide natural?.

Devido aos diferentes usos benéficos das saponinas, como o poder antitumoral,
potencial hipoalergénico, melhoria na reproducéo animal, atividade antioxidante, entre outras,
varios estudos utilizando essa substancia no desenvolvimento de medicamentos e cosméticos
tem sido desenvolvidos®. Apesar do potencial valor benéfico das saponinas, algumas plantas
contendo essas moléculas tém causado efeitos toxicos aos animais®. As intoxicacdes por
saponinas e sapogeninas sdo relatadas em decorréncia do consumo, principalmente, de Tribulus
terrestris, Agave lecheguilla, Narthecium ossifragum e gramineas do género Brachiaria®®.

Os efeitos toxicos das saponinas ocasionam sinais de fotossensibilizacdo seguida
de degeneracdo hepatica e renal, podendo causar, ainda, problemas gastrointestinais, como
gastroenterites e diarreia®. Nos animais acometidos pela intoxicagdo com plantas que contém
saponinas pode-se observar dano hepatico caracterizado pela deposicdo de substancias
cristalinas em torno’ e dentro dos ductos biliares, nos macréfagos espumosos e no limen de
tabulos renais®.

No Brasil, as plantas que contem saponinas e gque estdo mais associadas com a
intoxicacdo sdo as gramineas do género Brachiaria. Nas plantas desse género ja foi relatada a
presenca de diferentes saponinas (protodioscina® e dioscina) e sapogeninas (diosgenina e
yamogenina)®, algumas delas relacionadas a fotossensibilizacdo hepatdgena e a intoxicagdo em
animais. Mais comumente os casos de intoxicacdo sdo relatados em animais de producao,
podendo acometer bovinos, ovinos, caprinos e bubalinos®®%11,

Nas intoxicagfes por Brachiaria spp. 0s animais apresentam sinais de
fotossensibilizacdo ou podem apresentar uma sindrome progressiva causando emagrecimento
e morte, mas sem apresentarem sinais clinicos de fotossensibilizacdo®>2. Podem apresentar
também sinais clinicos como prurido, inquietacdo, fotofobia, edema de orelha, palpebra e base
da cauda, mucosas amareladas e lesbes cutaneas, além de sinais clinicos neurologicos como
incoordenagdo motora, tremor de cabeca, ataxia, depressao e coma antes da morte. Na avaliagéo

da bioquimica renal e hepética observa-se aumento nas concentracBes séricas de ureia,
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creatinina, bilirrubina conjugada, bilirrubina ndo conjugada, bilirrubina total e na atividade
sérica de gama glutamiltransferase (GGT) e aspartato aminotransferase (AST)*.

Nos exames histopatoldgicos do figado observa-se tumefacdo e vacuolizacdo de
hepatocitos, além de graus varidveis de fibrose periportal, hiperplasia de células epiteliais dos
ductos biliares, retencdo biliar, infiltrado periportal, macr6fagos espumosos, cristais
birrefringentes no interior dos ductos biliares, células gigantes multinucleadas com nucleos
distribuidos no citoplasma ou na periferia. *2. Bovinos clinicamente sadios, mantidos em
pastagem de Brachiaria spp., podem também apresentar grandes quantidades de macréfagos
espumosos no figado e linfonodos mesentéricos, sugerindo a intoxicagao**°.

A intoxicacdo experimental em animais de producéo é realizada, na maioria, das
vezes utilizando a administragdo das plantas que contém saponinas®*3. No entanto, esse método
pode suscitar duvidas quanto ao fato dos resultados estarem relacionados somente com as
saponinas ou poder haver outros elementos relacionados ao capim*1°. Apesar disso, a utilizaco
de saponinas isoladas nas intoxicagbes muitas vezes se torna impeditiva devida a grande
guantidade de material necessario para a intoxicacdo de um animal de producdo. Assim a
utilizacdo de animais de menor porte e que sejam herbivoros, como a cobaia, poderia gerar
resultados mais préximos ao que ocorre em herbivoros de porte maior.

Assim, apesar de inimeros experimentos serem desenvolvidos com animais de
producdo, alimentados em pastagens cultivadas com Brachiaria, pouco se sabe do real papel
desempenhado pelas saponinas e sapogeninas nas intoxicacdes. Dessa forma, com este trabalho
objetivou-se a avaliacdo da Cavia porcellus como modelo experimental na intoxicacdo por

diosgenina por meio de andlises hematoldgicas, bioquimicas e histologicas.

2. Material e métodos

O estudo foi realizado ap6s a aprovacao pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFG, sob protocolos n® 014/13 e n°® 049/16, e seguiu todos os preceitos éticos
recomendados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratério (SBCAL).

Neste estudo, foram utilizados 14 animais (Cavia porcellus), com idade variando
de trés a seis meses, de ambos 0s sexos. Os animais foram adquiridos de criatorios comerciais
e mantidos no Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Goias
(ICB/UFG) durante o periodo de adaptacdo e experimentagdo. Os animais foram acomodados

em caixas de polietileno com medidas de 60x50x22, com cama de maravalha de pinus. O
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macroambiente do biotério dispunha de temperatura controlada e ciclo claro/escuro de 12 horas.
Foram alimentados com racdo comercial (Racdo Coelho, Comigo, Rio Verde, Goiés), ad
libitum. A agua também ficava disponivel ad libitum, foi trocada diariamente e suplementada
com 300mg/L de vitamina C (Vita-Vet C®, Vetnil, Louveira, SP)*’.

Os animais foram divididos em dois grupos de sete animais cada, o grupo tratado
(GT) e o grupo controle (GC). O GT recebeu 480 mg/kg de diosgenina diluido em 6leo vegetal
e 0 GC recebeu quantidade proporcional somente de 6leo vegetal. A dose de diosgenina foi
baseada na quantidade da sapogenina que animais a pasto ingeririam por dia e em experimento
piloto prévio. Tanto o GT como o GC receberam o tratamento durante um periodo de 30 dias,
por meio de gavagem, realizada uma vez ao dia, de modo a simular uma intoxicagdo sub
crbénica. A diosgenina utilizada no experimento foi adquirida comercialmente com pureza de
98% (Hefei Joye Import & Export Co., Ltd, Hefei, China). A gavagem foi realizada adaptando
a técnica descrita por Ning®®.

Diariamente na manipulacdo dos animais para gavagem, foi realizada avaliacdo
clinica observando mudancas de comportamento ou sinais clinicos sugestivos de intoxicacéo.
O peso dos animais foi avaliado semanalmente para ajuste da dose da diosgenina.

Para o hemograma e avaliacdo da bioquimica plasmatica duas colheitas sanguineas
foram realizadas, uma no dia 0 (MO0), antes do inicio da gavagem, e outra no dia 30 (M30), ap6s
30 dias consecutivos de gavagem. Para as colheitas de sangue 0s animais foram submetidos a
anestesia inalatoria com isofluorano e as amostras foram obtidas por venopuncdo da veia
jugular em tubo heparinizado, obtendo-se aproximadamente 2 ml de amostra de cada animal.

O hemograma foi realizado em aparelho semiautomatico BC 2800 VET (Mindray,
Shenzhen, China). A contagem diferencial de leucécitos foi realizada a partir de esfregaco
sanguineo. Para a avaliacdo da bioquimica plasmatica as amostras foram centrifugadas e o
plasma foi separado em aliquotas, sendo processadas imediatamente. As amostras sanguineas
foram avaliadas para alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST),
fosfatase alcalina (ALP), HDL, colesterol, triglicerideos, colinesterase, calcio, gama
glutamiltransferase (GGT), glicose, lactato, creatinina e ureia. Foram utilizados reagentes
comerciais da marca Labtest® (Labtest Diagndstica S. A., Lagoa Santa — MG). Para a leitura
utilizou-se de espectofotdmetro automatico clinico Wiener Lab CM200 (Wiener Lab Group,
Rosario, Argentina).

Para estabelecer o limite de referéncia para as enzimas plasmaticas e para o
hemograma foi utilizado os valores dos animais no MO. Inicialmente calculou-se a média e o

desvio padrao e para estabelecer os valores outliers, utilizou-se como limite maximo e minimo
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a média somada ou subtraida de duas vezes o desvio padrdo, respectivamente. Posterior ao
estabelecimento dos valores outliers, os mesmos foram retirados e novamente calculou-se a
média e o desvio padrédo. Foi considerado como valor de referéncia maximo a média acrescida
ao desvio padrdo e para o valor de referéncia minimo, considerou-se a media subtraida do
desvio padréo.

Ao final do periodo experimental, todos os animais foram submetidos a eutanasia
por meio de anestesia profunda com isofluorano. Amostras de tecido hepatico e de linfonodos
mesentéricos foram colhidas para exames histologicos. As amostras foram fixadas em formol
10% tamponado, rotineiramente processadas e coradas por hematoxilina e eosina (HE) para
exame microscopico.

O critério de avaliagdo das laminas foi adaptado de Fioravanti*® e Moreira?’. Para
descrever a localizagdo das lesdes utilizou-se a definicio de Rappaport?* (1973), em que 0 4cino
hepético é dividido em trés zonas (zona 1-periportal, zona 2-mediozonal e zona 3-periacinar).
As lesdes foram caracterizadas quanto ao tipo, como degenerativas ou inflamatdrias, e
classificadas de acordo com sua distribuicao (focal, multifocal e difusa) e intensidade (discreta,
moderada e acentuada). Avaliou-se ainda a presenca de macréfagos espumosos, hiperplasia de
ducto, infiltrado periductal e colangiohepatite.

Ao final, todas as varidveis foram submetidas a analise de variancia em esquema
de parcelas subdivididas no tempo (2 tratamentos X 2 tempos), no delineamento inteiramente
ao acaso. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey considerando 5% de significancia.

Para realizacdo das analises estatisticas foi utilizado o software R??> com o pacote easyanova?®.

3. Resultados e discussao

A utilizac&o de 6leo vegetal como veiculo para dilui¢do da diosgenina foi devido a
caracteristica lipofilica e hidrofobica das sapogeninas?®, o que possibilitou melhor
homogeneizacdo do produto e facilidade para a gavagem.

A opcéo pela a utilizacdo de cobaias (Cavia porcellus), se deu por ser um animal
fundamentalmente herbivoro!’, o que poderia reproduzir mais fielmente a fisiologia digestiva
de outros herbivoros como ruminantes e equinos. Sao animais de facil manejo e a gavagem foi
realizada de maneira rapida e com o minimo de estresse aos animais. O acesso venoso foi
bastante dificil, mesmo com o animal anestesiado, 0 que impossibilitou que mais de duas

colheitas sanguineas fossem realizadas.
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Os valores de referéncia para a bioquimica sérica encontrados na literatura
apresentaram grande variacio®> 28, Dessa forma, optou-se por utilizar os valores de referéncia
no MO, obtidos a partir dos animais utilizados no experimento. Os valores de referéncia
calculados a partir dos dados obtidos demostraram ser bem mais rigorosos, com limites
maximos e minimos mais proximos do que os valores descritos na literatura.

Os valores médios do hemograma dos animais de ambos 0s grupos estdo dispostos
na Tabela 1 e permaneceram dentro da faixa de normalidade quando comparados com 0s
valores de referéncia, exceto para o hematocrito, hemoglobina, VCM e CHCM que estavam
ligeiramente elevados no GT no MO. No leucograma, o numero de leucécitos totais foi
significativamente diferente entre 0 GC e GT no MO (p=0,039) e entre 0 MO e 0 M30 no GT
(p>0,001). Os linfocitos apresentaram diferenca significativa entre o GC e o0 GT no MO
(p=0,020) e entre 0 MO e 0 M30 no GC (p=0,046) e no GT (p<0,001). Apesar das diferencas
encontradas, nos leucdcitos toatais e linfécitos, entre 0 MO e 0 M30 no GC e no GT, néo se
atribui ao consumo de diosgenina, pois as variagdes em ambos 0s grupos ocorreram de forma
semelhante. Ndo foram encontradas na literatura consultada estudos que demonstrassem
alteracdes no perfil hematoldgico de Cavia porcellus intoxicados com plantas que contém

saponinas.

TABELA 1 — Hemograma e valores de referéncia de cobaias (Cavia porcellus) submetidas a
intoxicacdo experimental subcrénica com diosgenina
Primeira colheita  Segunda colheita

Parametros GC GT GC GT Valores de referéncia
Hemaécias (10%/mm?3) 4,58 4,80 4,82 5,04 4,41 -5,14
Hematdcrito (%) 37,78 41,47 41,76 45,13 35,563 - 43,73
Hemoglobina (g/dL) 11,51 12,73 12,54 13,86 10,32 - 13,32
VCM (fl) 82,78 80,70 81,88 89,73 79,66 - 88,72
HCM (pg) 25,20 26,50 25,98 27,44 25,02 - 27,27
CHCM (%) 30,53 30,64 29,18 30,64 31,13 - 30,28
Plaquetas (103%/mm3) 593 492 505 449 654 - 543
Leucdcitos (103/mm3)  7.400% 5.471°° 8.886%%  9.600%® 4.645 - 8.226
Neutréfilo (103/mm3)  1.184 1.591 980 1.727 324 -2.028
Eosinofilos (103/mms3) 80 55 152 116 19-87
Basofilos (103/mm3) 12 39 15 0 0-60
Linfcitos (103mm3)  5.557%A  3.470°° 7.2698 7.671%® 2.796 - 6.231
Monacitos (103/mm3) 566 282 468 474 121 - 727

Médias seguidas de letras maidsculas na mesma linha indicam diferenca significativa dentro do grupo. Médias
seguidas de letras minGsculas na mesma linha indicam diferenca significativa entre os grupos; VCM: volume
corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular
média.
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Os valores médios obtidos na avaliacdo bioquimica estdo expressos na Tabela 2. A
atividade plasmatica de ALT, AST e GGT e as concentra¢cBes plasmaticas de lactato,
colinesterase, ureia, creatinina, colesterol, HDL e triglicerideos ndo apresentaram diferenca
significativa. As variacOes observadas individualmente nos animais ndo apresentam,

aparentemente, significado clinico.

TABELA 2 — Valores dos parametros bioquimicos e de referéncia de cobaias (Cavia porcellus)
submetidas a intoxicacdo experimental subcrénica com diosgenina

Bioquimica Primeira colheita Segunda colheita

Plasmatica GC GT GC GT Valores de referéncia
ALT (UI/L) 80,37 48,03 44,64 63,04 32,21 - 69,45
AST (UI/L) 148,55 134,29 67,53 90,45 46,25 - 235,50
GGT (UI/L) 12,16 15,05 21,34 21,17 9,38 - 18,04
ALP (UI/L) 235,82 126,90 180,65 125,80 77,04 - 246,32
Ureia (mg/dL) 52,11 56,24 48,63 57,97 47,16 - 61,20
Creatinina (mg/dL) 0,25 0,20 0,28 0,31 0,10-0,31
Glicose (mg/dL) 161,382 153,74”% 218,948 201,81BP 124,90 - 190,23
Colesterol (g/dL) 35,28 37,86 25,19 38,02 22,12 -51,02
HDL (mg/dL) 3,65 2,11 2,08 1,41 0,74 - 4,18
Triglicerideos (mg/dL) 84,83 96,28 111,8 133,67 60,80 - 120,31
Lactato (UI/L) 42,51 55,74 51,87 74,83 26,41 - 71,80
Colinesterase (Ul/L) 4084 4486 4747 4242 3263 - 4985
Célcio (mg/dL) 10,04 10,204 12,71B  11,95® 9,02-11,14

Médias seguidas de letras maitsculas na mesma linha indicam diferenca significativa dentro do grupo. Médias
seguidas de letras mindsculas na mesma linha indicam diferenca significativa entre os grupos; ALT: alanino
aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; GGT: gama glutamiltransferase; ALP: fosfatase alcalina;
HDL.: lipoproteina de alta densidade

O limite de referéncia para a atividade plasmatica da ALT antes da intoxicacao
variou entre 32,21 a 69,45 UI/L, com média de 50,83 UI/L. Ao término do periodo experimental
amedia do GT aumentou em decorréncia da elevacdo em seis animais, sendo que em dois deles
o0 valor esteve acima da referéncia. No GC a média aos 30 dias foi menor, possivelmente devido
a um animal no momento inicial apresentar valor muito elevado (238 UI/L), o que elevou a
média do MO em relagdo ao M30.

A atividade plasmatica da AST no GC diminuiu aos 30 dias, devido a redugdo em
cinco animais. Alem disso, um animal apresentou valor elevado no M0 (325,3 UI/L), o que
contribuiu para a maior média nesse momento. No GT observou a mesma diminuigdo no M30,
com redugdo nos valores em quatro animais, € um animal no MO apresentou valor elevado
(300,10 UI/L).
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As médias da atividade plasmatica de GGT apresentaram acima do valor de
referéncia no M30 nos dois grupos. Os valores de referéncia antes da intoxicagado foram de 9,38
a 18,03 UI/L. No GC, aos trinta dias, seis animais apresentaram aumento nos valores, sendo
que cinco estavam acima dos valores de referéncia. No GT observou-se aumento em quatro
animais e cinco estavam acima dos valores de referéncia. Devido a elevacdo observada na
maioria dos animais em ambos 0s grupos, ocorreu 0 aumento na média no M30. Apesar dos
valores da media encontrados no M30 estarem acima dos valores de referéncia, ndo se pode
atribuir a diosgenina administrada, pois 0 comportamento foi semelhante em ambos 0s grupos.

Os valores de referéncia da atividade plasmatica de ALP variaram entre 77,04 a
246,32 UI/L, antes do inicio do tratamento. Observou-se entre o inicio e o término do periodo
experimental que houve diminuicéo nos valores da atividade de ALP para o0 GC e manutencéo
dosno GT. No GC ao inicio do experimento quatro animais estavam com a atividade plasmatica
de ALP superior ao valor de referéncia e um animal apresentou valor bastante elevado (437,20
UI/L). No M30 seis animais apresentaram diminuic¢do dos valores no GC, o que acarretou na
gueda da média em relacdo ao M0. No GC houve uma pequena diminui¢do em cinco animais
nos valores de ALP no M30, o que ndo foi suficiente para alterar a média da atividade
plasmaética da enzima. Em ambos os grupos houve grande variacdo individual nos valores da
enzima. No GC o intervalo foi de 25,68 a 437,20 UI/L e no GT de 22,63 a 212,90 UI/L. Essa
variacdo também foi encontrada nos valores de referéncia citados na literatura. Hein &
Hartmann?® encontraram valores de atividade sérica de ALP entre 0 a 418 UI/L, Kitagaki?® de
72 a 216 UI/L e Caisey & Ducan?’ o maior valor médio (876 UI/L).

De forma geral, intoxicagbes com envolvimento de saponina resultam em
alteracBes nas enzimas hepaticas®2°. Intoxicagdo com T. terretris em ovelhas levou ao aumento
na atividade enzimatica da ALP e AST. Em bovinos e ovinos, intoxicacGes experimentais e
surtos naturais decorrentes do consumo de plantas do género Brachiaria sdo acompanhados de
aumento de AST, GGT>3020 ¢ ALP 13, Neste estudo este padrdo de resposta néo foi observado.
Adicionalmente, Qin®' em intoxicacdo experimental em ratos com diosgenina relataram
diminuicdo da AST e ALT, sugerindo que a sapogenina seria prejudicial somente em altas
doses.

Os valores de referéncia para a ureia foram de 47,16 a 61,20 mg/dL e para creatinina
de 0,10 a 0,31 mg/dL. Nos dois grupos em nenhum dos momentos houve alteragdes nos valores
das médias de ureia e creatinina em relacdo aos valores de referéncia, mantendo-se uniforme

nas duas colheitas (MO e M30). Apesar disso é descrito que intoxicagdes por saponina, em
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ovinos, podem também afetar o rim, o que pode levar ao aumento da creatinina e ureia
sanguinea®3?. Esta alteragdo ndo foi observada neste estudo.

Os valores de referéncia para glicose no MO variaram de 124,90 a 190,23 mg/dL.
As medias dos valores de glicose foram significativamente maiores no M30 em relacdo ao MO
para ambos os grupos (GC — p=0,0087; GT —p=0,0226). No GC todos o0s animais aumentaram
os valores no M30, sendo que cinco tinham valores acima dos de referéncia nesse momento.
No GT seis animais apresentaram aumento de glicose no M30, sendo que, quatro estavam com
valores acima dos valores de referéncia. O aumento de glicose em todos os animais do GC e na
maioria dos animais no GT causou 0 aumento na média no M30. O aumento da glicose pode
ser atribuido a suplementacgdo de vitamina C na &gua, pois o suplemento em questao tinha como
veiculo solucdo de glicose. Portanto, ndo foi possivel associar esse aumento ao consumo de
diosgenina. Apesar do aumento nos valores de glicose aqui encontrado, saponinas isoladas de
outras plantas podem levar a diminuicéo da glicose®*.

A andlise do lipidograma foi realizada para completar o perfil de avaliacdo hepaética.
Na lesdo hepética aguda, o plasma pode conter valores altos de triglicerideos, baixos de
colesterol e padrdo anormal de lipoproteinas®. Neste estudo, a diosgenina nio provocou
alteraces significativas no metabolismo dos lipidios. Os animais do GC apresentaram no MO
diminuicdo no valor de HDL, aumento de triglicerideos e valores semelhantes para colesterol.
No GT foi observado reducdo do valor de HDL, aumento de triglicerideos e a média do valor
de colesterol foi semelhante no MO0 e no M30. Os valores limitrofes de colesterol e triglicerideos
encontrados neste estudo foram, respectivamente, de 22,12 a 51,02 mg/dL e de 60,08 a 120,31
mg/dL.

Os valores de referéncia para lactato, no inicio do experimento, estiveram entre
26,45a 71,80 UI/L. As médias dos valores de lactato em ambos 0s grupos aumentaram no M30.
No GC o lactato aumentou em cinco animais no M30, um animal tinha valores de lactato acima
dos valores de referéncia no MO e um no M30. No GT o lactato aumentou em cinco animais no
M30, sendo que trés animais tinham valores de lactato acima dos valores de referéncia.
Portanto, esse aumento nos valores de lactato na maioria dos animais refletiu na média final,
elevando a média em ambos 0s grupos. Aumento nos valores de lactato foram observados em
camundongos apo6s receberem saponinas de Ginseng®. No entanto, no presente estudo o
aumento foi semelhante nos dois grupos, ndo se pode atribuir ao consumo de diosgenina.

Os valores de referéncia para a colinesterase estiveram entre 3.263 a 4.985 mg/dL.
Foi observado que quatro animais do GC apresentaram aumento no M30 e estavam acima do
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valor de referéncia. No GT nenhum animal apresentou valor acima do de referéncia no M30
mas trés animais apresentaram valores maiores de colinesterase no M30 em relagéo ao MO.

Os valores de referéncia no MO de célcio foram de 9,02 a 11,14 mg/dL. Ambos 0s
grupos apresentaram valores de célcio significativamente maiores no M30 comparado ao MO
(GC —p=10,0001; GT — p =0,0086). No GC cinco animais apresentaram aumento nos valores
aos trinta dias, sendo que um tinha valor acima do de referéncia. No GT cinco animais tiveram
os valores aumentados no M30, sendo que quatro estavam acima do valor de referéncia. Essas
variacdes demonstraram resposta quantitativa em ambos 0s grupos, portanto, nao se relaciona
ao consumo de diosgenina.

Durante a necropsia, nos dois grupos, ndo foram encontradas alteragOes
macroscopicas em nenhum 6rgdo examinado. No exame microscopico do figado, notou-se
degeneracdo micro e macrovacuolar nos dois grupos (Figura 1), na frequéncia de 57% (4/7) dos
animais para o GC e de 86% (6/7) para o GT. Em ambos os grupos as lesdes estavam localizadas
nas zonas 1, 2 e 3 (Tabela 3). A degeneragdo de hepatdcitos esta associada a intoxicacao por
plantas que contém saponinas®®323¢37 no entanto, no presente estudo tanto o GC quanto o GT

apresentaram frequéncia semelhante, ndo podendo ser associada ao consumo de diosgenina.

TABELA 3 — Frequéncia de casos de vacuolizagéo, segundo a intensidade e distribui¢do, em
tecido hepéatico de cobaias (Cavia porcellus) submetidas a intoxicacdo
experimental subcrénica com diosgenina

o Distribuigéo Intensidade
Grupo Frequéncia i i
Focal Difusa Multifocal D M I
Controle 4 - 1 3 1 1 2
Tratado 6 - 5 1 4 2 -

D: discreta; M: moderada; I: intensa

Infiltrado inflamatorio no espago porta com distribuicdo multifocal estava presente
na frequéncia de 86% (6/7) nos animais do GC. No GT foi observado infiltrado inflamatério
no espacgo porta em 86% (6/7) dos animais, sendo que 50% (3/6) desses tinham distribuicéo
focal e 50% (3/6) multifocal (Tabela 4). Infiltrado inflamatdrio periductal é associado a
intoxicacdo por plantas que contém saponinas®®323637  Entretanto, no presente estudo, o
infiltrado inflamatdrio estava presente em ambos os grupos em frequéncia semelhante e com

intensidade semelhante.
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TABELA 4 — Frequéncia de casos segundo a intensidade e distribuicdo de alteracdo
inflamatdria no espaco porta de cobaias (Cavia porcellus) submetidas a
intoxicacdo experimental subcrdnica com diosgenina

) Distribuicdo Intensidade (Grau)
Grupos Frequéncia
Focal Multifocal  Difusa D M I
Controle 6 3 3 - 5 1
Tratado 6 - 6 - 6 - -

D: discreta; M: moderada; I: intensa.

Apesar da hiperplasia de ductos estar presente nas intoxicacGes associadas as
saponinas, principalmente em ovinos®2337 apenas um animal do GT apresentou esse achado
(Figura 1). Outros achados comuns nas intoxicacgdes relacionadas com saponinas como cristais
birrefringentes nos ductos biliares e macréfagos espumosos®*>%:3" njo foram observados
nesse estudo. Dessa forma, acredita-se que as alteracGes encontradas ndo estdo relacionas

exclusivamente a administracdo de diosgenina aos animais.

*"4'\’ < e " \‘...{l‘ _-' - “

FIGURA 1 — Fotomicrografia de figado de cobaias (Cavia porcellus) submetidas a intoxicacao
experimental subcronica com diosgenina (HE, 100X). Grupo Controle: (A) Triade portal
evidenciando preservacao da arquitetura. (B) Zona 3 com presenca discreta de vacuolos
citoplasmaéticos (seta). Grupo Tratado: (C) Hiperplasia de ducto biliar (seta). (D) Zona
3 com presenca moderada de vacuUolos citoplasmaticos (seta); VCL — veia centrolobular
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Os linfonodos de ambos 0s grupos apresentaram arquitetura preservada, nao
apresentando alteragcdes. Embora n&o ter sido encontrado alteragfes nos animais deste estudo,
é relatada a presenca de grande quantidade de macrdfagos espumosos nos linfonodos
mesentéricos de animais alimentados com plantas com saponinas*>%°.

Apesar dos inumeros relatos da intoxicacdo por plantas que contém saponinas,
muitas vezes ndo se consegue reproduzir os mesmos quadros de toxidez!®®, Na alimentagio
de coelhos com Brachiaria decumbens durante 90 dias, ndo foi possivel demonstrar a toxidez
das saponinas contidas na graminea. Os animais nao apresentaram sinais clinicos de intoxicacao
nem alteragBes nos exames histopatologicos®. Em estudo da toxidez de saponinas em ovelhas,
somente foi possivel reproduzir lesées no figado quando as saponinas foram associadas a
esporidesminal®. Adicionalmente, o tempo de intoxicagdo pode ocorrer de forma aguda a
crbnica, podendo levar meses para 0 aparecimento dos sinais clinicos. Em levantamento
epidemiolégico da intoxicacdo por Brachiaria foi encontrada diferenca no tempo de
intoxicacdo dos animais variando de 15 dias a mais de 12 meses, que pode ser atribuida a
concentracéo de saponinas nas pastagens, a idade dos animais e & susceptibilidade individual®’.
Desta forma acredita-se que nesse estudo, 0 ndo acometimento dos animais pela intoxicacédo
por saponinas possa estar relacionado a baixa dose utilizada, o tempo de intoxicacdo néo ter
sido suficiente ou a necessidade de ter outros fatores envolvidos, como a possibilidade de uma

flora intestinal especifica ou mesmo ao sinergismo de micotoxinas presentes nas pastagens.

4. Concluséao

A administracdo de 480 mg/kg de peso vivo de diosgenina a cobaias por um periodo
de 30 dias ndo produziu lesdes hepéticas expressivas nem alteragdes hematologicas e
bioquimicas relacionadas a hepatopatia. A cobaia ndo pode ser descartada como modelo
experimental para estudo da intoxicagdo por saponinas em ruminantes. Além disso, a
diosgenina isoladamente pode néo ser a causa das intoxicacgdes relacionadas as Brachiarias sp.
Assim recomenda-se que novos estudos sejam realizados com doses mais altas e periodos mais
longos, além, da associacdo da diosgenina com outras saponinas e sapogeninas encontradas nas

Brachiarias.



54

Agradecimentos: Ao CNPq pelo financiamento por meio do Edital Universal (472480/2013-

8) e pela bolsa na primeira etapa do trabalho, pela bolsa CAPES na segunda etapa, ao Hospital

Veterinaria/EVZ/UFG pelo apoio técnico para a realizacdo ao experimento e ao Biotério do

Instituto de Ciéncias Biologicas/UFG por ceder local para manutencdo dos animais.

Referéncias

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Sparg SG, Light ME, Van Staden J. Biological activities and distribution of plant
saponins. J Ethnopharmacol. 2004;94(2):219-43.

Morrissey JP, Osbourn AE. Fungal resistance to plant antibiotics as a mechanism of
pathogenesis. Microbiol Mol Biol Rev. 1999;63(3):708-24.

Francis G, Kerem Z, Makkar HPS, Becker K. The biological action of saponins in animal
systems: a review. Br J Nutr. 2002;88(6):587-605.

Wina E, Muetzel S, Becker K. The impact of saponins or saponin containing plant
materials on ruminant production-A review. J Agric Food Chem. 2005;53:8093-105.

Riet-Correa B, Castro MB, Lemos RA, Riet-Correa G, Mustafa V, Riet-Correa F.
Brachiaria spp. poisoning of ruminants in Brazil. Pesqui Vet Bras. 2011;31(3):183-92.

Pires VS, Taketa ATC, Gosmann G, Schenkel EP. Saponins and sapogenins from
Brachiaria decumbens Stapf. J Braz Chem Soc. 2002;13(2):135-9.

Cheeke PR. Endogenous toxins and mycotoxins in forage grasses and their effects on
livestock. J Anim Sci. 1995;73(3):909-18.

Brum KB, Haraguchi M, Lemos RAA, Riet-Correa F, Fioravanti MCS. Crystal-
associated cholangiopathy in sheep grazing Brachiaria decumbens containing the
saponin protodioscin. Pesqui Vet Bras. 2007;27(1):39-42.

Lemos RAA, Ferreira LCL, Silva SM, Nakazato L, Salvador SC. Fotossensibilizacdo e
colangiopatia associada a cristais em ovinos em pastagens com Brachiaria decumbens.
Cienc Rural. 1996;26(1):109-13.

Barbosa JD, Oliveira CMC, Tokarnia CH, Peixoto PV. Fotossensibilizacdo hepatdgena
em equinos pela ingestdo de Brachiaria humidicola (Gramineae) no Estado do Para.
Pesqui Vet Bras. 2006;26(3):147-53.

Brum KB, Haraguchi M, Garutti MB, Rosa B, Fioravanti MCS. Steroidal saponin
concentrations in Brachiaria decumbens and B. brizantha at different develpmental
stages. Cienc Rural. 2009;39(1):279-81.

Souza RIC, Riet-Correa F, Brum KB, Fernandes CE, Barbosa-Ferreira M, Lemos RAA.
Intoxicacdo por Brachiaria spp. em bovinos no Mato Grosso do Sul. Pesqui Vet Bras.
2010;30(12):1036-42.

Albernaz TT, Silveira JAS, Silva NS, Oliveira CHS, Belo Reis ADS, Oliveira CMC, et
al. Fotossensibilizagdo em ovinos associada a ingestéo de Brachiaria brizantha no estado
do Para. Pesqui Vet Bras. 2010;30(9):741-8.

Moreira CN, Banys VL, Pinto AS, Franco LAF, Haragushi M, Fioravanti MCS. Bovinos
alimentados com capim Brachiaria e Andropogon: desempenho, avaliagdo da
quantidade de esporos do fungo Pithomyces chartarum e teor de saponina das pastagens.
Ciénc Anim Bras. 2009;10(1):184-94.

Driemeier D, Barros SS, Peixoto PV, Tokarnia CH, Dobereiner J, Farias Brito M.



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

55

Estudos histologico, histoquimico e ultra-estrutural de figados e linfonodos de bovinos

com presenca de macrofagos espumosos (“foam cells”). Pesqui Vet Bras.
1998;18(1):29-34.

Flaoyen A, Smith BL, Miles CO. An attempt to reproduce crystal-associated cholangitis
in lambs in experimental dosing of sarsasapogenin or diosgenin alone and in combination
with sporidesmin. N Z Vet J. 1993;41(4):171-4.

Couto SER. Criagéo e Manejo de Coelhos. In: Andrade A, Pinto SC, Oliveira RS, editors.
Animais de Laboratdrio: criacdo e experimentacdo. Rio de Janeiro: Fiocruz; 2002. p. 71—
9.

Ning C, Zhao H, Juan-mei Y, Yi-bo H, Yuan X. Modified gavage methods for guinea
pigs. Fudan Univ Med Sci. 2010;37(2):232-5.

Fioravanti MCS. Incidéncia, avaliacdo clinica, laboratorial e anatomopatologica da
intoxicagdo subclinica por esporidesmina em bovinos. Botucatu: Tese [Doutorado em
Medicina Veterinaria] - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho™; 1999.

Moreira CN, Morais M, Garcia EC, Neto SC, Aradjo EG, Fioravanti MCS. Bovinos
alimentados com Brachiaria spp e Andropogon gayanus : altera¢des histologicas de
figados e linfonodos. Ciénc Anim Bras. 2009;10(1):206-18.

Rappaport AM. The structural and functional units of the human liver (liver acinus).
Microvasc Res. 1973;6:212.

Team RC. R: A language and environment for statistical computing. [Internet]. Vienna:
R Foundation for Statistical Computing; 2013. Awvailable from: http://www.r-
project.org/.

Arnhold E. Package in the R environment for analysis of variance and complementary
analyses. Bras J Vet Res Anim Sci. 2013;50(6):488-92.

Augustin JM, Kuzina V, Andersen SB, Bak S. Molecular activities, biosynthesis and
evolution of triterpenoid saponins. Phytochemistry. 2011;72(6):435-57.

Waner T, Avidar Y, Peh H, Zass R, Bogin E. Hematology and clinical chemistry values
of normal and euthymic hairless adult male Dunkin-Hartley guinea pigs (Cavia porcellus
). Vet Clin Pathol. 1996;25(2):61-4.

Kitagaki M, Yamaguchi M, Nakamura M, Sakurada K, Suwa T, Sasa H. Age-related
changes in haematology and serum chemistry of Weiser-Maples guineapigs (Cavia
porcellus). Lab Anim. 2005;39(3):321-30.

Caisey JD, King DJ. Clinical chemical values for some common laboratory animals. Clin
Chem. 1980;26(13):1877-9.

Hein J, Hartmann K. Labordiagnostische Referenzbereiche bei Meerschweinchen.
Tierarztl Prax. 2003;31(k):383-9.

Mendoncga FS, Camargo LM, Freitas SH, Déria RGS, Baratella-Evéncio L, Neto JE.
Aspectos clinicos e patologicos de um surto de fotossensibilizacdo hepatdgena em
ovinos pela ingestdo de Brachiaria decumbens. Ciénc Anim Bras. 2008;9(4):1034-41.

Brum KB, Haraguchi M, Lemos RAA, Riet-Correa F, Fioravanti MCS. Crystal-ystal-
associated cholangiopathy in sheep grazing Brachiaria decumbens containing the
saponin protodioscin. Pesqui Vet Bras. 2007;27(1):39-42.

Qin Y, Wu X, Huang W, Gong G, Li D, He Y, et al. Acute toxicity and sub-chronic



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

56

toxicity of steroidal saponins from Dioscorea zingiberensis C.H.Wright in rodents. J
Ethnopharmacol. 2009;126(3):543-50.

Aslani MR, Movassaghi AR, Mohri M, Pedram M, Abavisani A. Experimental Tribulus
terrestris poisoning in sheep: Clinical, laboratory and pathological findings. Vet Res
Commun. 2003;27(1):53-62.

Witthawaskul P, Panthong A, Kanjanapothi D, Taesothikul T, Lertprasertsuke N. Acute
and subacute toxicities of the saponin mixture isolated from Schefflera leucantha
Viguier. J Ethnopharmacol. 2003;89(1):115-21.

Cornelius CE. A review of new approaches to assessing hepatic function in animals. Vet
Res Commun. 1987;11(5):423-41.

Harper N, Bittles AH. The effects of ginseng saponins on lactate dehydrogenase activity
in the mouse. Biochem Soc Trans. 1983;11(4):356—7.

Aslani MR, Movassaghi AR, Mohri M, Ebrahim-pour V, Mohebi AN. Experimental
Tribulus terrestris poisoning in goats. Small Rumin Res. 2004;51(3):261-7.

Mustafa VS, Moscardini ARC, Borges JRJ, Reckziegel GC, Riet-Correa F, Castro MB.
Intoxicacdo natural por Brachiaria spp. em ovinos no Brasil Central. Pesqui Vet Bras.
2012;32(12):1272-80.

Faccin TC, Pupin RC, Leal PV, Gran C. Evaluation of the toxicity of Brachiaria
decumbens in rabbits. 2016;38(2):143-6.



57

CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

Com o estudo descrito nessa Tese, foi possivel analisar qual a melhor forma de
colheita e armazenamento de Brachiaria spp. (Capitulo 2) e o efeito subcrénico da
administracdo de diosgenina em cobaias (Capitulo 3).

O Capitulo 2 foi resultado da parceria que pesquisadores brasileiros mantém com
pesquisadores do Poisonous Plant Laboratory Research (PPRL) (Logan, Utah, EUA).
Amostras de braquiaria foram obtidas na Fazenda Tomé Pinto e na Embrapa Arroz e Feijdo.
Apbs a separacdo nas diferentes idades de maturacdo, as amostras foram submetidas a
diferentes métodos de secagem. Posteriormente, foram levadas para serem analisadas durante
0 periodo de Doutorado Sanduiche no Exterior. Ap6s a analise laboratorial foi possivel
estabelecer um padrdo de colheita, processamento e armazenamento, quando o intuito for a
quantificacdo de protodioscina. A melhor forma de realizar a amostragem e o processamento
para conservacdo da protodioscina é a colheita da planta toda submetida a secagem em
temperatura ambiente, estufa ou estufa de circulacdo forcada. A colheita de parte da planta,
como as folhas jovens ou maduras, somente deve ser realizada nos casos de estudos que
envolvam habitos ingestivos especificos de cada espécie. Acrescenta-se que parceriacom PPRL
foi essencial, pois ndo possuimos a infraestrutura necessaria para a quantificacdo das saponinas.

No capitulo 3, foi possivel investigar a acdo da diosgenina sobre a funcéo hepatica
e o inicio do desenvolvimento de modelo experimental em cobaias (Cavia porcellus). A maior
dificuldade enfrentada nesta etapa foi a busca de acesso venoso que permitisse que 2 a 3 ml de
sangue fossem colhidos de forma que ndo precisasse submeter os animais a eutanasia.
Estabeleceu que a veia jugular permitiria 0 procedimento, no entanto, 0 acesso venoso em
cobaias € muito trabalhoso e os trés tempos inicias de colheita estabelecidos (0, 15 e 30 dias),
tiveram que ser reduzidos para dois (0 e 30), evitando submeter os animais a mais um
procedimento anestésico.

Ao final dessa etapa, foi observado que 0s animais ndo apresentaram sinais clinicos
que sejam relacionados a intoxicacdo por saponinas. Desta formar, as saponinas presentes na
Brachiaria spp., podem n&o ser isoladamente a causa das intoxicacgdes relacionadas a essas
gramineas. E possivel que diversos fatores influenciem, como uma flora intestinal ou ruminal
especifica, a presenca de micotoxinas, como a esporidesmina ou outras, ou outros fatores que
possam desencadear lesdes hepaticas primérias que favorecam a intoxicacao.

A realizacdo de todo o projeto inicialmente pensado para execuc¢do do doutorado,

ndo possivel devido a problemas enfrentados. O projeto inicial contemplava, além do
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executado: 1. A confeccdo de extrato com protodioscina isolada a partir de braquiéria para
intoxicacdo em cobaias; 2. Intoxicacdo de cobaias com protodioscina e esporidesmina; 3.
Estabelecimento de método para a quantificacdo de saponinas no figado de animais intoxicados.
Descrevemos a seguir os problemas enfrentados em cada etapa pendente.

A confecgdo de extrato com protodioscina para ser usado na intoxicagdo dos
porquinhos da india, foi inicialmente idealizada para ser realizada no Brasil. Mas no inicio dos
trabalhos esbarrou-se na barreira da quantificacdo das saponinas. Para a confec¢do do extrato
seria necessario, ao seu final quantificar as saponinas, portanto, ndo poderia ser realizada aqui.
Portanto, a realizacao desta etapa foi transferida para o PPRL, com a subsequente utilizagcdo em
intoxicacdo em camundongos, devido a limitacdo na quantidade de plantas que poderia ser
enviada para o laboratorio nos EUA. O extrato foi confeccionado e o experimento com
camundongos realizado, aguardando somente a confeccdo de laminas histologicas que seriam
enviadas ao Brasil para analise, mas no momento de redacdo da tese as laminas ndo haviam
chegado.

A etapa de intoxicacdo com protodioscina e esporidesmina nao foi possivel devido
a problemas na importacédo dos principios ativos. Na ocasido da compra da diosgenina, efetuou-
se também a compra da protodioscina do mesmo fornecedor. A diosgenina foi corretamente
enviada pelo Programa Importa Facil do CNPq em parceria com os Correios, mas a
protodioscina, por uma falta de entendimento do fornecedor, foi enviada por outra empresa de
transporte e retida pela Receita Federal. Apds mais de um ano de tentativas de recuperacao da
encomenda, fomos orientados em desistir de retirar da encomenda, pois somente de multas e
taxas de armazenamento o valor seria muito superior da realizagdo de nova compra. Esse
processo foi o que mais comprometeu o0 prazo de defesa do Doutorado. Em relagdo a
esporidesmina, tentou-se por inumeros contatos realizar a importacdo por meio de
pesquisadores da Nova Zelandia, no entanto, ao final ndo se conseguiu que tal negociacao fosse
realizada.

A etapa que envolve a o estabelecimento de método para identificacdo de saponinas
no tecido hepatico de animais, havia sido proposta para realizacdo no PPRL. No entanto, o
desenvolvimento desse método nao foi possivel, pois ndo se conseguiu extrair a saponina do
tecido animal no laboratério. Atualmente, o desenvolvimento dessa etapa esta sendo iniciada
com parceria do Instituto de Quimica/UFG.

O periodo de doutorado sanduiche proporcionou grande aprendizado, tanto
profissional como pessoal. No estagio doutoral foi possivel o desenvolvimento de estudos com

plantas brasileiras e nativas norte americanas, como a water hemlock (Cicuta douglasii) e
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rayless goldenrod (Isocoma pluriflora). Durante o0 ano de execucao foi desenvolvido atividades
laboratoriais, com animais de laboratério e de producdo e viagens a campo para colheita de
amostras. Espera-se que o conhecimento adquirido durante o doutorado sanduiche possa ser
aplicado em futuros projetos no Brasil.

As pastagens com gramineas do género Brachiaria sdo de grande importancia para
a pecuéria nacional. Apesar dos problemas vistos nos animais com o0s casos de
fotossensibilizacdo e prejuizos na producéo, os beneficios advindos do seu uso s@o muitos. A
melhor caracterizacdo da etiopatogenia da intoxicacdo permitira a obtencdo do conhecimento

Necessario para que esses prejuizos sejam evitados.
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Apéndice A. Valores de protosdioscina (%) em amostras colhidas nas pastagens da Fazenda
Tomé/UFG, submetidas a diferentes tratamentos

Pasto 1 Pasto 2 Pasto 3 Pasto 4
TA FJ 1,67 1,37 1,49 1,38
FM 1,41 1,05 0,71 1,06
FV 0,40 0,16 0,03 0,08
PT 0,73 0,30 0,22 0,24
E FJ 1,35 1,11 1,31 1,46
FM 1,21 1,29 0,80 0,97
FV 0,34 0,16 0,04 0,08
PT 0,79 0,30 0,27 0,19
EVF FJ 1,42 1,32 1,05 1,44
FM 1,38 1,14 0,89 0,87
FV 0,33 0,21 0,06 0,07
PT 0,63 0,29 0,32 0,29
C+TA FJ 1,45 1,14 1,11 1,40
FM 1,04 1,10 0,86 0,88
FV 0,62 0,17 0,03 0,06
PT 0,70 0,31 0,24 0,19
C+E FJ 1,29 1,08 1,00 1,26
FM 1,17 1,01 0,89 1,05
FV 0,63 0,21 0,12 0,07
PT 0,75 0,25 0,25 0,29
C+EVF FJ 0,98 1,00 1,03 1,11
FM 1,22 0,93 0,93 0,92
FV 0,49 0,13 0,07 0,04
PT 0,69 0,32 0,25 0,21
C+TA+E FJ 1,02 1,13 1,13 0,72
FM 1,05 0,93 1,02 0,83
FV 0,57 0,11 0,04 0,05
PT 0,57 0,31 0,30 0,28
C+TA+EVF FJ 1,24 0,94 1,00 1,19
FM 1,24 0,87 0,86 0,86
FV 0,64 0,11 0,07 0,06
PT 0,66 0,21 0,27 0,25
FD FJ 0,54 0,49 0,65 0,66
FM 0,53 0,51 0,53 0,52
FV 0,36 0,12 0,05 0,03
PT 0,49 0,15 0,13 0,12

FJ: folhas jovens; FM: folhas maduras; FV: folhas velhas; PT: planta toda; TA: temperatura ambiente; EVF:
estufa de ventilacdo forcada; C+TA: congelamento seguido de secagem em temperatura ambiente; C+E:
congelamento seguido de secagem em estufa; C+EVF: congelamento seguido de secagem em estufa de ventilagcdo
forcada; C+TA+E: congelamento com descongelamento em temperatura ambiente e secagem em estufa;
C+TA+EVF: congelamento com descongelamento em temperatura ambiente e secagem em estufa com ventilagao
forcada; FD: freezer dryer.
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Apéndice B. Valores de protosdioscina (%) em amostras colhidas nas pastagens da EMBRAPA
arroz e feijdo, submetidas a diferentes tratamentos

Pasto 1 Pasto 2 Pasto 3 Pasto 4
TA FJ 1,79 2,20 1,67 1,65
FM 1,01 1,32 1,35 1,26
FV 0,44 0,36 0,57 0,46
PT 1,10 1,21 1,48 1,15
E FJ 1,82 2,11 1,50 1,50
FM 1,07 1,44 1,29 1,20
FV 0,58 0,49 0,50 0,48
PT 1,03 1,34 0,85 0,94
EVF FJ 1,78 1,91 1,41 1,58
FM 0,94 1,16 1,35 1,22
FV 0,87 0,45 0,54 0,56
PT 0,91 1,12 1,08 1,21
C+TA FJ 0,22 0,35 0,74 0,73
FM 0,05 0,18 0,49 0,48
FV 0,39 0,22 0,24 0,26
PT 0,05 0,17 0,37 0,50
C+E FJ 0,37 0,25 0,79 0,79
FM 0,07 0,19 0,46 0,29
FV 0,24 0,24 0,24 0,24
PT 0,13 0,11 0,37 0,59
C+EVF FJ 0,44 0,11 0,66 0,83
FM 0,11 0,25 0,69 0,69
FV 0,26 0,27 0,26 0,29
PT 0,23 0,15 0,35 0,33
C+TA+E FJ 0,26 0,47 0,79 0,87
FM 0,06 0,22 0,50 0,33
FV 0,27 0,31 0,30 0,24
PT 0,08 0,13 0,40 0,45
C+TA+EVF FJ 0,54 0,44 0,89 1,66
FM 0,07 0,23 0,57 0,56
FV 0,47 0,28 0,38 0,34
PT 0,15 0,21 0,51 0,51
FD FJ 0,29 0,23 0,41 0,61
FM 0,10 0,10 0,25 0,40
FV 0,28 0,17 0,12 0,21
PT 0,10 0,13 0,33 0,22

FJ: folhas jovens; FM: folhas maduras; FV: folhas velhas; PT: planta toda; TA: temperatura ambiente; EVF:
estufa de ventilacdo forcada; C+TA: congelamento seguido de secagem em temperatura ambiente; C+E:
congelamento seguido de secagem em estufa; C+EVF: congelamento seguido de secagem em estufa de ventilacdo
forcada; C+TA+E: congelamento com descongelamento em temperatura ambiente e secagem em estufa;
C+TA+EVF: congelamento com descongelamento em temperatura ambiente e secagem em estufa com ventilagao
forcada; FD: freezer dryer.
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Apéndice C. Valores de referéncia calculados para o hemograma de cobaias (Cavia porcellus)

submetidas a intoxicacdo experimental subcrénica com diosgenina

Parametros

Valor de Referéncia

Minimo Maximo Média DP
Hemécias (10%/mms) 4,41 5,14 4,78 0,37
Hematocrito (%) 35,53 43,73 39,63 4,10
Hemoglobina (g/dL) 10,32 13,32 12,12 1,20
VCM (fl) 79,66 88,72 84,19 4,53
HCM (pg) 25,02 27,27 26,15 1,12
CHCM (%) 29,42 31,13 30,28 0,86
Plaquetas (103/mm3) 432 654 543 111
Leucocitos (103/mm3) 4.645 8.226 5.315 1790
Neutréfilo (103/mm3) 324 2.028 862 852
Eosindfilos (103/mm3) 19 87 52 34
Basofilos (103/mm3) 0 60 18 34
Linfocitos (103/mm3) 2829 6.231 4530 1701
Monacitos (103/mm3) 121 727 310 303

Apéndice D. — Valores de referéncia calculados para a bioquimica plasmatica de Cavia

porcellus submetidas a intoxicacdo experimental subcrénica com diosgenina

Bioquimica plasmatica

Valor de Referéncia

Minimo Maximo Média DP
ALT (UI/L) 32,21 69,45 50,83 18,62
AST (UI/L) 46,25 235,50 140,87 94,63
GGT (UI/L) 9,38 18,04 13,71 4,33
ALP (UI/L) 77,04 246,32 161,68 84,64
Uréia (mg/dL) 47,16 61,20 54,18 7,02
Creatinina (mg/dL) 0,10 0,31 0,21 0,10
Glicose (mg/dL) 124,90 190,23 157,56 32,66
Colesterol (g/dL) 22,12 51,02 36,57 14,45
HDL (mg/dL) 0,74 4,18 2,46 1,72
Triglicerideos (mg/dL) 60,80 120,31 90,56 29,75
Lactato (UI/L) 26,45 71,80 49,13 22,67
Colinesterase (UI/L) 3.263 4.985 4.124 861
Célcio (mg/dL) 9,02 11,14 10,08 1,06
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Apéndice E. Valores da atividade da alanino aminotransferase (UI/L) de cobaias (Cavia
porcellus) submetidas a intoxicacdo experimental subcrénica com diosgenina

Momento O Momento 30

Animal Controle Tratado Controle Tratado

1 32,58 50,95 38,18 68,61
2 35,55 65,00 52,80 78,77
3 46,47 13,49 31,85 50,06
4 55,28 58,67 43,15 46,71
5 238,10 58,74 31,55 67,09
6 64,17 42,70 71,91 44,92
7 90,49 46,70 43,06 85,16
Média 80,38 48,04 44,64 63,05
Mediana 55,28 50,95 43,06 67,09
Desvio Padrdo 72,24 17,07 14,09 16,06
Coeficiente de Variacdo 0,90 0,36 0,32 0,25

Apéndice F. Valores da atividade da aspartato aminotransferase (UI/L) de cobaias (Cavia
porcellus) submetidas a intoxicacdo experimental subcrénica com diosgenina

Momento 0 Momento 30

Animal Controle Tratado Controle Tratado

1 83,69 68,66 76,95 172,90
2 42,84 148,50 84,76 53,71
3 154,20 44,04 64,22 80,49
4 117,30 231,50 82,02 65,66
5 PA 103,80 44,03 49,58
6 325,30 43,43 75,26 115,30
7 168,00 300,10 45,46 95,55
Média 272,48 134,29 67,53 90,46
Mediana 154,20 103,80 75,26 80,49
Desvio Padréo 339,85 98,98 16,86 43,16

Coeficiente de Variagéo 1,25 0,74 0,25 0,48
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Apéndice G. Valores da atividade plasmatica da gama glutamiltransferase (UI/L) de cobaias
(Cavia porcellus) submetidas a intoxicacdo experimental subcrénica com

diosgenina
Momento 0 Momento 30

Animal Controle Tratado Controle Tratado

1 17,62 16,07 24,78 40,16
2 PA 12,57 19,76 17,99
3 11,95 19,51 16,12 20,25
4 11,52 9,63 18,85 17,78
5 13,98 22,79 22,23 8,98
6 6,54 13,24 32,03 20,87
7 11,35 11,51 15,60 22,16
Média 12,16 15,05 21,34 21,17
Mediana 11,74 13,24 19,76 20,25
Desvio Padréo 3,63 4,69 571 9,42
Coeficiente de Variagédo 0,30 0,31 0,27 0,45

Apéndice H. Valores da atividade plasmatica da fosfatase alcalina (UI/L) de cobaias (Cavia
porcellus) submetidas a intoxicacdo experimental subcrdnica com diosgenina

Momento 0O Momento 30

Animal Controle Tratado Controle Tratado

1 289,30 134,70 273,50 99,60
2 437,20 120,10 321,50 116,50
3 153,60 166,10 160,60 141,30
4 257,20 106,50 138,00 146,30
5 287,40 212,90 233,20 210,90
6 187,70 125,40 112,10 60,81
7 38,34 22,62 25,68 105,20
Média 235,82 126,90 180,65 125,80
Mediana 257,20 125,40 160,60 116,50
Desvio Padrdo 125,57 58,21 101,78 47,12

Coeficiente de Variagdo 0,53 0,46 0,56 0,37
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Apéndice I. Valores de ureia (mg/dL) de cobaias (Cavia porcellus) submetidas a intoxicacdo
experimental subcrénica com diosgenina

Momento 0 Momento 30

Animal Controle Tratado Controle Tratado

1 46,85 49,86 48,07 55,36
2 45,50 63,42 47,82 71,77
3 47,22 46,32 38,71 45,74
4 56,20 65,30 56,02 56,29
5 47,35 56,11 45,04 44,43
6 60,15 53,14 55,36 60,10
7 61,53 59,53 49,41 72,12
Média 52,11 56,24 48,63 57,97
Mediana 47,35 56,11 48,07 56,29
Desvio Padréo 6,93 6,99 5,96 11,09
Coeficiente de Variagédo 0,13 0,12 0,12 0,19

Apéndice J. Valores de creatinina (mg/dL) de cobaias (Cavia porcellus) submetidas a
intoxicacdo experimental subcrénica com diosgenina

Momento O Momento 30

Animal Controle Tratado Controle Tratado

1 0,12 0,21 0,18 0,26
2 0,29 0,25 0,27 0,37
3 0,10 0,06 0,26 0,32
4 0,37 0,37 0,18 0,22
5 0,18 0,08 0,25 0,31
6 0,21 0,15 0,29 0,43
7 0,49 0,30 0,54 0,28
Média 0,25 0,20 0,28 0,31
Mediana 0,21 0,21 0,26 0,31
Desvio Padrdo 0,14 0,11 0,12 0,07
Coeficiente de Variacdo 0,56 0,56 0,43 0,22

Apéndice K. Valores de glicose (mg/dL) de cobaias (Cavia porcellus) submetidas a intoxicagdo
experimental subcrénica com diosgenina

Momento O Momento 30

Animal Controle Tratado Controle Tratado

1 117,80 146,90 186,90 216,50
2 193,30 137,00 244,60 155,10
3 141,20 107,90 248,60 158,50
4 147,00 202,60 214,00 174,20
5 221,60 143,40 260,20 238,10
6 176,40 164,80 194,30 230,60
7 132,40 173,60 184,00 239,70
Média 161,39 153,74 218,94 201,81
Mediana 147,00 146,90 214,00 216,50
Desvio Padrédo 37,02 30,11 31,94 37,90
Coeficiente de Variacdo 0,23 0,20 0,15 0,19
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Apéndice L. Valores de colesterol (g/dL) de cobaias (Cavia porcellus) submetidas a intoxicacdo
experimental subcrénica com diosgenina

Momento 0 Momento 30

Animal Controle Tratado Controle Tratado

1 31,13 21,84 29,95 52,63
2 57,73 52,73 31,66 53,87
3 15,06 25,77 12,85 37,09
4 22,42 34,89 32,76 35,73
5 31,37 52,28 14,40 30,69
6 46,89 22,11 22,71 39,42
7 42,35 55,40 31,98 16,71
Média 35,28 37,86 25,19 38,02
Mediana 31,37 34,89 29,95 37,09
Desvio Padréo 14,69 15,26 8,59 12,78
Coeficiente de Variagéo 0,42 0,40 0,34 0,34

Apéndice M. Valores de HDL (mg/dL) de cobaias (Cavia porcellus) submetidas a intoxicacao
experimental subcrénica com diosgenina

Momento O Momento 30

Animal Controle Tratado Controle Tratado

1 8,34 1,30 1,85 2,67
2 3,90 1,82 0,60 0,61
3 1,66 1,14 1,79 1,11
4 0,98 2,95 2,26 1,86
5 0,63 2,08 2,07 0,63
6 5,87 0,64 3,07 1,72
7 4,18 4,82 2,94 1,90
Média 3,65 2,11 2,08 1,50
Mediana 3,90 1,82 2,07 1,72
Desvio Padrdo 2,81 1,41 0,82 0,75
Coeficiente de Variacdo 0,77 0,67 0,40 0,50

Apéndice N. Valores triglicerideos (mg/dL) de cobaias (Cavia porcellus) submetidas a
intoxicacdo experimental subcrdnica com diosgenina

Momento O Momento 30

Animal Controle Tratado Controle Tratado

1 68,74 108,80 160,00 166,60
2 108,60 74,02 102,50 188,80
3 55,33 48,83 79,12 77,98
4 106,20 127,20 146,30 115,70
5 102,80 130,50 66,01 107,30
6 60,16 54,54 89,07 125,10
7 91,97 130,10 139,60 154,20
Média 84,83 96,28 111,80 133,67
Mediana 91,97 108,80 102,50 125,10
Desvio Padrédo 22,85 36,32 36,64 38,16

Coeficiente de Variacdo 0,27 0,38 0,33 0,29




67

Apéndice O. Valores de lactato (UI/L) de cobaias (Cavia porcellus) submetidas a intoxicagédo
experimental subcrénica com diosgenina

Momento O Momento 30

Animal Controle Tratado Controle Tratado

1 58,76 75,09 83,97 114,50
2 74,74 24,02 55,15 66,77
3 39,34 87,60 51,25 75,39
4 54,67 35,32 39,16 72,60
5 34,24 72,55 48,12 78,83
6 12,32 42,88 45,28 64,69
7 23,52 52,71 40,20 51,05
Média 42,51 55,74 51,88 74,83
Mediana 39,34 52,71 48,12 72,60
Desvio Padréo 21,61 23,34 15,26 19,70
Coeficiente de Variacdo 0,51 0,42 0,29 0,26

Apéndice P. Valores de colinesterase (UI/L) de cobaias (Cavia porcellus) submetidas a
intoxicacdo experimental subcrdnica com diosgenina

Momento 0 Momento 30

Animal Controle Tratado Controle Tratado

1 4191,00 4506,00 3288,00 3809,00
2 3608,00 4757,00 4471,00 4450,00
3 3850,00 4521,00 5837,00 4591,00
4 4768,00 3876,00 6197,00 3699,00
5 4902,00 6378,00 6030,00 4063,00
6 4853,00 4893,00 4960,00 3602,00
7 2414,00 2475,00 2449,00 4780,00
Média 4083,71 4486,57 4747,43 4142,00
Mediana 4191,00 4521,00 4960,00 4063,00
Desvio Padrdo 895,36 1171,65 144151 466,99
Coeficiente de Variagdo 0,22 0,26 0,30 0,11
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Apéndice Q. Valores de célcio (mg/dL) de cobaias (Cavia porcellus) submetidas a intoxicacao
experimental subcrénica com diosgenina

Momento 0 Momento 30

Animal Controle Tratado Controle Tratado

1 9,42 11,79 13,63 11,99
2 PA 9,06 12,05 10,67
3 9,48 10,21 12,29 10,31
4 10,90 9,14 12,51 11,92
5 8,53 10,33 13,16 11,36
6 11,59 9,03 13,17 12,88
7 10,35 11,17 12,14 14,56
Média 10,05 10,10 12,71 11,96
Mediana 9,92 10,21 12,51 11,92
Desvio Padréo 1,12 1,10 0,61 1,44
Coeficiente de Variagédo 0,11 0,11 0,05 0,12

PA: perda amostral
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Apéndice R. Valores de eritograma de cobaias (Cavia porcellus) submetidas a intoxicagéo
experimental subcrdnica com diosgenina, grupo controle no momento 0 e

momento 30

Momento 0 HEM HB HT VCM HCM CHCM PLT
Animais (10%mm3)  (g/dL) (%) (f) (p9) (%) (103/mmd)
1 5,31 11,70 40,70 76,70 22,00 28,70 741,00
2 5,42 13,70 42,30 78,20 24,30 31,20 735,00
3 4,31 10,60 35,70 82,90 25,20 30,50 524,00
4 4,36 11,90 40,50 92,80 27,20 29,30 518,00
5 3,61 9,90 28,60 79,30 27,40 34,60 639,00
6 4,43 11,00 36,90 83,40 24,80 29,80 371,00
7 4,62 11,80 39,80 86,20 25,50 29,60 624,00
Média 4,58 11,51 37,79 82,79 25,20 30,53 593,14
Mediana 4,43 11,70 39,80 82,90 25,20 29,80 624,00
DP 0,62 1,21 4,65 5,52 1,83 1,97 132,17
CVv 0,14 0,10 0,12 0,07 0,07 0,06 0,22
Momento 30 HEM HB HT VCM HCM CHCM PLT
Animais (10%mm®)  (g/dL) (%) (f1) (p9) (%) (10%/mm?)
1 5,03 12,40 42,70 84,90 24,60 29,00 450,00
2 4,25 11,70 39,60 93,20 27,50 29,50 534,00
3 4,88 12,20 43,90 40,10 25,00 27,70 711,00
4 4,92 13,80 46,50 94,70 28,00 29,60 669,00
5 4,58 10,80 37,00 80,80 23,50 29,10 552,00
6 4,84 12,70 37,00 89,30 26,20 29,30 266,00
7 5,23 14,20 45,60 90,20 27,10 30,10 357,00
Média 4,82 12,54 41,76 81,89 25,99 29,19 505,57
Mediana 4,88 12,40 42,70 89,30 26,20 29,30 534,00
DP 0,32 1,17 3,93 19,03 1,67 0,75 160,43
CV 0,07 0,09 0,09 0,23 0,06 0,03 0,32

HEM: hemécias; HB: hemoglobina; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina
corpuscular média; CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média; PLT: plaquetas;

DP: desvio padrdo; CV: coeficiente de variacao.
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Apéndice S. Valores de hemograma de cobaias (Cavia porcellus) submetidas a intoxicagdo
experimental subcrénica com diosgenina, grupo tratado no momento 0 e

momento 30

Momento 0 HEM HB HT VCM HCM CHCM PLT
Animais (10%mm3)  (g/dL) (%) (f) (p9) (%) (103/mmd)
1 5,06 13,80 45,40 49,90 27,20 30,30 510,00
2 4,53 11,90 39,60 87,60 26,70 30,00 523,00
3 5,17 14,20 45,00 87,10 27,40 31,50 510,00
4 4,59 12,50 40,00 87,30 27,20 31,20 501,00
5 4,93 12,30 39,80 80,80 24,90 30,90 531,00
6 4,74 12,20 41,20 87,00 25,70 29,60 512,00
7 4,62 12,20 39,30 85,20 26,40 31,00 362,00
Média 4,81 12,73 41,47 80,70 26,50 30,64 492,71
Mediana 4,74 12,30 40,00 87,00 26,70 30,90 510,00
DP 0,25 0,89 2,62 13,79 0,92 0,69 58,46
CVv 0,05 0,07 0,06 0,17 0,03 0,02 0,12
Momento 30 HEM HB HT VCM HCM CHCM PLT
Animais (10%mm®)  (g/dL) (%) (f1) (p9) (%) (10%/mm?)
1 5,46 14,70 47,90 87,90 26,90 30,60 276,00
2 4,82 13,30 44,00 91,30 27,50 30,20 609,00
3 521 14,70 47,90 92,00 28,20 30,60 332,00
4 4,81 13,40 44,30 92,10 27,80 30,20 549,00
5 5,32 15,00 44,80 84,30 28,10 33,40 393,00
6 4,68 12,60 41,40 88,60 26,90 30,40 547,00
7 4,97 13,30 45,60 91,90 26,70 29,10 437,00
Média 5,04 13,86 45,13 89,73 27,44 30,64 449,00
Mediana 4,97 13,40 44,80 91,30 27,50 30,40 437,00
DP 0,29 0,93 2,29 2,95 0,62 1,32 123,90
CV 0,06 0,07 0,05 0,03 0,02 0,04 0,28

HEM: hemacias; HB: hemoglobina; VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina
corpuscular média; CHCM: concentracdo de hemoglobina corpuscular média; PLT: plaquetas;

DP: desvio padrdo; CV: coeficiente de variacao.
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Apéndice T. Valores do leucograma de cobaias (Cavia porcellus) submetidas a intoxicacdo
experimental subcrénica com diosgenina, no grupo controle no momento 0 e

momento 30
Momento 0 Leu Neu Eos Bas Linf KC Mon
Animais (103/mm?) (10%/mm3) (10%mm?3) (10%/mm?®) (103/mm3) (10%mm3) (10%/mm?3)
1 6700 2613 67 0 3283 0 737
2 6900 345 0 0 5520 0 1035
3 8500 680 85 85 7140 0 510
4 5900 944 0 0 4838 0 118
5 8700 2349 87 0 5220 0 1044
6 6600 594 66 0 5676 0 264
7 8500 765 255 0 7225 0 255
Média 7400 1184 80 12 5557 0 566
Mediana 6900 765 67 0 5520 0 510
DP 1136 907 86 32 1360 0 381
CV 0,15 0,77 1,07 2,65 0,24 0 0,67
Momento 30 Leu Neu Eos Bas Linf KC Mon
Animais (103/mm?)  (103/mm3) (10%mm?3) (10%/mm?®) (103/mm3) (10%mm3) (10%/mm?®)
1 9000 270 0 0 7470 0 1260
2 10800 216 0 0 9612 0 972
3 9000 1980 90 0 6660 0 270
4 7400 2294 74 0 4810 0 222
5 10300 1442 206 103 8446 0 103
6 7000 140 0 0 6580 0 280
7 8700 522 696 0 7308 0 174
Média 8886 981 152 15 7269 0 469
Mediana 9000 522 74 0 7308 0 270
DP 1384 908 251 39 1517 0 454
CcVv 0,16 0,93 1,65 2,65 0,21 0 0,97

Leu: leucdcitos totais; Neu: Netrofilo; Eso: eosinofilos; Bas: basofilos; Linf: linfocitos; KC:
Kurloff cells; Mon: mondcitos; DP: desvio padrdo; CV: coeficiente de variacao.
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Apéndice U. Valores do leucograma de cobaias (Cavia porcellus) submetidas a intoxicacao
experimental subcronica com diosgenina, no grupo tratado no momento O e

momento 30

Momento 0 Leu Neu Eos Bas Linf KC Mon
Animais (103/mm?) (10%/mm3) (10%mm?3) (10%/mm?®) (103/mm3) (10%mm3) (10%/mm?3)
1 5200 2236 52 52 2548 52 260
2 4000 2120 40 40 1560 0 240
3 9000 4140 90 90 4140 90 450
4 5900 1357 59 59 4130 0 295
5 5100 306 51 0 4437 0 306
6 6000 360 0 0 5400 0 240
7 3100 620 93 31 2077 93 186
Média 5471 1591 55 39 3470 34 282
Mediana 5200 1357 52 40 4130 0 260
DP 1867 1376 32 32 1413 44 84
CV 0,34 0,86 0,57 0,83 0,41 1,31 0,30
Momento 30 Leu Neu Eos Bas Linf KC Mon
Animais (103/mm?)  (103/mm3) (10%mm?3) (10%/mm?®) (103/mm3) (10%mm3) (10%/mm?®)
1 7600 1140 76 0 5776 76 532
2 11000 4290 220 0 6050 0 440
3 8100 162 81 0 7695 0 162
4 12000 1320 120 0 9840 0 720
5 9700 1940 194 0 7081 0 485
6 12000 2760 120 0 8520 0 600
7 9600 480 0 0 8736 0 384
Média 10000 1727 116 0 7671 11 475
Mediana 9700 1320 120 0 7695 0 485
DP 1762 1426 74 0 1479 29 176
CcVv 0,18 0,83 0,64 0 0,19 2,65 0,37

Leu: leucdcitos totais; Neu: neutrofilo; Eso: eosinofilos; Bas: basofilos; Linf: linfocitos; KC:
Kurloff cells; Mon: mondcitos; DP: desvio padrdo; CV: coeficiente de variacao.
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MINISTERIO DA EDUCACAO .‘g
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS ET
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO UFG
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

Goiania, 15 de abril de 2013.

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE
PESQUISA/ENSINO PROTOCOLADO NA CEUA SOB O N°. 014/13

I. IDENTIFICACAO:

1. Titulo do projeto: Intoxicagdo por saponinas e esporidesmina: padronizacdo da colheita de
gramineas e desenvolvimento de modelo experimental em Cavia Porcellus

2. Pesquisador Responsavel: Daniel Silva Goulart - EVZ -UFG

3. Unidade/Orgio: EVZ -UFG

4. Pesquisadores Participantes:

eMaria Clorinda Soares Fioravanti - UFG
eEmmanuel Arnhold - UFG

oFlivia Gontijo de Lima - Autdnoma
eMarynis Santos - UFG

5. Unidade onde sera realizado: Escola de Veterinaria e Zootecnia — UFG
6. Data de apresentacido do protocole 3 CEUA: 19/02/2013

7. Data do Relato: 04/03/2013

8. Data de Atendimento das Pendéncias: 15/03/2013

II - Parecer do CEUA:
As solicitagdes e resposta dos pesquisadores:

-Esclarecer de qual biotério serdo adquiridos os animais: Os autores relatam que os animais poderfio ser
adquiridos de diferentes biotérios no Brasil como Instituito Butantan, Biotério Central da Universidade de
S&o Paulo ou outros centros de pesquisas que trabalham com cobaias no pais;

-Especificar idade, sexo e peso dos animais que serdo utilizados nos experimentos: Cobaias machos de
idade proxima aos seis meses e peso aproximado de 700 gramas,

-Descrever as dimensoes das gaiolas, nimero de animais/area, temperatura e umidade ambiente do local do

experimento com os animais: Os animais serdo alojados em caixas individuais de polipropileno com

Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduago/PRPPG-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria, Piso |, Campus Samambaia
(Campus 1) - CEP:74001-970, Goiania - Goias, Fone: (55-62) 3521-1215.
Email: ceua.ufg@gmail.com
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dimensdes de 41x34x16 cm, forradas com cama de maravalha. A temperatura serd mantida em 21 °C ¢ ¢
umidade no intervalo de 45% a 65%.

-Esclarecer porque a colheita de sangue serd feita por dois métodos distintos: venopungdo da veia julgular
e venopungdo da veia marginal da orelha. Esclarecer se estas colheitas serdo feitas no mesmo dia: A
colheita de sangue sera feita apenas por pungo da veia jugular.

-Esclarecer o destino dos animais ap6s a eutandsia: Cremago no setor de Patologia da EVZ -UFG
-Esclarecer se haverd suplementagdo de vitamina C na ra¢do dos animais: Somente sera feita caso ndo haje
possibilidade de compra de ragdes especificas para a espécie. De acordo com os pesquisadores, as ragdes
especificas ja sdo formuladas com quantidades adequadas de vitamina C.

Informamos que a Comissdo de Etica wo Uso de Animais/CEUA da Universidade Federal de Goias, apos
anilise das adequagdes solicitadas, Aprovou, o projeto acima referido, e o mesmo foi considerado em
acordo com os principios éticos vigentes.

O pesquisador responsavel devera encaminhar a CEUA/UFG, relatorios da pesquisa, encerramento,
conclusdo(des) e publicagdo(Ges) de acordo com as recomendagdes da Resolugdo n. 01, da Lei 11.794/08.

2\4 o J({Z \Wan

Dra. Ekaterina Akimovna Botovchenco Rivera
Coordenadora da CEUA/PRPPG/UFG
Prof®, Ekatering Akimorna Botovchenco Rivers

Cordanadora da Comasso e £ica 1o Uso de Asimias
Fro-Reiora de Pescuesa ¢ us-Graduache / UFG

111 - Data da reunifio:

Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagio/PRPPG-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitorie, Piso 1, Campus Samambaia
(Campus I1) - CEP:74001-970, Goiénia — Goids, Fone: (55-62) 3521-1215.
Email: ceus.ufg@gmail.com
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Anexo B. Aprovagdo do Comite de Etica no Uso de Animais

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

o3

UFG

Goiéinia, 15 de julho de 2016.

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA DO

PROTOCOLO N. 049/16

I - Finalidade do projeto de pesquisa: Doutorado

11 - Identificaciio:
O Data de apresentacio a CEUA: 08/07/2016

Q@ Titulo do projeto: Intoxicagio por saponinas ¢ esporidesmina: padronizagio da colheita de
gramineas ¢ desenvolvimento de modelo experimental em Cavia porcellus

O Pesquisador Responsivel/ Unidade:

Nome completo Maria Clorinda Scares
Fioravanti
Instituigiio/Unidade Escola de Veterindria e
Zootecnia/UFG
Departamento Patologia, Clinica ¢
Cirurgia
Vinculo com a Instituigio Professor
Telefone/E-mail 62-99975-0095
Curriculo lattes (enderego) hitp://laties.cnpq.br/8772
502020076257 /mariaclor
inda@gmail.com
Experiéncia Prévia com a érea da pesquisa (sim/ndio) e Experiéncia em pesquisa
Tempo desde 1992

COLABORADORES Daniel Silva Gouart

Nome completo

Institui¢do Escola de Veterindria ¢
Zootecnia/UFG

Nivel académico Dourotando

Experiéncia prévia com a drea da pesquisa (anos) Experiéncia em
pesquisas durante a
graduagio, mestrado.

Curriculo larfes (¢enderego) http:/Nattes.cnpq.br/5221
749202342407

E-mail dsgvet@hotmail.com

Funglio na Pesquisa Manejo dos animais,
colheita de material
biolégico ¢ cutandsia.

Comissdo de Ltica no Uso de Animals'CEUA
Pro-Reitorta de Pesquisa ¢ 1novag@o/PRPI-UFQ, Caixa Postak: 131, Prédio da Reitoris, Piso 1, Campus Ssmambaia (Campus 11) -
CEP:74001-970, Goidaia — Goids, Fone: (55-62) 3521-1876.
Emadl; cesa ufg@gmail com



uungtmmmmmucous i
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA UFG

MINISTERIO DA EDUCACAO d

Outros colaboradores: Juliana Moraes Dias
doutoranda
http://lattes.cnpq.be/3259302891044619

Mais quatro graduandos de veterindria que constam no
projeto

O Médico Veterindrio Responsiivel: Danicl Silva Goulart
CRMV-4632
Q Unidade onde seri realizado: Bioterio Central da UFG

111 - Objetivos ¢ justificativa do projeto:

Objetivos gerais
AdeeM&m&MkvaoMMsmopmwmm
¢ conservagio pés-colheita da graminea para dosagem de saponina, obtenglio do extrato da planta ¢
contagem de esporos do fungo Pithomyces chartarum.

Especificos:

© Avaliagio de métodos de amostragem de Brachiara para estabelecer 0 método mais adequado para
colheita ¢ conscrvaglo pés-colheita da graminea para dosagem de saponina, obtengiio do extrato da planta e
contagem de esporos do fungo Pithomyces chartarum,

T Alimentagio de cobaias com ragdes que contenham quantidades conhecidas de saponina ¢ esporidesmina
para avaliar a morfologia e a fungdo hepética por meio de exames laboratoriais e histopatoldgicos.

T Padronizar técnica de quantificagiio de saponina em tecidos animais.

Justificativa

A intoxicaglio por Brachiarias causa grande prejuizos 4 saGde dos animais bem como prejuizos financeiros
para a pecudria. Esses intoxicagdes sio caracterizadas nos por apresentam sinais de fotossensibilizaglo ou
podem apresentar uma sindrome progressiva causando emagrecimento ¢ a morte dos animais sem
apresentarem os sinais clinicos de fotossensibilizagio, Deste modo, o estabelecimento das vias de
metabolizaglo das saponinas, principalmente no figado, pode ajudar a esclarecer a fisiopatologia do
processo de intoxicaglo, bem como possibilitar que novos experimentos visem métodos para prevenir ¢
Acrescenta-se que as gramineas do género Brachiaria cobrem a grande maioria das pastagens do pals ¢ o
estabelecimento da causa das intoxicagdes podem nortear o uso racional dessas plantas.

IV - Sumidirio do projeto:

O Discussiio sobre a possibilidade de métodos alternativos e necessidade do nimero de animais:
Neste estudo a utilizagio de métodos alternativos ¢ invidvel pois nlio existe um método alternativo
disponivel que mimetize a metabolizaglio hepdtica e a agio das saponinas sobre o organismo do animal.
Além disso, serd padronizado um método de quantificaglio de saponina nos tecidos dos animais, apds a
eutandsia.

Comissdo de Exica no Uso de Animais'CEUA
Pri-Reitoria de Pesquisa e InovagBo/PRPI-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio ds Reitoria, Piso 1, Campus Samambaia (Campus 1) -
CEP:74001-970, Golénla — Golds, Fone: (55-62) 3521-1876.
Emadl: cena ufg@gmail com
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O Preve Projeto Piloto: Sim..smd.ﬂlmnnhﬂielfhmdnﬂuvthudelmdeiﬂlde.

O Espécie animal utilizada’ nidmero total de animais/ Namero de animais por tratamento ou grupo
experimental: Serflo utilizadas 42 cobaias (Cavia porcellus) sendo 21 machos e 21 fémeas, de 2 mescs
de idade com aproximadamente 250 gramas.

O Descrigho do animal utilzado (Explicitar: espécie/ linhagem/ sexo (informar nimero por sexo )’
peso elou idade ete): Serfo utilizadas 42 cobaias (Cavia porcellus) sendo 21 machos e 21 fémeas, de 2
meses de idade com aproximadamente 250 gramas.

O Fonte de obtengdo do animalk: Animais obtidos de criadores da regifio.

0 Descrigho das instalaglcs wtilizadas ¢ nimers de animais/drea/qualidade do ambiente (ar,

tem peratura, umidade), alimentaciohid ratecio:
Os animais serfio mantidos em caixas de polipropileno de 60x50 cm ¢ 22 em de altura, em grupos de no
minimo 02 & no miximo 06, A cama serd de maravalha e enriquecimento ambiental de feno ou palha. A
4gua scrd fornecida & voniade e a comida dentro dos padrdes para a espécie, uma vez por dia, com
suplementagio de vitamina C.

O Utilizagiio de agente Inﬁauhmf:r:ﬂdmd:lnnnﬂnamnhunldaEiuﬂudmrhnmm
pesquisadores/alunos: Nio serd utilizado agente infeccioso, Os riscos para o pesquisador seri o de
mordidas pelos animais, porém como tem conhecimento do manjo da espécic, estes riscos serdo

3 Procedimentos experimentais do projeto de pesquisa: Previamente a0 periodo experimental o3
animais passarfio por periodo de adaptagiio, tanto ao ambiente como a manipulagiio da equipe. Durante o
periodo experimental os animais receberdo diferentes doses, por gavagem, de saponinas, sapogeninas e
esporidesmina na tentativa de reproduzir a intoxicagio por Brachiaria. Quinzenalmente serd obtida
amostras sanguineas dos animais por meio da venopunglo da veia jugular, ocasilo a qual os animais
ectarfio anestesiados. Apds o periodo experimental todos os animais serlo submetidos a eulandsia por
overdose de isoflurano & os tecidos dos mesmos serio coletados para andlises histologices ¢ quantificacio
de saponinas.

O Métodos utilizados para minimizar o sofrimento ¢ sumentar o bem-estar dos animais antes,
durante ¢ apés a pesquisa. Pontos Finais Humanitirios: Devido ao risco de intoxicagho dos gnimais
durante o periodo experimental serd realizado acompanhamento didrio desses animais. Os animais que
apmmmnqmdmsdnmmﬂnuﬂbnmdnﬂlnmmqmpnduinwdimmnﬂndn
comportamento das animais, poderiio ser submetidos a cutanisia antes do fim do experimento.

0 Gran de invasividade: Gll

O Material utilizado em ontros projetos: Nio

O Método de eutandsia: Overdose por isoflurano, via inalatdria.

O Destino do animal: Apds o periodo experimental os animais serfio submetidos a eulandsia ¢ as carcagas
:erinmundi:immchsemumsplimimscHmsichund:reﬁignrﬂnduﬁﬂnrdnﬁmhgln:h
EVZ/UFG, onde ficarfio até a incineragio no mesmo selor.

Comirsda de Etica s Uso de Amimais CEUA
Pro-Reitoria de Pesquisa ¢ Inovaglo PRPI-UFG, Caba Postal: 131, Prédio da Reftoria, Piso 1, Campus Samambaia {Campus 1) -
CEP-74001-970, Goilnia - Golis, Fone: (55-62) 3521-1876.
Ensil; ceun ufgigmail com
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V-Cm&dadothWhCBUA:

Q Quanto aos documentos exigidos pela CEUA/UFG:
Todos foram apresentados

Q Quntonmnidadaenmc)odani:niscrhmmmhdom:Estcéumpmjaoqmji
Iuv‘wsid:avaliadoewdo,volwuamlmhdopormnugmdoopm:ocolocndow
Cm.%%n%am&mmdmmmwlwmmmo
n&ocmmimbdmmmmﬂmusmCmomAﬁniuanmmnovopmje(ofoiado
Cronograma. Considero o projeto sem Gbices éticos.

VI - Parecer da CEUA:
De acordo com a documentagio apresentada & CEUA, consideramos o projeto APROVADO.

Informagio aos pesquisadores:

Reiteramos a importincia deste Parecer Consubstanciado, e lembramos que a pesquisadora responsdvel
deverd encaminhar & CEUA-PRPI-UFG o Relatério Fingl baseado na conclusio do estudo ¢ na incidéncia de
publicagbes decorrentes deste, de acordo com o disposto na Lei n° 11.794 de 08/10/2008, ¢ Resoluglo
Normativa n°. 01, de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal-CONCEA.
Ommpauam'epdoRclawtioédcaé30dinsap6sommmdapeoquia.aqnlaﬁmvisum
finalizar suas agdes até 30 de julho 2017,

VII - Data da reunifio: 15 de julho de 2016,

Dra. Pacheco Miguel
Coordenadora da CEUA/PRPIUFG

Comissdo de Etica no Uiso de Animais'CEUA
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