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RESUMO

Algumas espécies do género Brachiaria sdo cultivadas mundialmente em regides de clima
tropical e subtropical como a principal forragem para ruminantes. Diversos trabalhos relatam a
fotossensibilizacdo hepatdgena por Brachiaria decumbens, B. brizantha e B. humidicola, mas a
Brachiaria ruziziensis somente foi relatada no Brasil em dois trabalhos. As lesdes cutaneas e
hepaticas podem ter como causadores as saponinas presentes nas folhas ou a micotoxina
esporidesmina produzida pelo fungo saprofito Pithomyces chartarum. O presente trabalho tem
como objetivo descrever as alteracGes clinicas e patologicas em surto de fotossensibilizagao
hepatdgena causada pela B. ruziziensis em ovinos. Além disto, pretende oferecer subsidios para
se entender melhor a etiologia desta fotossensibilizacdo, por meio da avalia¢do da concentracao
de saponina esteroidal protodioscina e da contagem de esporos de P. chartarum. Ovinos
mesticos da raga Santa Inés, apresentaram sinais de fotossensibilizagdo ao serem alimentados
por novo clone de B. ruziziensis. Os sinais clinicos incluiram ictericia, apatia, desidratacdo e
fotossensibilizagdo, caracterizadas por edema facial e cicatrizes cutaneas, principalmente nos
ouvidos. Durante a necropsia de um animal que foi a 6bito, foi observado ictericia generalizada,
lesGes crostosas na face e principalmente em orelhas; os rins e figado se apresentaram firmes e
esverdeados. Histologicamente, o figado apresentou infiltrado difuso de macr6fagos espumosos,
raras células multinucleadas, aumento discreto de volume dos hepatocitos (megalocitose)
caracteristico de hepatite histiocitica aguda difusa acentuada com macr6fagos espumosos; e ha
pele, necrose epidermal e dermal focalmente extensa aguda acentuada com trombos oclusivos.
O clone de B. ruziziensis mostrou niveis baixos de protodioscina (0,020+0,024% nas folhas
maduras e 0,065+0,084% na planta em brotacdo) com base na analise por LC-MS/MS e altas
contagens de esporos de P. chartarum (média de 479.844+443.951 esporos/g de planta). Assim,
é provavel que a fotossensibilizagdo pela B. ruziziensis aqui descrita tenha sido causada pela

micotoxina da esporidesmina.

Palavras-chave: envenenamento de plantas; Brachiaria spp.; saponinas; protodioscina;

esporidesmina; Pithomyces chartarum.



ABSTRACT

Some species of the genus Brachiaria are cultivated worldwide in regions of tropical and
subtropical climate as the main forage for ruminants. Several studies report hepatogenic
photosensitization by Brachiaria decumbens, B. brizantha and B. humidicola, but Brachiaria
ruziziensis has only been reported in Brazil by two studies. Cutaneous and hepatic lesions may
be caused by the saponins present in the leaves or the mycotoxin sporodesmin produced by the
saprophyte fungus Pithomyces chartarum. The present work aims to describe clinical and
pathological changes in an outbreak of hepatogenic photosensitization caused by B. ruziziensis
in sheep. In addition, it intends to offer subsidies to better understand the etiology of this
photosensitization, through the evaluation of the steroidal saponin protodioscin and the spore
count of P. chartarum. Crossbred Santa Inés sheep showed signs of photosensitization when fed
a new clone of B. ruziziensis. Clinical signs included jaundice, apathy, dehydration and
photosensitization, characterized by facial edema and cutaneous scars, especially in the ears. At
necropsy of a dead animal, there was generalized jaundice, crustal lesions on the face and
especially on the ears, the kidneys and liver were firm and greenish. Histologically, the liver had
diffuse infiltrate of foamy macrophages, rare multinucleated cells, discrete volume increase of
hepatocytes (megalocytosis) characteristic of histiocytic hepatitis with sharp diffuse sharp acute
and skin macrophages, acute focally extensive epidermal and dermal necrosis accentuated with
occlusive thrombi. The B. ruziziensis clone showed low levels of protodioscin (0.020+0.024%
in mature leaves and 0.065+0.084% in sprouts) based on LC-MS/MS analysis and high spore
counts of P. chartarum. Thus, it is likely that the photosensitization by B. ruziziensis described

herein was caused by the mycotoxin sporidesmin.

Keywords: plant poisoning; Brachiaria spp.; saponins; protodioscin; sporidesmin; Pithomyces

chartarum.



1. INTRODUCAO

Os dados mais recentemente apresentados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) mostram que Brasil tinha 18,41 milhGes de ovinos em 2015, com
uma variacao de 4,5% em relacédo a 2014. O nordeste se destaca, pois concentrou 60,6%
do rebanho nacional no ano estudado. A Regido Sul segue com 26,5% do efetivo da
espécie, acompanhada pelas Regides Centro-Oeste (5,6%), Sudeste (3,8%) e Norte
(3,6%) (IBGE, 2015).

Os ovinos sdo criados em pastagens de diversas espécies de gramineas, sendo mais
frequente no Brasil algumas espécies do género Brachiaria. Atualmente o pais possui
70 milhdes de hectares de Brachiaria spp. dos 100 milhGes de hectares de pastagem
cultivada, e presume-se que aproximadamente 50% destas pastagens sejam constituidas
pela espécie B. decumbens (Fonseca-Filho et al., 2017). No entanto, a utilizacdo de
pastagens de Brachiaria pode representar um problema para a criacdo de ovinos, pois
pode causar um quadro de fotossensibilizacdo hepatogena, que pode ser fatal (Gracindo,
2010). De fato, a espécie mais sensivel aos efeitos toxicos causados pela Brachiaria € a
ovina, mas a intoxicacdo também ocorre em bovinos, bubalinos, caprinos e equinos. As
espécies de braquiarias responsaveis por fotossensibilizacdo sdo Brachiaria decumbens,
Brachiaria brizantha e Brachiaria humidicola (Lemos et al., 1998; Tokarnia et al.,
2012), havendo também apenas dois relatos de fotossensibilizacdo por Brachiaria

ruziziensis (Nazario et al., 1985; Purchio et al., 1988).

Os animais acometidos pela fotossensibilizacdo apresentam sensibilidade exagerada aos
raios solares. Sdo descritos dois tipos de fotossensibilizacdo causadas por plantas:
primaria e secundaria. A fotossensibilizacdo primaria, na qual a planta possui um
composto fotossensibilizante que é absorvido pelo intestino, ultrapassa barreira hepatica
e atinge a corrente sanguinea e chega a pele, causando elevada sensibilidade aos raios
solares (Tokarnia et al., 2012). A fotossensibilizacdo secundaria acontece quando a

planta promove alteragdes no tecido hepéatico ou de seus ductos biliares por apresentar



alguma substancia toxica que causa prejuizo no mecanismo de eliminacdo da
filoeritrina, um pigmento fluorescente formado a partir da clorofila por acdo da
microbiota nos pré-estbmagos dos ruminantes. Normalmente, a filoeritrina absorvida
em quantidade pequena pelo intestino é eliminada pelo figado através da bile (Tokarnia
etal., 2012).

Inicialmente, a micotoxina esporidesmina, produzida pelo fungo sapréfito Pithomyces
chartarum, foi apontada como responsavel por levar os animais a apresentarem
fotossensibilizagdo (Gongalvez e Soto-Blanco, 1998). No entanto, estudos posteriores
demonstram que, mesmo com minima presenca de esporos no pasto ou ocorréncia de
cepas ndo produtoras da esporidesmina, alguns animais apresentam lesfes associadas a
fotossensibilizacdo, o que indica outra causa para intoxicacdo por Brachiaria (Meagher
et al., 1996). Assim, foi verificada uma relagdo entre a ocorréncia e gravidade da
fotossensibilizacdo nos animais com 0s niveis da saponina protodioscina na planta,
indicando ser esta substancia a responsavel pela intoxicacdo (Meagher et al., 1996;
Brum et al., 2007).

Na avaliacdo histopatologica de casos de intoxicacdo por Brachiaria, podem ser
encontradas células com o citoplasma espumoso (“foam cells™) e cristais birrefringentes
no interior de macrofagos, mas estas ndo sdo encontradas em todos os casos estudados
(Driemeier et al., 1998; Seixas et al., 2016). Os animais que morrem rapidamente
muitas vezes ndo apresentam estas células espumosas (Seixas et al., 2016). De fato, ha
relatos em bovinos e ovinos demonstrando que as “foam cells” levam tempo para se
formarem (Driemeier et al., 1998, 1999). Ja os cristais birrefringentes, formados a partir
das saponinas, podem ser dissolvidos durante o processamento histopatologico (Bridges
et al., 1987). Outro achado microscopico nesta fotossensibilizacdo é a proliferacdo do
reticulo endoplasmatico liso (Driemeier et al., 1998). A microscopia eletronica, foi
verificada a presenca de material granular eletrodenso no interior de lisossomos de

hepatocitos (Driemeier et al., 2002).



A determinacdo das atividades séricas das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e
gama-glutamiltransferase (GGT) sdo comumente utilizadas como exame complementar,
para diagndstico nos casos de intoxicac¢do por braquiaria (Brum et al., 2007; Mendonca
et al., 2008; Saturnino et al., 2010). As concentracbes séricas de creatinina e ureia
também podem estar aumentadas (Brum et al., 2007).

Para determinacdo do teor da saponina protodioscina nas plantas, a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) é considerada uma técnica precisa e comumente
utilizada (Oleszek, 2002; Brum et al., 2007). Ja as técnicas utilizando cromatografia
liguida com espectrémetro de massa (LC-MS) ou espectrometria de massas sequencial
(MS/MS) foram identificadas como o mais adequado para uso na analise e identificacdo

de misturas de saponinas (Wang et al., 2007; Dinchev et al., 2008).

Apesar do grande numero de relatos e estudos de fotossensibilizacdo por Brachiaria,
principalmente por B. decumbens, ha apenas dois relatos relacionados a B. ruziziensis
(Nazario et al., 1985; Purchio et al., 1988), realizados antes da descoberta da associacao
entre saponinas em braquiarias e a ocorréncia de fotossensibilizacdo. Além disto, é
necessaria a continuidade dos estudos visando melhor entender a etiologia da

fotossensibilizacdo pela Brachiaria.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo descrever as alteracdes clinicas e patoldgicas em
surto de fotossensibilizacdo hepatdgena causada pela Brachiaria ruziziensis em ovinos.
Além disto, pretende oferecer subsidios para se entender melhor a etiologia desta
fotossensibilizacdo, por meio da avaliacdo da concentracdo de saponina esteroidal

protodioscina e do esporo de Pithomyces chartarum.



2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver e validar método de deteccdo e quantificacdo simultanea da
protodioscina por meio da técnica de LC-MS/MS na graminea Brachiaria
ruziziensis;

e Auvaliar a fotossensibilizacdo hepatdégena apresentada por ovinos apds a
ingestdo de Brachiaria ruziziensis por meio da avaliacdo clinica,
histopatoldgica; hepética e renal por meio da bioquimica sérica dos animais
acometidos;

e Na planta, estudar a presenca da saponina protodioscina, por meio da sua
deteccdo e quantificacdo nas folhas de Brachiaria ruziziensis utilizando a
técnica desenvolvida de LC-MS/MS e quantificar esporos de Pithomyces

chartarum.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Brachiaria spp.

Brachiaria ruziziensis Germain et Evrard (Figura 1) é uma graminea de origem
africana. Como caracteristicas de crescimento, possui ciclo vegetativo perene, altura de
crescimento livre, chegando até 1,20 cm, tem forma de crescimento cespitosa. E
utilizada para pastejo e possui digestibilidade e palatabilidade satisfatorias e pode
suportar de 2 a 3 cabecas por hectare de pastejo. Requer precipitacdo pluviométrica de

1.000 mm/ano, possui média tolerancia a seca (Vilela, 2005).



O cultivar Kennedy de B. ruziziensis, apesar de ser diferente por ter porte maior, tem
relagdo com a Brachiaria decumbens. Tem floracdo tardia, as folhas séo largas, com
pilosidades verdes (Vilela, 2005).
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Figura 1: Caracteristicas morfoldgicas de Brachiaria ruziziensis. Fonte: Seiffert (1980)

Brachiaria spp. tem sido considerada, no Brasil, a melhor opc¢éo para alimentacdo de
ruminantes devida a sua alta capacidade de producdo de matéria seca, facil cultivo, boa
adaptacdo a diferentes solos para o crescimento o ano todo e sua resisténcia a seca e

baixo custo de manutencao (Castro et al., 2011).

Dentre as diferentes espécies de braquiaria, as principais sdo B. decumbens, B.
brizantha, B. humidicula e B. ruziziensis. B. decumbens foi a primeira espécie
introduzida no Brasil, 0 que ocorreu em 1952 sob 0 nome de B. brizantha. Em 1965,
material da mesma espécie foi adquirido do Suriname, desta vez como B. decumbens,
distinta de B. brizantha, que também foi introduzida em 1965 (Miles et al., 1996).

Apesar de sua importancia como pastagem, as plantas do género Brachiaria,
principalmente B. decumbens, sdo consideradas as principais plantas relatadas como
causa de surtos de fotosensibilizacdo hepatdgena em cabras, ovelhas (Graydon et al.,
1991; Lajis et al., 1993; Lemos et al., 1996; Salam e Rajion, 1997; Driemeier et al.,
2002; Brum et al., 2007) e bovinos (Driemeier et al., 2002; Riet-Correa et al., 2011,

Furlan et al., 2012). Os casos de animais intoxicados por B. brizantha (Mustafa, 2009);



B. humidicola (L&u, 1990) e B. ruziziensis (Nazario et al., 1985; Purchio el al., 1988)
sdo menos frequentes. Para diminuir o nimero de surtos, nos Ultimos 20 anos, a
alternativa foi a substituicdo de B. decumbens por B. brizantha e B. humidicola, por
serem espécies consideradas menos téxicas (Castro et al., 2011; Riet-Correa et al.,
2011).

Dubé et al. (2016) descreveram a intoxicacdo em caprinos pela graminea mulato, uma
variedade hibrida de B. ruzizienses e B. brizantha. Neste surto, os animais foram
alimentados pela planta em forma de forrageira e de feno. Uma das caracteristicas
apontadas como mais desejaveis do hibrido mulato é a sua tolerancia a periodos
prolongados de seca e sua capacidade de regenerar e oferecer forragem verde durante
esta época critica do ano.

A ocorréncia de intoxicacdo em ovinos foi relatada no estado de Sdo Paulo, onde os
animais pastejavam Brachiaria decumbens e Brachiaria ruziziensis e apresentaram
sinais  caracteristicos de fotossensibilizacdo. Apds a analise micdtica e
micotoxicoldgica, detectaram a presenca do fungo P. chartarum e da micotoxina
esporidesmina, onde caracterizou-se esse surto sendo causado pela micotoxina (Purchio
et al., 1988). Porém, desde 1996 ha autores que sugerem que a toxicidade da Brachiaria
spp. é devido a presenca de saponinas esteroidais litogénicas contidas nesta grama
(Meagher et al., 1996).

Diversos estudos foram realizados no intuito de descrever a ocorréncia e 0s aspectos
clinico-patoldgicos da intoxicacdo causada pela Brachiaria spp. em ruminantes, , mas
ainda assim, existem pontos relacionados aos aspectos epidemiolégicos que precisam
ser melhor explicados. Em especial, os fatores que podem interagir para a ocorréncia da
intoxicacdo ainda sdo desconhecidos, principalmente em ovinos, que é considerada uma

das espécies mais suscetiveis (Mustafa et al., 2012).



J& Riet-Correa et al. (2011) relataram que nos casos de intoxicag¢do por Brachiaria spp.,
0 estudo epidemiolégico deve considerar se na propriedade tem estas pastagens, se a
categoria de animais jovens é mais afetada que os adultos, e se ha alta frequéncia de
animais criados anteriormente em pastagens sem essa graminea mas acometidos apés a

introducdo em pastagens de Brachiaria spp.

Apesar dos problemas, a grande utilizacdo de Brachiaria spp. no Brasil, assim como em
outros paises tropicais, se da pelas vantagens que estas gramineas tém em relacdo as
outras espécies. De fato, produzem matéria verde em solos com baixa e média
fertilidade, sdo tolerantes a seca, s@o resistentes as pragas e estdo bem adaptadas aos
solos &cidos e pobres. Além de serem boas plantas para o controle da erosdo como
cobertura do solo, e também toleram pastagens pesadas. Além disso, séo capazes de se
adaptar a diferentes ambientes, sdo agressivas e competem com a vegetacdo nativa
(Dias-Filho, 2000; Hare et al., 2009).

3.2. Pithomyces chartarum

Pithomyces chartarum é um fungo saproéfito, pertencente a familia Herpotrichiellaceae
(anteriormente Dematiaceae), cosmopolita, distribuido em regides temperadas, quentes,
subtropicais e tropicais do mundo (Dingley, 1962; Cruz, 2010). As condicdes
ambientais favoraveis como, umidade relativa de 60% e temperatura entre 18 e 27°C,
permitem que muitos conidios (esporos) sejam produzidos, e estes podem conter a

micotoxina esporidesmina (Figura 2) (Di Menna et al., 2009).



Figura 2: Estrutura quimica da esporidesmina (Alvarez, 2017)

Em 1958, foram isolados os primeiros fungos decorrentes de casos de eczema facial em
ovinos e ocorreram na Nova Zelandia (Di Menna et al., 2009). O fungo Pithomyces
chartarum normalmente produz esporidesmina que pode causar fotossensibilizacédo
hepatdogena como a intoxicacdo por Brachiaria spp., porém existem cepas ndo

produtoras da micotoxina (Lima et al., 2015).

Este fungo esta relatado na literatura internacional como responsavel por
fotossensibilizacdo em ruminantes (Synge e White, 1960; Brook, 1963). Para que
sobreviva, ele necessita de umidade relativa por volta de 96%, temperaturas entre 18° a
27° C e substrato, pois favorecem a formacdo de microclima adequado a esporulagdo do
P. chartarum. A estacdo chuvosa, seguida por um periodo seco e quente fornece estas
condicGes e também ¢é ideal para o crescimento de pastagem (Bars et al., 1990;
Russomanno et al., 2003; Di Menna et al., 2009).

Lima (2012) observou que a fase de crescimento da planta que melhor proporcionou
condicBes de crescimento para o fungo foi de 300 e 360 dias em comparacdo com
periodos anteriores com plantas jovens (60 e 120 dias), pois tinha muitas folhas antigas

e materiais em decomposi¢do, altas temperaturas, precipitacdes e evaporacao. O periodo
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entre Dezembro e Margo € o que apresenta as temperaturas mais préximas do ideal para
o P. chartarum, porém, o auge de sua atividade segue as elevacdes anuais de
temperatura (Brook, 1969; Mortimer e Ronaldsin, 1983)

Lima et al. (2012) estudaram a influéncia de diversos fatores sobre a contagem de
esporos. A contagem de esporos de P. chartarum foi maior nas plantas com maior
idade. Ao comparar espécies, ndo houve diferenca no nimero de esporos entre B.
brizantha e B. decumbens. Os mesmos autores relataram que o fator que mais
influenciou a contagem de esporos foi a precipitacdo maxima e evapora¢do média, ou

seja, o clima causou a maior influéncia.

As cepas de P. chartarum isoladas da Nova Zelandia e da Australia possivelmente
produzem mais esporidesmina do que as cepas proveniente das Americas (Lima et al.,
2015). Um exemplo disso € o trabalho de Collin et al. (1998), que compararam 0s
isolados de P. chartarum obtidos a partir de amostras de pastagens provenientes da
Australia, Brasil, Nova Zelandia e Uruguai, e avaliaram a capacidade destes esporos em
produzirem esporidesmina. As frequéncias de cepas isoladas que produziram
esporidesmina de cada pais analisado foram: Australia, 67% dos 207 isolados; Brasil,
2% de 51 isolados; Nova Zelandia, 86% dos 391 isolados; e Uruguai, 28% dos 182
isolados produziram a micotoxina esporidesmina. Em outro estudo, Halder et al. (1981)
analisaram amostras isoladas na América do Norte, e ndo observaram cepas produtoras

de esporidesmina.

A fotossensibilizacdo causada pelo P. chartarum € mais conhecida como "eczema
facial”, pois os animais acometidos apresentam alteracdes na pele e ao serem expostos
aos raios solares. Sofrem leses em consequéncia do acumulo de filoeritrina na periferia
dos tecidos, sendo esta a substancia que condiciona o fendmeno da fotossensibilizacéo.
As lesdes costumam se concentrar mais na face e orelhas, pois estas regifes ndo

possuem protecdo total de 1a (Brook, 1963, 1969).
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A micotoxina esporidesmina, produzida pelo P. chartarum, afeta primariamente o
sistema biliar, causando colangite obstrutiva, com extensa necrose na adventicia dos
ductos, com proliferacdo de tecido conjuntivo e de ductos biliares proximos ao espaco-
porta (Russomanno et al. 2003, Toth et al. 2007). Esta toxina leva a lesdo hepaética,
inflamacdo e obstrucdo do ducto biliar com consequente retencdo de pigmentos
fotossensibilizantes no sangue que normalmente seriam excretados. Apds este acimulo,
quando os animais sdo expostos a luz solar, ocorrerdo lesGes da pele. Entre a ingestdo da
planta contaminada com a micotoxina e o aparecimento dos sinais clinicos, ha um

periodo de aproximadamente 7-20 dias (Di Menna et al., 2009).

A filoeritrina em peles despigmentadas ou desprovidas de pelos, por ser uma substancia
fotodinamica, gera a formacéo de radicais livres de oxigénio no citosol da célula ao
terem contato com a luz solar e reagir com a luz ultravioleta (UV). Com isso, causa
ruptura de lisossomos, degranulacdo de mastocitos cutaneos, degradando membranas
fosfolipidicas, polipeptidios proteicos e acidos nucléicos, o que gera intensa inflamacao

que caracteriza a fotodermatite (Jones et al., 2000).

A fotossensibilizacdo causada pelo esporidesmina foi classificada em subclinica,
quando ha elevacdo de GGT sérica e colangiohepatite no exame histolégico, ou
classificada como clinica, subdividida em aguda, cronica moderada e cronica grave. A
forma clinica € caracterizada por inapeténcia, inquietacdo, edema e aumento de
sensibilidade na orelha com posterior necrose, pélo arrepiado, prurido e sacudir da
cabeca. E para definir qual tipo de forma clinica, o tempo para aparecimento dos sinais,
a gravidade, a duracdo e o tempo para cura espontanea devem ser considerados. Além
desses sinais, na forma clinica grave, € comum observar edema submandibular e de
barbela associado a anemia, desidratacdo, ictericia e feridas exsudativas pelo corpo. A
contagem de esporos de P. chartarum das pastagens das propriedades onde os animais
apresentaram o surto, ficou entre 87.000 a 251.000 por grama de pastagem (Fagliari et
al. 1994). Segundo Di Menna et al. (2009), as contagens de esporos de P. chartarum

superiores a 100.000 esporos por grama de pastagem sdo consideradas perigosas.
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Outros autores, como Alessi et al. (1994), também descreveram os sinais clinicos
apresentados por bovinos de sete a 30 meses de idade alimentados por Brachiaria spp.
contendo 81.000 a 251.000 esporos de P. chartarum por grama de pastagem. Neste
caso, foi observado na histopatologia colangiohepatite, necrose e proliferacdo de ducto

biliar somente em animais que apresentaram a forma clinica em alguma fase da vida.

Segundo Alvariza (1993) citado por Moreira et al. (2009), a toxicidade da pastagem vai
depender da contagem de esporos presente. Em contagens superiores a 40.000
esporos/g, pode ocorrer fotosssensibilizacdo hepatdgena clinica. J& em condigdes de
campo, em contagens a partir de 100.000 esporos/g geralmente ocorrem morte dos
animais. Nas observacoes de Moreira et al. (2009), mesmo com contagens maiores que
40.000, os animais nao apresentaram sinais clinicos sugestivos de fotossensibilizagéo.

Entretanto, a esporidesminotoxicose pudesse estar ocorrendo de forma subclinica.

Para que os agricultores consigam identificar os periodos de toxicidade das pastagens,
dois métodos foram sugeridos: a avaliagdo das condigcdes climaticas e a contagem de
esporos de P. chartarum na pastagem (Di Menna et al., 2009). A contagem de esporos
por meio da lavagem e posterior avaliacdo em microscopio pode ser utilizada em varios
tipos de material, além das pastagens, e também poderia ser utilizado no contetdo
ruminal e nas fezes de ovelhas que os pastoreiam a planta contaminada por esporos

(Smith et al., 1987) e também em qualquer tipo de terreno (Di Menna et al., 2009).

N&o se pode excluir o fungo como agente etioldgico da toxicose de esporidesmina em
casos de auséncia ou baixa contagem de esporos, pois podem acontecer atrasos, tanto no
tempo de processamento até a contagem dos esporos, quanto no momento desde a
ingestdo da forragem contaminada por esporidesmina até o momento de aparecimentos
das lesdes (Smith 2000, Di Menna et al. 2009). Por outro lado, Lemos et al. (1996)
demonstraram que 0S esporos nem sempre se encontravam em quantidade suficiente

para serem considerados tdxicos, para causar doenca.
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Até o presente momento, o nimero trabalhos que fizeram estudos isolados no Brasil ndo
é suficiente para concluir que todas as cepas do Brasil ndo produzem esporidesmina. E
necessario que mais estudos sejam desenvolvidos a partir de amostras brasileiras para
determinar conclusivamente se as cepas e as quantidades de fungo séo capazes de
produzir esporidesmina (Lima et al., 2012).

3.3.SAPONINAS

Pelo menos 400 espécies de plantas, inclusive plantas usadas na alimentacdo ou
suplementacdo de ruminantes, possuem saponinas. As saponinas sao glicosideos,
possuem alto peso molecular, consistindo de uma fragdo de agucar ligada a um
triterpeno ou esterdide aglicona (Hostettmann e Martson, 1995). Derivadas do
metabolismo secundario das plantas, as saponinas, mesmo ndo sendo essenciais para a
vida da planta, estao relacionadas com o sistema de defesa da planta, gerando vantagens
para sua sobrevivéncia (Reed et al., 2000; Wina et al., 2005). De fato, os produtos do
metabolismo secundario desempenham papéis importantes na sinalizacdo e defesa
quimica contra herbivoros, insetos, pragas e mesmo outras plantas (Field et al., 2006).
Assim, as saponinas estdo presentes nas follhas parte mais vulneravel ao ataque fungico,

bacteriano ou predatdrio dos insetos (Reed et al., 2000; Wina et al., 2005).

Existem outros metabolitos secundarios relacionados a defesa da planta aléem das
saponinas, como os glicosideos cianogénicos e os glicosinolatos. Sdo armazenadas em
vaclolos presentes no interior das células vegetais, onde 0s precursores inativos sao
facilmente convertidos em antibidticos biologicamente ativos por enzimas normalmente
separadas dos seus substratos por compartimentalizacdo celular (Szakiel et al., 2011).
Porém, ha fungos patogénicos capazes de colonizar o tecido das plantas, mesmo com a
presenca de saponinas antifungicas. Assim, ambos 0s processos, tanto a defesa da

planta, quanto o ataque de patégenos, resulta em altera¢fes qualitativas da composicdo
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da saponina e a escala dessa alteracdo depende da escala da infeccdo (Szakiel et al.,
2011).

A sintese das saponinas é otimizada sob condic6es de estresse, desta forma, sugere que
esses compostos podem estar envolvidos na adaptacdo da planta a sobrevivéncia em
condi¢des adversas do solo (Szakiel et al., 2011). Além disso, essas substancias
possuem efeitos benéficos como promotor de crescimento, porém pode ser toxica para

ruminantes (Wina et al., 2005).

Algumas saponinas, denominadas genericamente de saponinas litogénicas, podem ser
responsaveis pela fotossensibilizacdo, pois desencadeiam reacfes complexas no
organismo animal que resultam em lesGes em células sensiveis da pele animal (Meaghi
et al., 1996; Yamori et al., 2011). Lemos et al. (1996) fizeram anélise de 30 culturas de
P. chartarum de um caso de surto em ovelhas no Brasil, e apenas uma delas demonstrou
produzir esporidesmina, relacionando os casos de fotosensibilizacdo a agédo tdxica da

Brachiaria decumbens e ndo a esporidesmina.

Niveis varidaveis de saponinas litogénicas foram encontrados em pastagens de
Brachiaria com baixo nimero de esporos P. chartarum ou mesmo na auséncia destes
(Brum et al., 2007; Mustafa, 2009). Em Brachiaria spp., a protodioscina tem sido a
principal saponina encontrada (Brum et al., 2007; Santos Junior, 2008; Brum et al.,
2009; Riet-Correa et al., 2011; Ferreira et al., 2011).

A protodioscina possui massa molecular de 1048g/mol, formula C51H84022 (Figura
3), sendo denominada quimicamente como (25R)-furost-5-ene-3,22a,26-triol 3-O-a-L-
ramnopiranosil-(1—4)-[a-L-ramnopiranosil-(1—2)]-p-D-glicopiranosil26-O-B-D-
glicopiranoside (Ahmad e Basha, 2006; Lee et al., 2009).
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Figura 3: Estrutura quimica da saponina protodioscina (Lee et al., 2010)

Estudo realizado por Lozano et al. (2017), o maior teor médio de protodioscina foi
encontrada em B. decumbens (1,98% + 0,68%, com valores que variam de 0,59% a
2,99%), seguido pelo hibrido (1,74% * 0,67%, 0,77% a 3,68%) e B. brinzantha (1,09%
+ 0,36%, 0,47% a 1,81%). Um total de 77% das amostras continham concentracdes de
protodioscina acima de 1%, correspondendo a 30% para hibridos, 27% para B.
decumbens e 20% para B. brizantha. A minima concentracdo de protodioscina que
causa intoxicacdo em ovinos, sendo a especie mais sensivel, parece ser 1% (Riet-Correa
etal., 2011).

3.4. CLIMA E IDADE DA PLANTA

Grande parte dos estudos mostra que as pastagens em brotacdo tem maior concentracao
de saponinas do que as plantas maduras (Santos Junior, 2008) e as folhas jovens
possuem mais saponina do que folhas maduras ou senescentes (Barbosa-Ferreira et al.,
2011). Entretanto, no estudo de Brum et al. (2009), as concentracdes mais elevadas de
saponina foram encontradas em pastagens maduras, e Souza et al. (2010) descreveram a
ocorréncia de surtos de intoxicacdo em qualquer época do ano. Segundo Mustafa
(2009), a intoxicacao por Brachiaria spp. em ovinos pode ocorrer em qualquer época do

ano e em qualquer estagio da planta.
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O efeito da maturidade na concentracdo de saponina é relatado por Castro et al. (2011),
que verificaram concentracfes dessa substancia variando em um curto periodo de
amostragem. As amostras de B. decumbens foram coletadas nos dias 15, 45 e 90 do
crescimento, e as concentragdes de saponina foram 2,03%, 1,63% e 1,26%,

respectivamente.

Segundo Lima (2012), maiores concentracdes de protodioscina (B. decumbens = 23,26
g/kg; B. brizantha = 18,6 g/kg) foram encontradas em plantas jovens, ap6s 60 dias do
plantio. Nas plantas apds 360 dias do plantio, mais velhas, as concentracdes de saponina
foram baixas (B. decumbens =10,28 g/kg; B. brizantha = 4,72 g/kg). A concentracédo de
protodioscina diminuiu substancialmente durante o periodo entre 60 e 120 dias de

crescimento.

Lozano et al. (2017) compararam trés espécies de braquiarias e verificaram que, em
relacdo ao tempo pos-corte, o hibrido (B. ruziziensis x B. decumbens x B. brizantha)
apresentou niveis significativamente maiores de protodioscina aos 28 dias em quase
todos os meses do ano, exceto outubro. O conteddo de protodioscina foi menor em
junho e depois aumentou linearmente nos dois seguintes tempos de amostragem
atingindo seu nivel maximo na estacdo seca. Neste periodo, o teor de protodioscina do
hibrido era cerca de duas e trés vezes superior a de B. decumbens e B. brizantha,

respectivamente (Lozano et al., 2017).

Pérez et al. (2016) verificaram maiores concentracbes de protodioscina em B.
decumbens e B. brizantha, que ocorreram durante o inverno. Ja Lozano et al. (2017)
perceberam que a concentracdo aumentou no periodo das secas. Se as saponinas
esteroidais sdo utilizadas pela planta como mecanismo de defesa (Szakiel et al., 2011),
0s niveis mais elevados de protodioscina encontrados na estacdo da seca poderia

representar uma resposta de defesa dessas pastagens (Lozano et al., 2017).

17



3.5. SUSCEPTIBILIDADE E RESISTENCIA A PROTODIOSCINA

Existem alguns fatores que aumentam a susceptibilidade animal & intoxicacdo com
saponinas, entre elas espécies, idade e nenhuma exposicdo anterior ao pasto de plantas
que apresentam este componente (Riet-Correa et al., 2011). Como exemplo disso,
existem relatos de animais que nunca tiveram contato anterior com B. decumbens sejam
mais susceptiveis ao entrarem em contato pela primeira vez. H& poucos estudos que
sugerem a existéncia de resisténcia por mecanismos de adaptacdo ou, talvez, por algum

tipo de selecéo natural (Riet-Correa e Mendez, 2007).

Os ovinos sdo considerados mais susceptiveis que 0S bovinos a intoxicagdo por
Brachiaria spp. e podem estar sujeitos ao problema em qualquer idade (Lemos et al.,
1996; Santos Janior, 2008) Alguns autores afirmam que 0s animais mais jovens sao

mais suscetiveis do que animais maduros (Albernaz et al., 2010; Mustafa et al., 2012).

Pupin et al. (2016), para avaliar a resisténcia & intoxicacdo por Brachiaria spp.,
separaram animais em dois grupos. Foram formados um grupo susceptivel, com animais
que apresentavam sinais de intoxicacdo, e um grupo resistente, com aqueles que nao
manifestavam esses sinais. As proles provenientes do grupo resistente e susceptivel
foram avaliadas durante dois anos e, posteriormente, colocadas em pastagem de
braquiaria (inicialmente B. decumbens e B. brizantha e, ap6s o desmame, apenas B.
decumbens). Foi observado que adoeceram apenas as crias do grupo susceptivel, com
seis animais evoluindo para Obito, enquanto no grupo resistente nenhum animal foi
afetado. Os casos de toxicose por braquidria ocorreram, em sua totalidade, apés o
desmame. Neste estudo, as descobertas suportam a hipdtese de que ha resisténcia
hereditaria relacionada a intoxicacdo por B. decumbens em ovelhas, uma vez que a

progénie de ovelhas resistentes ndo manifestou a intoxicacao.

Segundo Castro et al. (2007), existe a possibilidade de que animais criados em

pastagens de braquidria possam desenvolver capacidade de melhor biotransformar e
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excretar a saponina esteroidal presente nesta planta. Outra possibilidade é o
desenvolvimento de uma microbiota ruminal especial capaz de reduzir a concentragdo
da toxina, evitando seus efeitos (Albernaz et al., 2010). Ovelhas de rebanhos que nunca
tiveram contato com espécies de braquiaria sdo mais suscetiveis do que os machos
criados com acesso livre a planta (Lemos et al., 1996; Riet-Correa et al., 2011; Oliveira
et al., 2012; Faccin et al., 2014). Mustafa (2009) relata que na espécie ovina, foi
comprovado que animais criados em pastagens de Brachiaria spp. apresentam maior

resisténcia a intoxicac¢do do que os ovinos criados em outras pastagens.

Castro et al. (2009) observaram que ovelhas, apos serem introduzidas em pastagens de
B. decumbens, ndo apresentavam sinais clinicos, porém apresentavam elevacdo das
enzimas GGT e AST, de forma semelhantes a ovelhas que apresentavam sinais clinicos,
sugerindo que as primeiras possuiam resisténcia a intoxicacdo por braquiaria. No
mesmo sentido, Morris et al. (1991) relataram a importancia da resisténcia genetica a

intoxicacdo associada ao eczema facial, a micotoxicose causada pela esporidesmina.

Riet-Correa et al. (2011) propuseram duas medidas para o uso seguro de Brachiaria
spp. como pastagens. Uma dessas medidas é utilizar espécies e variedades de
Brachiaria que sejam menos toxicas. A outra medida € a selecdo de animais resistentes,

para que apenas esses sejam utilizados.

3.6. COR DA PELAGEM

Alguns autores sugerem gue, em animais negros da raca Santa Inés, o Unico sinal de
fotossensibilizacdo é o edema periocular com olhos lacrimejantes, epifora e
conjuntivite. Em ovelha lanadas, a dermatite é restrita ao rosto e as orelhas. Nos casos
de maior evolucdo, as orelhas podem se apresentar espessadas e contorcidas devido a
retracdo da cicatriz. Essas condicdes subagudas e crdnicas podem afetar ovelhas nativas,
bem como ovelhas criadas em pastagens de Brachiaria spp. (Santos Junior, 2008;
Mustafa, 2009; Saturnino et al., 2010; Riet-Correa et al., 2011).
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Saturnino et al. (2010) sugerem que a pigmentacdo da pele é um aspecto importante
clinicamente, pela possibilidade de menor predisposi¢do ao aparecimento de lesdes da
fotossensibilizacdo hepatdgena. Dessa forma, esses autores relacionam a cor da pelagem
ao aparecimento de sinais clinicos cutaneos, apés a ingestdo de B. decumbens. Os
animais de pelagem escura ndo apresentaram lesbes de pele caracteristicas de
fotossensibilizag&o.

Da mesma forma, Santos Junior (2008) observaram baixa frequéncia de leses de pele
em seu estudo, pois o Unico animal que possuia pelagem clara apresentou eroséo e

ulceracdo na pele, de um total de 12 animais intoxicados.

3.7. MECANISMO DA FOTOSSENSIBILIZACAO HEPATOGENA

Apos a ingestdo ou contato com pigmentos de plantas ou produtos secundarios que sao
ultravioletas (UV) ou reativos a luz; os animais expostos a luz solar podem apresentar
fotossensibilidade, que é definida como uma dermatite severa que resulta de uma maior

reatividade das células da pele e dos tecidos cutaneos associados (Rowe, 1989).

A esporidesmina e as saponinas esteroidais causam fotossensibilizacdo indiretamente,
danificando hepatocitos e/ou dutos biliares, interrompendo a capacidade do figado de
excretar a filoeritrina no trato gastrointestinal por via biliar. O resultado é lesdo
hepéatica, mas a lesdo geralmente ndo € suficientemente grave para resultar em morte
rapida. Em vez disso, os herbivoros afetados geralmente apresentam algum grau de

colestase durante pelo menos alguns dias (Quinn et al., 2014).

Estudos sobre a cinética que ocorre no rimen para que ocorra a degradacdo de saponina
e seus efeitos no figado sdo necessarios, pois ha pouco conhecimento sobre este assunto
(Lima, 2012). A protodioscina e a dioscina sao glicosideos e sdo hidrolisadas no rimen

para produzir diosgenina. A diosgenina é entdo saturada e sofre epimerizacdo no rimen
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formando epismilagenina, que € ainda conjugada com éacido glicurénico no figado. A
epismilagenina conjugada é altamente litogénica e pode ser depositada em canaliculos,
causando lesdo hepética e obstrucdo ao fluxo biliar (Miles et al., 1992, 1993).

Assim como em quaisquer reacBes quimicas exdgenas fora da planta envolvendo
fotossensibilizacdo, na planta, a molécula absorvente de luz, neste caso a filoeritrina
derivada da clorofila ou outra molécula reativa, é referida como o fotossensibilizador e a
molécula que é alterada pelo fotossensibilizador, é referida como o substrato ou o
aceitador. O cromoforo é a parte da molécula que absorve a luz de um intervalo de
comprimento de onda especifico. Todos os fotossensibilizadores contém um cromoforo,
pelo que a absor¢do de luz leva a mudangas fotoquimicas dentro da molécula que
resultam em mudancas em outras moléculas associadas (como um substrato bioldgico).
Se o fotossensibilizador fotoativado produz mudangas que envolvam oxigénio, o
processo € referido como fotodindmico. Alguns fotossensibilizadores, incluindo a
clorofila, sdo enddgenos na planta e estdo fisicamente protegidos contra mudancas
fotodinamicas por maquinaria celular e localizagdo no cloroplasto (Wallaart et al., 1999;
Yamori et al., 2011).

Sendo um tipo de fitoporfirina, a filoeritrina é produto do metabolismo da clorofila, ela
¢ produzida no rumen, durante a fermentacdo anaerébia realizada pelos
microorganismos (Quim et al., 1935 citado por Oliveira, 2011a). O acumulo de
fitoporfirina no figado e na pele do animal vai levar a fotossensibilizacdo, e apds
exposicdo a luz solar esta molécula fotoativa sera excitada, levando a lesdes hepaticas,
ictericia, problemas de pele, anorexia, alteracdo do sistema nervoso e em alguns casos, a
morte (Riet-Correa et al., 2011). As moléculas fotodindmicas se acumulam na
circulacdo sanguinea como resultado do pastejo e sdo entdo ativadas na pele com a
presenca de luz solar, apds a circulacdo ou pelo contato direto. Os compostos ativados
podem promover a degradacdo do DNA ap6s a excitagdo com luz UV e/ou visivel
(Yamori et al., 2011; Smith et al., 2012).
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Na presenca de radiacdo visivel e UV as células da pele tornam-se altamente reativas
por meio do aumento da foto excitagdo de moléculas fotodindmicas (Quinn et al.,
2014). A producdo de moléculas que resultam na geracdo de espécies reativas de
oxigénio esta associada a foto-oxidacdo na planta. Algumas espécies reativas de
oxigénio podem resultar em danos nos radicais livres e algumas formas de oxigénio
singlete como resultado do processo fotodinamico, levando a uma eventual degradacao
do DNA em células vegetais (Smith et al., 2012).

A pele de herbivoros possui mecanismos inatos para evitar a passagem de substancias
toxicas para as camadas subcutadneas mais sensiveis. As células queratinizadas do
estrato corneo (SC) representam uma barreira significativa para compostos lipofilicos e
também oferecem resisténcia a difusdo de moléculas polares de percorrer camadas
subepidérmicas. Por isso, a epiderme tem um papel importante, pois fornece um alto
nivel de resisténcia ao transporte passivo de compostos bioativos. Os lipidios cutaneos
atuam também como uma barreira a penetracdo dérmica de substancias toxicas; a
extracdo ou quebra de lipidios epidérmicos podem aumentar a permeabilidade da pele a

substancias exdgenas (Monteiro-Riviere et al., 2001).

A matriz de lipidios da pele vai depender da idade e das espécies; as diferencas nas
propriedades sub-celulares das camadas epidérmicas podem resultar em diferencas na
capacidade de absorcdo entre herbivoros de pastagem, particularmente entre diferentes

faixas etarias dentro da mesma espécie (Monteiro-Riviere et al., 2001).

Em casos de lesdo hepatica, causada por alguma substancia hepatotdxica, ha prejuizos
na eliminacdo da filoeritrina que é ingerida por herbivoros, este composto deve ser
eliminado através da bile de modo analogo a bilirrubina. Pelo fato da filoeritrina ser um
agente fotodinamico, derivado da clorofila, ap6s o impedimento da eliminacdo normal
secundaria a disfuncdo hepatica, acontece o acumulo de filoeritrina no sangue e em
tecidos. Ao se acumularem, as moléculas absorvem energia luminosa, e com a presenca

de oxigénio se excitam e sofrrem diversas reacfes na derme. Por isso, 0 poder
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fotossensibilizante da filoeritrina se da por reagfes com formacdo de radicais livres
levando a peroxidacdo de lipideos e perda das estruturas celulares (Spinosa et al., 2008).

3.8.APRESENTAGCOES CLINICAS

3.8.1. Tempo para aparecimento dos sinais clinicos

De acordo com os experimentos realizados por Santos Junior (2008), o tempo entre a
ingestdo da planta e aparecimentos dos sinais clinicos pode estar associado a algumas
variaveis, como a susceptibilidade e a adaptacdo dos ovinos, a quantidade de saponina
na grama que pode variar de acordo com a época do ano, o estado fisioldgico e o

manejo de forragem.

No experimento de Santos Junior (2008), foi demonstrado que a intoxicacdo por
Brachiaria spp. em ovinos jovens ocorre entre 7 e 60 dias apds serem introduzidos nas
pastagens. No trabalho de Cruz et al. (2001), também de forma experimental, entre nove
ovinos, apenas um animal demonstrou sinais de intoxicacdo aos 89 dias apds a
introducdo do grupo em piquete de Brachiaria decumbens. Diversos fatores podem
influenciar na grande variacdo do tempo de surgimento de intoxicacdo pela Brachiaria
Spp. nos surtos naturais observados no pais onde ovinos foram acometidos; dentre eles a
idade, variacGes na toxicidade da graminea e diferencas na suscetibilidade dos animais
(Mustafa et al., 2012).

Conforme descrito por Saturnino et al. (2010), o inicio dos sinais clinicos aconteceu, em
média, nos primeiros 36 dias de ingestdo da graminea. Ha variacdo entre autores sobre o
inicio do aparecimento dos sinais clinicos apés o inicio do consumo da pastagem pelos
ovinos. Desta forma, sdo descritos sinais clinicos apds 7 dias (Santos Janior, 2008),
como citados acima, 14 dias (Albernaz et al., 2010) e 21 dias (Graydon et al., 1991);
neste ultimo caso, aconteceu em pastagens novas apos eventos de precipitacdo fora da

estacdo.
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Mustafa et al. (2012) descreveram, em seus estudos, morbidade geral de 23,2% e a
letalidade foi 88,3%. O periodo entre os animais estarem no pasto e o aparecimento dos
sinais clinicos de intoxicagdo por Brachiaria spp. foi de 15 dias até mais de 12 meses. O
curso clinico da intoxicagdo variou de 2 a 45 dias. J& Riet-Correa et al. (2011)
descreveram que a apresentacdo clinica subaguda a crénica com periodo de

manifestagdo clinica de 15 a 45 dias é a mais frequente.

3.8.2. Sinais clinicos

Na apresentacdo clinica subaguda ou cronica, o animal pode apresentar anorexia,
depresséo, perda de peso, inchaco do rosto e ouvidos, conjuntivite, secrecdo ocular e
nasal, cegueira, fotofobia com movimentos continuos da cabeca, ictericia e dermatite do
rosto e das orelhas. Nos animais de pele branca, a dermatite pode ocorrer em outras
areas da superficie corporea (Riet-Correa et al., 2011). Para Pupin et al. (2016), os
sinais clinicos consistiram em graus variados de edema subcutaneo da face e eritema e
perda de pelo das orelhas, crostas na pele das orelhas, em torno dos olhos e no plano
nasal e, deformacdes cicatriciais das orelhas e secrecdo ocular bilateral, alguns muito

semelhantes a outros casos.

O unico sinal de fotossensibilizacdo em animais de pelagem negra, da raca Santa Inés, é
secrecdo ocular e edema periocular, epifora e conjuntivite. A dermatite € restrita ao
rosto e as orelhas em ovelhas de 1&. J& nos casos de maior evolucgdo, as orelhas podem
estar espessadas e contorcidas devido a retracdo da cicatriz (Santos Junior, 2008;
Mustafa, 2009; Saturnino et al., 2010).

3.8.3. Achados de Necropsia

Além da dermatite, as principais lesdes macroscépicas sdo: ictericia, figado aumentado

de volume, amarelado ou acastanhado, vesicula biliar distendida com parede edematosa,
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edema subcuténeo, ascite, hidropericardio, hidrotorax e atrofia da gordura visceral. O
rim pode estar escuro e a urina marrom escuro. Em casos mais agudos sem dermatite, as
principais lesdes sdo edema subcutaneo, hepatomegalia, ictericia e distensdo da
vesicula. Em casos crénicos, o figado pode mostrar um padrdo lobular aumentado,
maior consisténcia ou uma superficie irregular espessa e esbranquicada (Lemos et al.,
1996; Riet-Correa e Mendez, 2007; Mendonga et al., 2008).

Durante a necropsia em seis cordeiros foram encontrados mucosas palidas, emaciacéo,
dermatite, deformacdo cicatricial das orelhas, figados amarelos e grandes com padréo
lobular marcado e infestagdo moderada por Haemonchus contortus (Pupin et al., 2016).
Figado amarelado com padréo lobular aumentado difuso, maior consisténcia e
espessamento da capsula também podem ser observados em matadouros de ovelhas
criadas em pastagens de Brachiaria spp. (Riet-Correa et al., 2011). Saturnino et al.
(2010) relata a ocorréncia de ictericia acentuada na maioria dos ovinos necropsiados,
enquanto outros autores descrevem a sua auséncia ou de intensidade leve a moderada
(Brum et al., 2007; Santos Janior, 2008).

3.8.4. Histologia

Os achados histologicos das lesbes hepaticas relatados por Pupin et al. (2016) foram:
alteracdo da arquitetura da trabécula hepatocelular, aglomerados de macréfagos
espumosos formando ocasionalmente células gigantes multinucleadas, hepatocitos
edemaciados e vacuolados, cristais ou imagens negativas de cristais no sistema biliar,
estase biliar, proliferacdo do ducto biliar e infiltrado linfoplasmocitico nas triades
portais. Na pele, foi encontrado foto dermatite caracterizada por necrose epidérmica,
hiperqueratose e infiltrado neutrofilico dérmico. As lesbes descritas foram encontradas
de forma semelhante em todos os cordeiros necropsiados, mas com diferentes graus de

gravidade.
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Riet-Correa et al. (2011) descrevem que a principal lesdo histopatoldgica é a presenca
de cristais nos canais biliares, em macréfagos ou hepatdcitos. A intoxicacdo por
Brachiaria spp. tem como caracteristico a presenga de macr6fagos espumosos, se essa
caracteristica for observada, deve ser interpretada com cautela, pois essas células
também podem ser observadas em animais sem sinais clinicos criados em pastagens de

Brachiaria.

Driemeier et al. (1999) avaliaram 55 figados de bovinos coletados nas regifes Norte,
Centro-Oeste e Sudeste do Brasil, entre os anos 1970 e 1991, de animais alimentados
por pastagens conhecidas. Os macrofagos espumosos so foram encontrados a partir de
1976; antes disso, entre 0s anos 1970 e 1975, ndo foram encontrados. Isso corresponde

com a introducédo da Brachiaria decumbens, variedade australiana, no Brasil.

Quando isoladas as células dos primeiros casos de macréfagos com o citoplasma
espumoso (ou foam cells), no figado de bovinos, em 1976, estas células eram dificeis de
diferenciar dos hepatdcitos adjacentes, mas quando formavam aglomerados ao redor das
veias centrolobulares, eram mais bem reconhecidas, podem também formar células
multinucleadas. Ha focos em que os macréfagos podem ter citoplasma pouco evidente e
associado a linfocitos, podendo haver neutrofilos em meio a restos de hepatocitos
necroticos. Quando observados com objetiva de imersdo, 0os macrofagos espumosos,
por vezes, apresentam estruturas com imagens negativas de cristais, semelhantes a

fendas de colesterol (Driemeier et al., 1999).

Os macrofagos podem medir de 14 a 70 pm, podem se apresentar isolados ou em grupos
de 3 a 50 células (Souza et al., 2010), podendo chegar a mais de 200 células com
vacuolizacdo citoplasmatica fina e nucleos centrais ou periféricos podem ser
encontrados (Riet-Correa et al., 2011). Ha estudos em que um grande nimero de
macrofagos espumosos isolados, as vezes contendo cristais, foram encontrados nos
sinusoides em casos agudos de intoxicacdo em ovelhas (Driemeier et al., 2002; Santos
Junior, 2008; Mustafa, 2009).
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Resumindo, as caracteristicas da intoxicacdo por Brachiaria spp. sdo a presenca de
cristais birrefringentes ou imagens negativas desses cristais nos canais biliares,
macréfagos e hepatécitos (Lemos et al., 1996, 1998; Driemeier et al., 2002; Santos
Janior, 2008; Silveira et al., 2009) e a presenca de macréfagos com citoplasma
espumoso, as vezes contendo cristais (Driemeier et al., 1998, 1999, 2002; Gomar et al.,
2005; Santos Janior, 2008; Moreira et al., 2009). J& nos rins, podem ser encontrados
imagem negativa de cristais, ocasionalmente associadas a células gigantes
multinucleadas (Brum et al., 2007), e dilatacdo de tUbulos contorcidos e necrose de
celulas epiteliais (Mendonca et al., 2008).

3.8.5. Avaliagéo da bioquimica sérica

Nas intoxicacOes por Brachiaria spp. sdo relatadas elevacdes nas atividades séricas das
enzimas gama glutamiltransferase (GGT) (Brum et al., 2007; Mendonga et al., 2008;
Santos Junior, 2008) e aspartato aminotransferase (AST) (Santos Junior, 2008), além
dos niveis de bilirrubina (Brum et al., 2007; Mendonca et al., 2008; Santos Janior,
2008). Os valores de AST e GGT indicam que ha aumento significativo da atividade
destas enzimas nos ovinos gque apresentaram sinais de intoxicacdo, quando comparados

com 0s ovinos que ndo adoeceram (Saturnino et al., 2010).

A ocorréncia de estase biliar estd relacionada com o aumento da atividade sérica de
GGT, que € uma enzima de inducdo, que esta presente em membranas celulares e o
aumento no soro pode ser devido a um estimulo que resulta em sua maior liberacéo
pelas células ou pela liberacdo de fragmentos de membranas que contém esta enzima
(Thrall et al. 2006).

O aumento da atividade de GGT sérico acontece pela solubilizacdo da enzima aderida a
membrana celular sendo liberada na corrente sanguinea em consequéncia da acdo de

detergente dos acidos biliares nos casos de estase biliar. Os ruminantes apresentam
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estreita amplitude sérica de GGT, o que torna esta enzima mais sensivel e especifica no
diagndstico de estase da bile (Stockham e Scott, 2011).

Alguns autores relatam que o aumento dos niveis de GGT no soro € um bom preditivo
do inicio da intoxicacdo por Brachiaria spp., tendendo a permanecer alto por um
periodo mais longo (Fagliari et al. 1994; Castro et al. 2007; Santos Junior, 2008;
Saturnino et al., 2010; Castro et al., 2011). Porém, alguns autores relatam que o
aumento dos niveis de AST e GGT ndo se correlacionou com a gravidade da
intoxicacdo (Santos Junior, 2008; Castro et al., 2007, 2009).

Saturnino et al. (2010) trabalharam com animais da raga Santa Inés, de pelagem escura
com media de trés meses de idade, recem-desmamados, oriundos de propriedade onde
nunca havia sido utilizado B. decumbens como fonte alimentar. Os autores descrevem
que a ocorréncia do inicio de sintomatologia prevaleceu apos a elevacao da atividade da
enzima GGT. Os mesmos autores citam que estas enzimas seriam Uteis para triagem se
realizadas em amostra significativa do rebanho, a fim de reduzir perdas econdmicas e
permitir que os ovinos sejam retirados da pastagem antes do aparecimento dos sinais
clinicos. Porém, Santos Janior (2008) descreve que mesmo aumentos consideraveis de
AST e GGT ndo podem ser correlacionados com o diagnostico e prognostico da
intoxicacdo, quando os casos sdo analisados individualmente, pois alguns ovinos sem

sinais clinicos apresentaram elevacdes nos niveis de atividade destas enzimas.

3.9. FORMACAO DOS CRISTAIS

Brachiaria spp. contém saponinas esteroidais que foram associadas a deposicdo de
cristais no sistema biliar e colangite. Estas saponinas foram isoladas da bile e cristais
biliares de ovelhas alimentadas com essa planta (Holland et al., 1991; Miles et al., 1993;
Miles et al., 1994).
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H& autores que relataram a presenca de cristais no figado de ovinos (Lemos et al., 1996;
Driemeier et al., 2002; Brum et al., 2007), que sdo encontrados no sistema biliar de
animais intoxicados; estes cristais foram relatados como sais insollveis de glicuronato
de episarsasapogenina e epismilagenina, sendo considerados produtos da detoxificagdo
das saponinas (Flagyen, 1996).

Foi proposto que a hidrolise das saponinas litogénicas resulta em sapogeninas de
diosgenina e yamogenina que, depois de serem metabolizadas no trato digestivo,
produzem epismilagenina e episarsasapogenina (McDonough et al., 1994; Cruz et al.,
2001). A desintoxicacdo destes compostos acontece por conjugacdo com acido
glicurdnico, gerando glicuronideos que se ligam a ions de célcio para formar um sal
insoluvel depositado na forma de cristais (Lee et al., 2009; Riet-Correa et al., 2011),
que sdo os que causam danos nos rins e figado (Barbosa-Ferreira et al., 2011; Castro et
al., 2011) e causam colangiohepatopatia com obstrucéo das vias biliares (De Oliveira et
al., 2013).

As duas sapogeninas, epismilagenina e episarsasapogenina, diferem apenas na sua
configuracdo em torno do carbono 25, assim como a diferenca entre protoneodioscina
(A) e protodioscina (B). A episarsasapogenina e a epismilagenina sdo consideradas os
produtos da biotransformacédo das saponinas A e B, respectivamente (Pérez et al., 2016).
Lajis et al. (1993) isolaram epismilagenina e episarsasapogenina a partir do contetdo do

rumen dos carneiros intoxicado por B. decumbens.

3.10. DETECCAO DE PROTODIOSCINA

Para determinacdo do teor da saponina protodioscina nas plantas, a cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC) é considerada a técnica mais precisa e comumente
utilizada (Oleszek, 2002). Ganzera et al. (2001) relatam que as saponinas tem problema
de deteccdo pela falta de cromoforos UV, apresentando sinal baixo neste tipo de
deteccdo. Deste modo, 0 uso de espalhamento de luz evaporativo (ELS) foi utilizado

para determinar o conteldo de saponina em T. terrestris. Por outro lado, Lee et al.
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(2010) descreveram um meétodo utilizando HPLC que emprega um detector de UV,
onde os limites de deteccdo de quantificagdo para protodioscina foram de 1,6 ug/mL e
3,13 pg/mL, e a linearidade foi observada entre 3,13 pg/mL e 1000,0 pg/mL. Assim,
estes autores concluem que o detector UV poderia ser utilizado para a deteccdo de
protodioscina de forma eficiente.

Pérez et al. (2016) compararam B. decumbens e B. brizantha, e verificaram que ndo
houve diferenca significativa na concentragdo de protodioscina entre os dois tipos desta
planta. Desta forma, a ideia de que a presenca de protodioscina € a Unica causadora de
intoxicacdo deve ser reconsiderada, podendo o conteldo de saponina, ndo ser a Unica

explicacéo para a diferenga fitoquimica entre as duas.

Lozano et al. (2017) dosaram a protodioscina em um hibrido B. ruziziensis x B.
decumbens x B. brizantha, que apresentou 0s niveis mais altos de protodioscina durante
a seca (3,37%). Os resultados encontrados no ensaio mostram que o hibrido pode conter
0 mesmo ou até niveis mais elevados do que B. brizantha e B. decumbens, fazendo deste
tipo de graminea uma ameaca potencial para fotossensibilizacdo secundaria (Lozano et
al. 2017).

E importante considerar que outras saponinas com diosgenina, cujos metabdlitos
induzem lesGes hepaticas, também foram identificado em B. decumbens e B. brizantha
(Pires et al., 2002; Lee et al., 2011).

3.11. ESTRATEGIAS DE CONTROLE DE SAPONINA

Uma estratégia para reduzir o risco de intoxicacdo por protodioscina ap6s o consumo de
Brachiaria spp. seria realizar a ensilagem ou fenacdo destas forragens, e fornecé-los aos
animais de producdo (Lima et al., 2015). Neste trabalho foram dosados os niveis de
protodioscina antes e ap0s o preparo do feno ou da silagem, com o passar dos dias, a

dosagem da saponia continou a ser feita para verificar mudangas na quantidade de
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protodioscina detectada uma vez que o feno reduz o teor de protodioscina. Usar as
gramineas sob a forma de feno poderia ser uma alternativa para evitar intoxica¢do por

saponina também segundo Lozano et al(2017).

Lima (2012) avaliou a ensilagem como uma alternativa de diminuir o teor de
protodioscina na planta, e observou que as amostras de Brachiaria ensiladas nao
tiveram concentracGes detectaveis de saponina protodioscina depois de 24 dias de
ensilagem. Também em B. decumbens, a concentracdo de protodioscina reduziu 36% do

primeiro ao terceiro dia ap6s a fenacao e posteriormente manteve-se constante.

Para reduzir as populacbes de P. chartarum em pastagens, Di Menna et al. (2009)
relataram aplicacéo de spray de fungicidas de tiabendazol e, posteriormente, protegendo
animais com doses orais de zinco. O limitante da administracdo do zinco é que a dose
estd em niveis proximo ao toxico, além de ser importante a selecdo de animais
resistentes apds o desafio a esporidesmina, sendo este 0 melhor método de controle de

longo prazo.

3.12. CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (LC-MS/MS)

A LC-MS/MS nada mais é que instrumento analitico para separar e identificar
compostos quimicos, além disso, consiste em separar 0s constituintes da amostra
possibilitando a determinacdo de multianalitos em matriz complexa com 6&tima
seletividade e sensibilidade, e oferece informacdo estrutural e da massa molar dos
analitos (Chlaradla et al., 2008; Demoliner, 2008; Rodrigues, 2011; Amparo, 2013).

Os elementos que compdem o espectrometro de massas sdo: sistema de injecdo da

amostra, fonte de ionizacdo, analisador de massas, detector de massa e o sistema de

software para aquisicdo das amostras (Demoliner, 2008).
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Um ou mais analisadores de massa podem ser utilizados nos aparelhos de
cromatografia, com a finalidade de identificar compostos que estejam com baixas
concentragdes nas matrizes muito complexas (Demoliner, 2008) ou quando hd um
grande nimero de analitos e é necessario os separar (Amparo, 2013). Para que 0s
resultados sejam analisados ap0s sua detec¢cdo ha um sistema de software que mostra o
resultado por meio de um cromatograma contendo a relacdo dos ions em razdo da massa
e carga (Chlaradla et al., 2008).

3.13. VALIDACAO DO METODO ANALITICO

Para que uma nova técnica de cromatografia seja criada, € necessario que seja feito um
processo de validacdo do método analitico, estudos experimentais e busca de evidéncias
objetivas, de forma que as exigéncias das aplicacfes analiticas sejam atendidas. Assim,
é assegurada a reprodutibilidade e confiabilidade da metodologia utilizada em um novo
método. Alguns parametros analiticos devem ser estudados durante a validacdo, como
seletividade, linearidade, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ),
exatiddo e precisdo (ANVISA, 2003; Ribani et al., 2004; Demoliner, 2008; INMETRO,
2009; Amparo, 2013). Para isso, todas as varidveis de um método devem ser
consideradas, tais como: procedimento de amostragem, preparacdo da amostra,
separacdo cromatografica, deteccdo e avaliacdo dos dados (Ribani et al., 2004; De
Souza, 2007; Sante, 2015).

A seletividade é a capacidade do método de determinar acuradamente e especificamente
o0 analito de interesse mesmo na presenca de possiveis interferentes, como impurezas,
produtos de degradacdo e componentes da matriz sob as condi¢6es iniciais do ensaio
(ANVISA, 2003; Eurachem, 2014). A matriz, ou seja, a base da amostra pode conter
componentes que interferem no desempenho da medicdo. Os interferentes podem
prejudicar o sinal. Entdo, para avaliar a seletividade, os experimentos para validacdo do

método devem conter etapas utilizando padrdes ou materiais de referéncia, amostras
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brancas com e sem o analito desejado, além da avaliagdo da capacidade de identificacéo
do analito de interesse na presenca de interferentes (De Souza, 2007; INMETRO, 2009).

A sensibilidade é quando, com determinado nivel de confianca, 0 método consegue
diferenciar duas concentragdes proximas (Brito et al., 2003; INMETRO, 2009).
Métodos que possuem boa sensibilidade, frente a pequena diferenca na concentragdo do
analito, apresentam suficiente variacdo no valor do sinal analitico medido. Isso
demonstra a capacidade do método analitico gerar variacdo no valor da substancia
monitorada ou medida, seja alteracdo na concentragdo ou na quantidade do analito
(Brito et al., 2003).

A linearidade é a capacidade do método analitico em permitir resultados proporcionais
em relagdo a concentragdo do analito em uma determinada faixa de aplicagdo. Nada
mais é do que uma expressdao matematica utilizada para o calculo da concentragdo do
analito a ser estabelecido na amostra real (INMETRO, 2009). A equacdo da reta é: y =
ax + b; onde: y = resposta medida (area do pico); X = concentracdo; a = intersecdo como
eixo y, quando x = 0; b = inclinacdo da curva analitica (sensibilidade). No minimo
cinco niveis de concentracdo, incluindo a amostra zero, sdo recomendados pela Unido
Europeia (DIRECTIVE 657, 2002) para serem empregados na construcdo da curva
analitica. Para a linearidade, devem ser descritos a faixa de trabalho, a equacéo

matematica e 0 modelo de regressao linear aplicado na construcéo da curva.

O LOD é estabelecido como a concentragdo minima de uma substancia medida e
declarada com 95% ou 99% de confianca que a concentracdo do analito seja maior que
zero. Equivale a menor concentracdo do analito a ser detectada, ndo necessariamente

quantificada, sob condicdes experimentais estabelecidas.
A exatiddo € um dos critérios mais importantes para avaliar o desempenho de um
método analitico, pois representa a existéncia de erros sistematicos (DIRECTIVE 657,

2002; INMETRO, 2009). A concordancia entre o resultado de um método em estudo em
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relacdo ao valor verdadeiro de um mensurado é expressa pela exatiddo, que é definida
apos estabelecer a linearidade, o intervalo linear e a especificidade a partir de trés
concentracdes (alta, média e baixa) com, no minimo, duplicata de cada concentracéo.
S&o aceitos intervalos de recuperacéo entre 70 e 120%, com precisdo de até 20% para a
maioria dos métodos analiticos (INMETRO, 2009).

A precisdo avalia a dispersdo de resultados de ensaios independentes, repetidos de uma
mesma amostra, amostras semelhantes ou solucbes de referéncia avaliadas em
condicdes especificas. A precisdo pode ser determinada em termos de repetitividade,
precisdo intermediaria e reprodutibilidade (Ribani et al., 2004; De Souza, 2007), que
normalmente sdo dependentes da concentracdo do analito e precisam ser determinadas
para diferentes concentracdes. A caracteristica da dispersao dos resultados de medi¢coes
sucessivas de um mesmo método € determinada pela repetibilidade sob as mesmas
condicdes, em varias concentracdes na faixa de trabalho. A reprodutibilidade determina
0 grau de concordancia entre os resultados das medicGes de uma mesma amostra

analisada em dias, analista ou equipamentos diferentes (ANVISA, 2003).

4. MATERIAL E METODOS
O projeto foi realizado apds a aprovacdo Secretaria de Pds-Graduagdo do Departamento
de Clinica e Cirurgia Veterinarias e Colegiado de Pés-Graduacdo em Ciéncia Animal da
Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (EV-UFMG) e pelo

Comité de Etica da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), Centro

Nacional de Pesquisa em Caprinos e Ovinos.

4.1. LOCAL

Os ensaios com os animais foram realizados no Centro Nacional de Pesquisa em

Caprinos e Ovinos da EMBRAPA, nlcleo Sudeste, na Fazenda Gado de Leite, em

34



Coronel Pacheco, Minas Gerais (latitude -21,56 S, longitude 43,25 W e altitude 435 m).
O processamento das amostras e demais analises foram realizados na Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais.

4.2. SURTO DE FOTOSSENSIBILIZACAO

Um surto de fotossensibilizacdo hepéatica afetou ovinos machos, mesticos da raca Santa
Inés, com pelagem marrom e preta, com idades variadas, mantidas em pastagens de
Brachiaria ruziziensis. Os casos ocorreram durante os meses de abril de 2016 a
fevereiro de 2017, principalmente ap0s o periodo de chuvas, iniciado em setembro de
2016. Dentre os animais afetados, estavam animais provenientes da Embrapa Pecuaria
Sudeste, S&o Carlos/SP onde pastejavam Panicum maximum cv. Tanzania, ou seja, até

entdo, nunca haviam tido contato com Brachiaria spp.

Estes ovinos foram matriculados em um experimento para avaliar 0s aspectos
nutricionais de um novo clone de B. ruziziensis (denominado provisoriamente como
Recombinante), desenvolvido para ser resistente a spittlebugs (insetos da ordem
Homoptera, familia Cercopidae, géneros Zulia, Mahanarva e Deois) e compara-lo ao
cultivar comercial cv. Kennedy. Todos os animais recebiam dieta diaria com pastagem,

sal mineral e &gua ad libitum.

Os animais foram divididos em dois tratamentos (Recombinante e Kennedy), cada tipo
de tratamento teve uma repeticdo. Primeiramente, em Abril de 2016, 20 animais foram
introduzidos, parte nos piquetes com um novo clone de B. ruziziensis e parte em piquete
com Cv. Kennedy. Em dezembro, foram introduzidos outros 40 ovinos nos mesmos

piquetes, estes nunca tinham tido contato com Brachiaria spp.
Durante o periodo do experimento foram observados 13 casos de fotossensibilizacdo
nos animais alojados em piquetes tanto do tratamento Kennedy quanto do tratamento

Recombinante. Os animais apresentavam sinais clinicos como, ictericia generalizada,
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apatia, inapeténcia, desidratacdo e fotossensibilizacdo, caracterizados por edema facial e
lesGes cutaneas crostosas, principalmente sobre o focinho e orelhas, busca pela sombra e
lacrimejamento. Os animais que apresentavam doenga eram retirados do pasto no
mesmo dia em que os sinais foram detectados e colocados em um local apropriado e
com sombra. Receberam tratamento clinico em funcdo dos sintomas apresentados; a
alimentacdo destes animais era a base de racdao (20% de PB), silagem e dgua. Os ovinos
mantidos em piquetes com outras variedades de pastagens ndo apresentaram sinais

clinicos.
4.2.1. Divisdo dos grupos
Os animais foram distribuidos em trés grupos:
GFTS — grupo de 5 animais que apresentaram sintomatologia de fotossensibilizacédo
apos serem alimentados por Brachiaria ruziziensis tanto do tratamento Kennedy quanto

do tratamento Recombinante e foram posteriormente encaminhados para tratamento;

GSF — grupo de 21 animais sem sinais clinicos mas que entraram nos piquetes de

Brachiaria ruziziensis;
GSC — Grupo de 7 animais sem contato com Brachiaria ruziziensis.
4.3. COLETA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS
4.3.1. Plantas
Foram coletadas 64 amostras de Brachiaria ruziziensis das variedades Kennedy e
Recombinante para analise de determinacao dos niveis de protodioscina e da quantidade
de esporos de P. chartarum. As amostras foram coletadas em trés periodos de

crescimento: simulado (tecido vegetal passivel de ser consumido), brotacdo e macega
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(ou material morto na base das touceiras). As amostras de simulado e brotacdo foram
utilizadas para determinacdo dos niveis de protodioscina para avaliar a diferenca de
concentracdo da saponina entre elas, enquanto as amostras de macega foram utilizadas
para as contagens de esporos, pois possui folhas antigas e materiais em decomposicéo,
favorecendo o crescimento do fungo (Lima, 2012). Foram realizadas coletas em 8
momentos, nos dias 03, 09, 15 e 24 de Fevereiro, dias 08, 20 e 29 de Marco e dia 04 de
Abril de 2017. As amostras foram congeladas a -20° C até o momento das analises.

4.3.2. Amostras de sangue

Foram realizadas coletas de sangue de 33 animais em dois momentos, nos dias 3 e 9 de
fevereiro de 2017, de trés grupos diferentes: GFTS, GSF e GSC. Sendo 5 amostras do
GFTS, 21 amostras do GSF e 7 amostras do GSC por coleta,

Foram coletados 5 ml de sangue total por meio de puncéo de veia jugular, utilizando-se
sistema a vacuo em frascos sem anticoagulante. Apos coagulacdo da amostra os tubos
foram centrifugados a 2000 rpm, durante 6 minutos para obtencdo do soro, que foi
encaminhado para o laboratério de Toxicologia Animal EV-UFMG e congelado a -20°C

até o momento das analises bioquimicas.

4.4. TESTES BIOQUIMICOS

Trinta e trés amostras de soro de ovinos passaram por dosagem da bioguimica seérica,
realizadas no Laboratdrio de Patologia Clinica Veterinaria da EV-UFMG, em analisador
bioquimico automatico (Cobas Mira Plus-Roche®, Montclair, NJ, EUA) com os Kits
bioquimicos especificos (Bioclin®, Belo Horizonte, MG). Os analitos foram avaliados
em duplicata sendo eles: aspartato aminotrasferase (AST), gama glutamiltransferase
(GGT), proteinas totais, albumina, glicose, ureia e creatinina. O preparo dos reagentes

bem como as técnicas de andlise seguiram as indicacdes do fabricante dos Kkits.
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4.5. NECROPSIA E HISTOPATOLOGIA

A necropsia foi realizada em um animal que foi a 6bito em consequéncia da
fotossensibilizacdo (ndo houve eutanasia de nenhum animal). Neste caso, o animal veio
a 6bito no dia 7 de novembro de 2016, e a necropsia foi realizada nas estruturas da
EMBRAPA. Os fragmentos de diversos érgdos (rins, figado, pulméo e pele e cérebro)
foram colocados em solucdo de formol 10% e o cérebro e partes maiores de 6rgdos em

alcool 70% e encaminhados & EV/UFMG para andlise histopatologica.

Os fragmentos fixados foram processados de acordo com métodos histoldgicos de
rotina, incorporados em parafina, cortados com 5 mm de espessura, corados com
hematoxilina e eosina (HE) no laboratério de Patologia Animal no Setor de Clinica e
Cirurgia Veterinarias da EV/UFMG.

4.6. CONTAGEM DE ESPOROS DE P. chartarum

Os esporos do fungo P. chartarum foram contados de acordo com a descricdo de
Dingley (1962). Para essa contagem, foi feito uma adaptacdo da técnica de Di Menna e
Bailey (1973). As amostras da planta foram cortadas em pedacos de 2 cm, e 10 gramas
de planta foram misturados manualmente em 100 mL de agua e misturadas durante 1
minuto. Posteriormente, os esporos foram contados em camara de contagem de
microscopio (hemocitémetro). Ap6s a contagem dos esporos, o Vvalor obtido é

multiplicado por 5.000, fornecendo a quantidade de esporos em 1g de forragem.

4.7. DETERMINACAO DA PROTODIOSCINA

4.7.1. Reagentes quimicos

Acetonitrila e o metanol de grau MS, fornecidos pela Sigma Aldrich (St. Louis, MO,

EUA) e Merck Company (Darmstadt, Alemanha), respectivamente. O acido formico de
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grau cromatografico e adquirido da Sigma Aldrich. A &gua foi purificada com sistema
de purificacdo de agua Milli-Q (18,2 Q, Millipore Co., MA, EUA). Todos 0s outros
produtos quimicos foram de grau analitico superiores e obtidos a partir de fontes
comerciais. O padréo de protodioscina isolada a partir de Dioscorea sinoparviflora foi

adquirido da empresa Sigma Aldrich com pureza > 98%.

4.7.2. Preparacgdo de solucdes de estoque e trabalho

A solucdo estoque do padrdo foi preparada em acetonitrila-dgua 50:50 v/v a uma
concentracdo de 1000 upg/mL. As solugbes de trabalho foram preparadas nas
concentracdes de 50,0 e 10,0 ug/mL. Todas as solu¢des foram armazenadas a -25°C

para 0 uso subsequente.

4.7.3. Preparacdo do extrato da planta

A extracdo da saponina protodioscina das amostras de toda parte aérea de B. ruziziensis
foi realizada no Laboratério de Toxicologia da EV/UFMG, utilizando uma adaptagéo da
metodologia descrita por Lima et al. (2012). Foi pesado 0,5 gramas das folhas de B.
ruziziensis seca e moida e adicionado a 10 mL de acetonitrila-agua 50:50 v/v. A amostra
foi entdo extraida em ultrassom durante 30 min e depois centrifugada (2000 rpm x 6
min) para recuperar 0 sobrenadante. Este procedimento foi repetido mais duas vezes,
adicionando a cada vez 5 mL de acetonitrila-agua 50:50 v/v ao sedimento. Os extratos
obtidos foram reunidos e completados para um volume de 25 mL utilizando balao
volumétrico. Cada extrato foi filtrado através de uma membrana de PTFE de 0,22 um

(politetrafluoroetileno) e foi armazenado em congelador a -25 °C para posterior analise.

4.7.4. Preparacdo dos padrdes
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Extratos de matriz branca fortificados foram preparados a partir de quantidades
apropriadas das solucdes estoque/trabalho para construgdo da curva em matriz com
padrdes nos niveis 0,1; 1,0; 2,0; 5,0 e 10,0 pg/mL.

4.7.5. Equipamento e condi¢des de LC-MS/MS

Para deteccdo e quantificacdo da protodioscina nas amostras de B. ruziziensis, as
analises em UPLC-MS foram realizadas utilizando um espectrdmetro de massa Xevo
G2 S Q-TOF (Waters) equipado com fonte de ionizagdo por eletropray (ESI) (Waters).
A anélise cromatogréfica foi realizada em um sistema Waters ACQUITY UPLC® I-
Class (Waters, Milford, MA, USA) equipado com uma bomba binaria, uma bomba
degaseificadora, um compartimento de coluna termostato e um auto-amostrador. A
separagdo da amostra foi realizada em uma coluna ACQUITY UPLC® BEH C8 (130 A,
1,7 um, 2,1 mm X 50 mm).

A fase movel consistiu em 70:30 solvente A (5 mM acetato de amdnio em agua-
metanol, 90:10, v/v) e solvente B (acetonitrila contendo 0,1% de &cido férmico) e foi
eluida a uma taxa de fluxo de 0,3 mL/min em modo isocratico. O tempo de corrida
cromatografico foi de 3 minutos, o volume de injecdo foi de 5 puL e a agulha foi
enxaguada com 50% de metanol. A temperatura da coluna e do amostrador automatico
foi ajustada a 35 °C e 6 °C, respectivamente. As condi¢cdes da espectrometria de massa
ESI foram: temperatura da fonte 120 ° C, temperatura de dessolvatacdo 450°C, fluxo de
gas de desolvatacdo 800 L/h, tensdo capilar 3,0 kV, tensdo do cone de amostragem 40 V

e tensdo da fonte 80 V.

O instrumento foi configurado para adquirir dados no intervalo m/z 50-1200 com um
tempo de varredura igual a 0,5 s. Os dados foram coletados nos modos de ionizacao
eletropray positiva (ESI +) usando a fun¢do MSF no modo centréide, com uma energia
de colisdo de 6 V na funcdo 1 (pesquisa dos ions precursores) e uma rampa de energia

de colisdo de 10-50 V na fungdo 2 (pesquisa de ions fragmentos). Leucina Enkephalin
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(MW = 555.62 Da) (1,0 ng/uL) foi utilizada como a massa de bloqueio para corregéo de
mudanca de massa. O espectrdmetro de massa foi calibrado antes das anélises usando
solugdo de acido fosforico a 0,1% em acetonitrila-agua 50:50 v/v.

4.7.6. Aquisicdo e processamento dos dados

O software Waters MassLynx " v.4.1 foi utilizado para aquisicdo de dados, e os
software TargetLynx e ChromaLynx" foram utilizados para processamento de dados.
O modo MSF coleta dados de verificacdo completa de fons de precursores e produtos
alternando energia de colisdo baixa (CE) e varreduras CE elevadas na mesma

experiéncia.

Durante todo tempo de corrida, este modo fornece informacGes espectrais sobre
compostos alvo, bem como padroes de fragmentacdo, para auxiliar na elucidacao
estrutural. Como tal, a abordagem MSF é frequentemente usada para os fluxos de
trabalho de triagem Quan-Qual. Na MSF, os analitos que alcancam a fonte de massa
apos a UPLC sdo submetidos a ionizacdo em modos de colisdo de baixa e alta energia
alternando a média frequéncia (cerca de 30 Hz). Todas as moléculas que ionizam em
baixa energia de colisdo sdo detectadas e identificadas como ions precursores. Alguns
milésimos segundos depois, mudar para 0 modo de colisdo de alta energia induz a
fragmentacdo dos ions precursores e a deteccdo quase simultanea de ions fragmentados.
Como consequéncia, uma mistura complexa de metabdlitos pode ser analisada em uma
Unica corrida, nenhum ion precursor € selecionado para fragmentacdo individual, e os
fons fragmentos podem estar relacionados aos seus precursores usando um software de

fragmentacdo em massa e bancos de dados de massas de alta resolucéo.

Em um primeiro passo, as solucdes padrdo de protodioscina foram submetidas a analise
de MSF e um banco de dados pessoal, incluindo a formula empirica de fons observados,
tempo de retencdo (Rt) e a maioria dos fragmentos de diagndstico na funcao 2 foi criado

usando o editor de texto do bloco de notas. O extrato da planta foi entdo submetido a
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MSE e os dados obtidos (Rt, massas precisas de precursores e fragmentos) foram
comparados aos valores registrados no banco de dados padrdo pelo software
ChromaLynx ", para confirmar a presenca ou auséncia dos analitos. O TargetLynx
automatiza a aquisicdo, o processamento e a geracdo de relatérios de dados,
incorporando uma ampla gama de verificagdes de confirmacgéo que identificam amostras
fora dos limiares regulatdrios, proporcionando confianca em resultados quantitativos.
As opcdes de processamento ajustaveis para quantificacdo e confirmacdo especificas
para protodioscina foram m/z 1031,54 > 869,48 [M + H - H,O]" (pares de ions de
precursores / fragmentos). Cada amostra foi analisada em triplicata.

4.8. METODO DE VALIDACAO

4.8.1. Seletividade

A seletividade é a capacidade de um método analitico diferenciar os analitos alvo de
outros componentes ndo relacionados presentes na amostra. Esta analise foi realizada
através da avaliacdo de seis repeticdes de extratos brancos de plantas. Os
cromatogramas das amostras em branco foram comparados com aqueles que foram
fortificados com analitos para investigar se os ions alvo tinham ou ndo 0 mesmo tempo
de retencdo com os compostos de interferéncia endégena das amostras. O tempo de

retencdo do analito foi de 1,37 minutos.
4.8.2. Efeito matriz

O efeito da matriz é o efeito sobre um método analitico causado por todos os outros
componentes da amostra, exceto o composto especifico a ser quantificado. Uma curva
de calibracdo foi construida por regressdo linear com os padrbes de calibracdo na
solucdo solvente (acetonitrila-agua 50:50 v/v). Em seguida, outra curva de calibracéo

foi construida em matriz branca fortificada. A linearidade de ambas as curvas foi
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estudada com F-test e t-test, entdo a avaliacdo do efeito matriz foi feita avaliando o

paralelismo das curvas de resposta. O nivel de significancia (o) foi de no minimo 0,05.
4.8.3. Limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ)

A curva de calibracdo da protodioscina foi construida através da analise das amostras de
extratos de plantas enriquecidos com a adi¢cdo de protodioscina em trés concentragdes
diferentes durante trés dias consecutivos. Os valores da area de pico foram plotados em
relacdo a concentracdo e as curvas de calibracdo foram construidas usando método dos
minimos quadrados ponderado para regressao linear. O coeficiente de correlagéo (r) e o
coeficiente de determinacdo (R®) também foram calculados. O limite de deteccéo
(LOD), a menor concentracdo que produz uma resposta diferencavel do ruido, foi
determinado usando a relagéo sinal-ruido de 3:1 e o limite de quantificagdo (LOQ) foi
calculado como a concentracdo minima calculada usando a relagéo sinal-ruido de 10:1.

Esta analise foi realizada avaliando trés amostras replicadas.
4.8.4. Preciséo

A precisdo do método foi avaliada pelas médias dos estudos de repetibilidade e
reprodutibilidade intra-laboratorial. Os valores intra- e inter-dia foram avaliados em
trés niveis de concentracdo em trés repeticbes dentro do mesmo dia e em trés dias
sucessivos. A precisdo foi expressa como o desvio padréo relativo (RSD) para detectar a

distribuicdo da concentracdo medida.
4.8.5. Exatiddo
A exatiddo do método foi avaliada pelo método de recuperacdo. Trés niveis de

concentracdo em trés repeticbes da protodioscina foram adicionados a matriz branca e,

em seguida, a analise foi realizada no material branco, a partir da preparacdo da amostra
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através da determinacdo cromatogréfica. A comparacdo do valor encontrado com o
valor adicionado forneceu a recuperacao (%) do método.

4.8.6. Aplicacdo do método

Para confirmar a eficacia do método validado, foi dosado a protodioscina de amostras
de B. decumbens de outros dois surtos de fotossensibilizacdo em ovinos. Um surto
ocorrido em Fortaleza, Ceara, e outro ocorrido em Conselheiro Lafaiete, Minas Gerais.
As amostras de B. decumbens destes casos passaram pelo mesmo processo de extracdo
da protodiscina, e foram analisadas em LC-MS/MS da mesma forma, para que a
aplicacdo do método fosse comprovada.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

O numero de esporos foi calculado pela média das quatro contagens por dia de coleta.
Os resultados do numero das andlises bioquimicas estdo apresentados como medias
seguidas pelo respectivo desvio-padrdo (DP). Os dados obtidos foram analisados
estatisticamente usando o programa Graph Pad Prism versdo 6. A homogeneidade das
variancias foi avaliada por meio dos testes de Bartlett e de Brown-Forsythe. As
concentragdes foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de
comparagdes multiplas de Dunn. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido

como P < 0,05.

5. RESULTADOS

5.1.SINAIS CLINICOS

Os casos de fotossensibilizacdo comecaram apds o inicio das chuvas, no més de
setembro de 2016. Os sinais clinicos apresentados pelos ovinos incluiam ictericia

generalizada, apatia, inapeténcia, desidratacdo e fotossensibilizacdo, caracterizados por
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edema facial e lesBes cutaneas crostosas, principalmente sobre o focinho e orelhas,
busca pela sombra e lacrimejamento. Ndo houve diferenca entre os animais de pele

escura e clara, ambos apresentaram o mesmo grau de severidade das lesdes.

Dos 72 animais colocados em pastagens de B. ruziziensis para p experimento,
inicialmente 25 animais tiveram sinais clinicos da doenca onde 13 animais foram a
6bito sendo, 7 animais na variedade Kennedy e 6 animais na variedade Recombinante,
sete animais recuperaram e cinco ficaram em tratamento. Estes dados envolvem todos
0s animais utilizados para a avaliagdo do novo clone de B. ruziziensis e ndo aprenas 0s

animais cujo as amostras foram enviadas para avaliacdo laboratorial.

5.2. AVALIACAO BIOQUIMICA SERICA

Os resultados da avaliacdo bioquimica sérica estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2. Nao
houve diferenca estatistica entre grupos nas analises bioquimicas AST, albumina e
colesterol. Porém o GFTS apresentou alteragdodo analito GGT, no dia 03/fev, em

relacdo aos grupos GSC e GSF, entretanto, no dia 09/fev a diferenca ndo permaneceu.

Os grupos ndo apresentaram diferenca estatistica na analise da ureia no dia 03/fev, mas
no dia 09/fev, o grupo GSF foi estatisticamente diferente do grupo GSC. A creatinina,
tanto no dia 03/fev quanto no dia 09/fev, o0 GFTS apresentou diferenca estatistica em

relacdo aos outros dois grupos (GSC e GSF).

O GSC apresentou diferenca estatistica dos valores da glicose em relacdo aos grupos
GSF e GFTS, tanto no dia 03, quanto no dia 09/fev. Os niveis de proteinas totais
apresentaram diferenca estatistica no dia 03/fev, o0 GSC foi diferente dos outros dois
grupos (GSF e GFTS) e no dia 09/fev o GSC foi diferente do GSF. Nas concentracdes
de globulinas, nos dias de analise, 03 e 09/fev, 0 GSC foi diferente dos grupos GSF e
GFTS. Ja a relacdo albumina:globulinas, no dia 03/fev, todos os grupos foram diferentes

e, no dia 09/fev, o GSC foi diferente dos outros dois grupos, GSF e GFTS. Triglicérides
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ndo apresentou diferenca entre grupos no dia 03/fev, mas no dia 09/fev o GSC foi
diferente do GSF.

Tabela 1. Valores das avaliagGes bioquimicas séricas de ovinos realizadas no dia 03/02/2017

Ureia  Cre AST GGT Gli Prot Alb Glob Col Trig

GSC Media 256a 09la 1283a 53,6a 75,0b 6,01b 304a 297b 809a 297a
DP 9,45 0,12 29,1 5,54 5,24 0,35 0,29 0,20 13,2 21,3
GSF Média 36,2a 093a 142,3a 55,2a 62,9a 6,61a 30la 360a 739a 11,3a
DP 5,62 0,07 19,4 12,8 7,06 0,25 0,16 0,24 29,9 4,57
GFTS Média 710a 1,630 4215a 160,6b  59,6a 6,95a 255a 4,40a 73,2a 27,2a

DP 60,5 0,45 488,0 93,5 17,2 0,98 0,48 0,83 35,1 32,3

Legenda: Cre — creatinina; AST — aspartatoanimotransferase; GGT — gamaglutamiltransferase; Gli — glicose; Prot —
proteina total; Alb — albumina; Glob — Globulina; Col — colesterol; trig — triglicerideos. GSC — Grupo sem contato
com a planta; GSF — Grupo sem sinais clinicos mas que teve contato com a planta; e GFTS — grupo de animais que
aEresentaram sinais clinicos de fotossensibilizag&o.

&% letras diferentes na mesma coluna indicam valores com diferenca significante (P < 0,05, teste de Kruskal-Wallis
seguido pelo teste de comparagdes maltiplas de Dunn)

Tabela 2. Valores das avaliacfes bioquimicas séricas de ovinos realizadas no dia 09/02/2017

Ureia Cre AST GGT Gli Prot Alb Glob Col Trig

GSC  Média 20,4a 0,97a 117,7a 56,6a 70,0b 5/41b 2,76a 2,66b 79,7a 20,6b
DP 6,62 0,13 32,0 3,35 626 035 026 023 179 115

GSF  Média 356D 1,04a 129,1a  53,7a 54,1a 595a 2,75a 3,20a 63,1a 9,0a
DP 5,80 0,13 20,8 13,3 922 049 026 045 195 2,66
GFTS Média 63,6 1,67b 434,6a  1158a 49,0a 6,04 2,23 38la 742a 304
DP 64,3 0,53 4934 75,1 10,1 1,55 0,44 1,26 293 30,7

Legenda: Cre — creatinina; AST — aspartatoanimotransferase; GGT — gamaglutamiltransferase; Gli — glicose; Prot —
proteina total; Alb — albumina; Glob — Globulina; Col — colesterol; trig — triglicerideos. GSC — Grupo sem contato
com a planta; GSF — Grupo sem sinais clinicos mas que teve contato com a planta; e GFTS — grupo de animais que
aEresentaram sinais clinicos de fotossensibilizacéo.

% letras diferentes na mesma coluna indicam valores com diferenca significante (P < 0,05, teste de Kruskal-Wallis
seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn)
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5.3. NECROPSIA E HISTOPATOLOGIA

Macroscopicamente, o animal apresentou crostas na face e orelhas (Figura 4), ictericia
generalizada e os rins e figado estavam firmes e esverdeados (Figura 5). Na
histopatologia, o figado mostrou infiltrado difuso de macréfagos espumosos (Figura 6),
raras células multinucleadas, aumento discreto de volume dos hepatocitos
(megalocitose). O figado também apresentou tendéncia & formacéo de fibrose entre
fileiras de hepat6citos proximo ao espaco porta (Figura 7). J& no fragmento de pele
analisado, foi observada area focalmente extensa de perda de epitélio de revestimento
que se estende para a derme superficial e profunda (Figuras 8 e 9), caracteristica de
necrose epidermal e dermal. As fibras colagenas esparsas, caracteristico de edema, e
presenca de infiltrado neutrofilico, restos celulares e trombos vasculares oclusivos.
Histologicamente, os rins ndo apresentaram alteracdes. Assim, o figado apresentou
hepatite histiocitica com macréfagos espumosos aguda difusa acentuada e a pele,
necrose epidermal e dermal focalmente extensa aguda acentuada com trombos
oclusivos. Por outro lado, as amostras de rins, pulmdo e cérebro ndo apresentaram
alteraces histopatoldgicas.

Figura 4: Lesdo macroscopica de crostas em orelha de ovino acometido por fotossensibilizacdo
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Figura 6: Fotomicrografia de figado apresentando multiplos macréfagos espumosos (setas pretas). HE (200x)
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porta (seta preta). HE (200x)

Figura 8: Fotomicrografia de tecido epitelial com perda da arquitetura do epitélio (seta preta). HE (50x)
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Figura 9: Fotomicrografia de tecido epitelial com alteragdo vascular secundaria a fotossensibilizacéo. Presenca de
material eosinofilico no interior de vasos, compativel com trombo (seta preta). HE (50x)

i

5.4. CONTAGEM DE ESPOROS

Todas as amostras de macega de B. ruziziensis foram analisadas quanto a quantidade de
esporos de P. chartarum (Figura 10) por grama da planta, apresentando média em todo
0 periodo avaliado de 479.844 + 443.951 esporos/g de planta. Os valores das contagens
por dia de coleta estdo apresentados na Tabela 3. A contagem de esporos de Pithomyces
chartarum ndo apresentou diferenca estatistica entre os dias de coleta.

Figura 10: Fotomicrografia de esporos de Pithoyces chartarum.
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Tabela 3. Contagem de esporos de Pithomyces chartarum em amostras de Brachiaria
ruziziensis. Os valores estdo apresentados na forma de média + desvio-padrao.

Data da coleta Contagem (esporos/g)

03/02/2017 302.500 + 151.079
09/02/2017 302.500 + 151.079
15/02/2017 773.750 £ 651.490
24/02/2017 282.500 + 307.205
08/03/2017 601.250 + 516.501
20/03/2017 592.500 + 682.221
29/03/2017 462.500 * 233.435
04/04/2017 700.000 +473.779

As contagens ndo diferiram estatisticamente entre os dias de coleta (P>0,5)

5.5. DETECCAO E QUANTIFICACAO DA PROTODIOSCINA

Foram avaliadas 64 amostras de B. ruziziensise quanto a presenca e quantidade de
protodioscina presente na graminea utilizando sistema LC-MS/MS. As amostras foram
divididas em amostras de Simulado e Brotacao, e os resultados estdo apresentados nas
Tabelas 4 e 5, respectivamente. A concentracdo média total de protodioscina nas
amostras de Simulado foi 0,020 + 0,024 % (204,7 + 237,1 mg/Kg), enquanto na planta
em Brotacdo foi 0,065 + 0,084 % (645,2 + 840,5 mg/Kg).

Tabela 4: Concentragdes de protodioscina encontradas em amostras de Simulalo de Brachiaria
ruziziensis. Os valores estdo apresentados na forma de média + desvio-padréo.

Data da coleta mg/Kg %
03/02/2017 159,3+57,4 0,016 + 0,006
09/02/2017 249,3 +408,1 0,025 £ 0,041
15/02/2017 570,6 + 300,5 0,014 + 0,013
24/02/2017 210,7+195,4 0,057 + 0,030
08/03/2017 131,1+107,7 0,021 + 0,020
20/03/2017 134,8 +125,1 0,013 +0,011
29/03/2017 42,0+ 22,6 0,014 + 0,012
04/04/2017 159,3+57,4 0,004 + 0,002
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Tabela 5: Concentracfes de protodioscina encontradas em amostras de Brachiaria ruziziensis
em Brotacdo. Os valores estdo apresentados na forma de média + desvio-padréo.

Data da coleta mg/Kg %
03/02/2017 217,0 £ 150,1 0,022 + 0,015
09/02/2017 97,2+84,3 0,010 + 0,009
15/02/2017 159,7 + 158,8 0,016 + 0,016
24/02/2017 1898,2 +£1715,0 0,190 £ 0,172
08/03/2017 436,5+ 193,8 0,044 + 0,019
20/03/2017 336,7+171,6 0,034 + 0,017
29/03/2017 1289,0 £ 503,0 0,129 + 0,050
04/04/2017 727,5+430,8 0,073 £ 0,043

5.6. VALIDACAO DO METODO

ApoOs a validacdo do metodo por LC-MS/MS, o mesmo apresentou critérios de
desempenho adequados para deteccdo e quantificacdo da saponina Protodioscina
(Figura 11). Onde no cromatograma do padréo, de linha vermelha, foi adquirido na
funcdo alta energia de colisdo do modo MSF; e no cromatograma de linha verde, foi

adquirido na funcao baixa energia de coliséo.
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Figura 11: Cromatograma do padréo da protodioscina — Linha vermelha: adquirido na funcéo alta energia de

colisdo do modo MSE; Linha Verde: adquirido na fungo baixa energia de coliséo.

5.6.1. Seletividade

O cromatogramas obtidos na analise da mistura da solucdo padrdo e da matriz branca

esta representada na Figura 12. No cromatograma do padrdo observa-se o pico no tempo

de retencdo (t;) de 1,35, 0 mesmo ndo é observado no cromatograma da matriz branca,

demonstrado a auséncia de interferentes na matriz.
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Figura 12: Cromatograma da mistura da solugéo padrdo da protodioscina. No gréafico de linha verde observa-se o pico
no tempo de retencéo (t;) de 1,35 minutos, 0 mesmo ndo é observado no no grafico de linha vermelha (da matriz

branca).

5.6.2. Efeito matriz

Foram realizadas cinco concentrac¢Ges do padréo, 10, 20, 30, 40, 50 pg/mL (Figura 13) e
apos analise do diagrama de dispersdo constatou-se alteracdo significativa do

coeficiente angular da reta p < 0,001 indicando a presenca de efeito matriz.

Grafico: Diagrama de Dispersdo
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Figura 13: Avaliacdo do paralelismo entre as curvas de calibracdo com a presenca da matriz e sem a
presenca da matriz
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5.6.3. Linearidade

A curva analitica fortificada da protodioscina apresentou linearidade na faixa de 0,1 a

10 pg/mL, p < 0,001 e esta representada na Figura 14 e na Tabela 6.

y =11493x - 1303,8
R?=0,9954
140000

120000

100000
80000
60000 '...-...---....-
40000 '
20000

0 ¥

0 2 4 6 8 10 12
-20000

Figura 14. Curva analitica matrizada para analise de protodioscina

Tabela 6. Equacéo de regressdo linear e coeficiente de determinacgo e correlacdo das curvas analitica para
Protodioscina

Analito Equacéo R? r

Protodioscina y =11493x - 1303,8 0,99536 0,99767

R? = coeficiente de determinacéo; r = coeficiente de correlacéo.

5.6.4. Limite de deteccdo (LOD) e menor limite de quantificacdo (LOQ)

A validacdo do método de protodioscina tem os valores de LOD e LOQ apresentados na
Tabela 7.

Tabela 7: Limites de detec¢do e de quantificagcdo do método.

Analito Limite de Detecgéo Limite de
(ng/mL) Quantificagdo (ug/mL)
Protodioscina 0,03 0,1
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5.6.5. Exatidao

Nos ensaios de recuperacao, os valores obtidos estdo descritos na Tabela 8 e a média da
recuperacdo obtida esta na Tabela 9.

Tabela 8. Limites de deteccdo e de quantificagdo do método.

Analito RECUPERAGAO %*

Alta = 10,0 pg/mL

Protodioscina 11,10

Meédia = 5,0 pg/mL

Protodioscina 8,17

Baixa = 1,0 pg/mL

Protodioscina 7,30

*valores da média das trés repeticdes

Tabela 9. Recuperacdo média

RECUPERACAO MEDIA

Analito Py

Protodioscina 106,38
*valores da média das repeticoes

5.6.6. Preciséo

Por meio da analise da dispersdo dos resultados, a repetitividade e a reprodutibilidade
foram analisadas com as concentracdes baixa (1,0 pg/mL), média (5,0 pg/mL) e alta
(10,0 pg/mL); no mesmo dia e em dias diferentes, respectivamente. Os valores sdo

expressos por meio do desvio padrdo relativos (RSD) apresentados nas Tabelas 10 e 11.
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Tabela 10: Repetitividade expressa pelo desvio padréo relativo de protodioscina nas diferentes
concentracoes.

REPETITIVIDADE *

Analito RSD (%)

Alta = 10,0 pg/mL

Protodioscina 8,8

Meédia = 5,0 pug/mL

Protodioscina 9,49

Baixa = 1,0 pg/mL

Protodioscina 13,26
*valores da média das trés repeticdes

Tabela 11. Reprodutibilidade expressa pelo desvio padrdo relativo de protodioscina nas diferentes
concentracdes.

REPRODUTIBILIDADE

Analito RSD %*
Alta = 10,0 pg/mL
Protodioscina 11,10
Meédia = 5,0 pg/mL
Protodioscina 8,17
Baixa = 1,0 pg/mL
Protodioscina 7,30

*valores da média das trés repeticdes

5.6.7. Aplicacdo do método
O método para deteccdo e quantificacao da técnica foi aplicado em outros dois surtos de

fotossensibilizacdo em ovinos, um no Ceara e outro em Minas Gerais. Os resultados

estdo apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12: Valores de protodioscina encontrada em amostras de Brachiaria dos surtos no Ceara e em
Conselheiro Lafaiete, Minas Gerais.

Amostra Cidade mg/Kg %
B. decumbens Ceara 11.190,80 1,119
B. decumbens Ceara 7.147,40 0,715
B. decumbens C. Lafaiete/MG 7.225,66 0,723
6. DISCUSSAO

6.1. SINAIS CLINICOS

O diagnostico de fotossensibilizagdo hepatogena por B. ruziziensis foi baseado nos
sinais clinicos e nos achados necroscopicos e histopatoldgicos. Também foram
realizadas contagem de esporos de Pithomyces chartarum e dosagem da saponina

protodioscina nas amostras de folhas de B. ruziziensis.

Os sinais clinicos apresentados pelos ovinos estudados sdo condizentes com 0s sinais
relatados por alguns autores como a apatia, anorexia, ictericia, prurido da pele,
fotofobia, descarga ocular serosa, edema subcutéaneo no rosto e ouvido; na pele de areas
mal pigmentadas existem lesGes caracterizadas por eritema, perda de pelos e crostas
(Brum et al., 2007; Saturnino et al., 2010; Albernaz et al. 2010; Castro et al., 2011;
Lemos et al., 2011; Mustafa et al., 2012; Oliveira et al., 2012; Faccin et al., 2014). Estes
mesmos autores descreveram que as areas de pele lesadas e irregulares pela
fotossensibilizacdo evoluem para necrose e destruicdo, associado em muitos casos a
deformidade dos ouvidos devido a cicatrizacdo dessas lesdes. No presente caso, 0S
animais apresentaram crostas nas orelhas e necrose a histopatologia (descrito a seguir),
mas ndo chegaram a apresentar deformacdo e cicatrizacdo levando a deformidade da

regiao.

Seixas et al. (2016) estudaram casos provenientes tanto do Brasil, mantidos em

pastagens de Brachiaria quanto de Agores, Portugal, onde ndo ha areas cultivadas de
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quaisquer espécies de braquiaria. Apartir disso tentam dividir os sinais clinicos entre
animais intoxicados por saponinas e por esporidesmina. Porém, ao consultarmos a
literatura, h sobreposicdo dos sinais clinicos, onde animais intoxicados por saponina ou
esporidesmina, apresentam sinais clinicos semelhantes. Além disso, Fejér e Mariychuk
(2016) analisaram amostras de Tribulus terrestris coletadas em Portugal e encontraram
alto teor de saponinas esteroidais totais (até 4,40%), das quais protodioscina (até
2,70%). Assim, ndo ha como garantir que os animais estudados por Seixas et al. (2016)

ndo ingeriram protodioscina e outras saponinas esteroidais.

Como observado neste estudo, a sintomatologia clinica observada apresentou sinais
relativos aos dois agentes, segundo a diferenciacdo proposta por Seixas et al. (2016).
Isto ressalta a importancia da contagem de esporos e dosagem de protodioscina para

fechar o diagnostico, conforme sera discutido adiante.

6.2. MORTALIDADE

Em surto causado por B. decumbens relatado por Oliveira et al. (2012), a mortalidade
foi de 34,2% entre ovelhas e cordeiros introduzidos na pastagem. No Estado do Pard,
em dois surtos de fotossensibilizacdo hepatdgena em ovinos por B. brizantha, as taxas
de mortalidade foram de 35,39% e 12,5%, respectivamente (Albernaz et al., 2010).
Esses valores sdo similares ao surto aqui descrito de fotossensibilizacdo por B.
ruziziensis, com morbidade de 20,8% (15/72) e mortalidade de 13,88% (10/72).

Em relato de Dubé et al. (2016) envolvendo cabras em Cuba, foi verificada morbidade
de 50% e mortalidade de 16%, sendo esta associada a colestase aguda atribuida a
ingestdo de capim hibrido de B. ruziziensis e B. brizantha, conhecido como Cv. Mulato.
No entanto, ndo foi determinado o seu conteddo de protodioscina, mesmo tendo
associado a causa da morte a presenca de protodioscina. Ha relatos cuja mortalidade foi
de 42,85% (Santos Junior, 2008), enquanto Saturnino et al. (2010) reportaram 45,8% de

mortalidade em intoxicagdo experimental.
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6.3.BIOQUIMICA SERICA

A gama-glutamiltransferase se encontra na membrana de células epiteliais biliares e de
hepatdcitos, 0 aumento sérico desta enzima ocorre em casos de colestase, onde a estase
de &cidos biliares nos ductos estimula a sintese e liberacdo desta enzima (Stockham e
Scott, 2011). A média do valor de GGT do GFTS foi estatisticamente maior do que o
GSF e GSC no dia 3 de fevereiro (Tabela 1), mas no dia 9 (Tabela 2) esta diferenca ndo
permaneceu, porém, numericamente o valor de GGT do GFTS permaneceu acima dos
valores de referéncia. A permanéncia da alteracdo do valor de GGT do GFTS pode
representar continuidade da colestase (Kaneko et al.; 2008). A ictericia observada nas

amostras pode auxiliar na comprovacao da provavel colestase.

Alguns autores descrevem o aumento sérico de GGT como sendo o0 melhor indicador da
presenca de intoxicacdo, pois seu aumento ocorre em casos de colestase e lesdo do
epitélio biliar, e tende a permanecer aumentado por um periodo mais longo (Fagliari et
al., 1994; Castro et al., 2007; Santos Junior, 2008; Saturnino et al., 2010).

De acordo com a andlise apresentada na tabela 1 e 2, ndo houve diferenca estatistica
entre os valores de AST dentro dos grupos, porém, numericamente o GFTS tem o maior
valor de média e este esta acima do valor de referéncia, tanto no dia 03 quanto no dia 09
de fevereiro. Demosntrando alteracdo hepatica como ja relatado por outros autores onde
os valores aumentados de GGT e AST séo detectados tanto nos casos naturais como nos
experimentais de intoxicacdo por Brachiaria spp em bovinos e ovinos (Mendonga et al.,
2008; Castro et al., 2007; Santos Junior et al., 2008; Saturnino et al. 2010).

Santos Janior (2008) descreve que aumentos consideraveis de AST e GGT ndo podem
ser correlacionados com o diagndstico e prognostico da intoxicacdo, quando 0s casos
sdo analisados individualmente, ou, uma vez que ovinos sem sinais clinicos

apresentaram elevac6es nos niveis de atividade destas enzimas.
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Os niveis de globulinas, nos dias de analise, 03 e 09/fev, foram diferentes no grupo GSC
em comparacdo aos grupos GSF e GFTS. O GSC apresenta globulinas abaixo dos
valores de referéncia. 1sso teria que ser investigado em relagdo as condigdes de pastejo

ou criacdo as quais este animal foi submetido.

Ha diferenca estatistica entre os valores de ureia no dia 9 entre 0 GSF e 0 GSC, porém
ambos estdo dentro dos valores de referéncia. A diferenca pode ocorrer devido a
diferenca na alimentacdo e ao metabolismo proteico secundério ao contetido de proteina
na alimentacdo (Stockham e Scott, 2011), mas nada patoldgico visto que os valores

estdo normais.

Sobre a creatinina, 0 GFTS demonstrou diferenca estatistica em relagcdo aos grupos GSF
e GSC nos dois dias de analise, onde numericamente o de GFTS esta dentro dos valores
de referéncia, e os grupos GSF e GSC estdo abaixo dos valores de referéncia. A
creatinina baixa acontece em animais caquéticos ou ndo € clinicamente significativa
(Stockham e Scott, 2011), isso vai variar de acordo com o estado clinico do paciente,

neste caso, a baixa de creatinina possivelmente ndo tem significado.

O GSC apresentou diferenca estatistica em relacdo ao GFTS e GSF nos valores da
glicose; porém, os trés grupos se encontram dentro dos valores de referéncia. A
diferenca pode ser justificada pelo fato de que 0s grupos que tiveram contato com a B.
ruziziensis podem ter periodo de inapeténcia gerando algum grau de diminuicdo dos
niveis de glicose. N&o se pode descartar a possibilidade de diminuicdo da producdo da
glicose (Stockham e Scott, 2011), uma vez que pode haver comprometimento hepético

destes animais.

6.4. HISTOPATOLOGIA

As principais alteragdes macroscopicas consistem em escore corporal baixo, crostas nas

bordas das orelhas, figado de coloragdo amarelada, mucosa ictérica, padrdo lobular
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marcado e vesicula vesical distendida (Brum et al., 2007; Castro et al., 2007; Saturnino
et al., 2010; Castro et al., 2011; Albernaz et al., 2010; Oliveira et al., 2012; Mustafa et
al., 2012; Faccin et al., 2014).

Seixas et al. (2016) descreveram diferencas entre as lesdes causadas por cada agente, e
compararam amostras de figado de animais que ingeriam Brachiaria spp. e amostras de
animais coletadas em Portugal, onde ndo ha cultivo desta forragem e 0s casos de
fotossensibilizacdo sdo associados a micotoxina produzida por P. chartarum,
esporidesmina. Os autores descreveram que em grande parte das amostras de Portugal,
macroscopicamente possuem areas de intensa fibrose, atrofia no lobo esquerdo e nas
bordas, espessamento das vias biliares, além de nodulos de regeneracdo. Porém, ndo
relataram se foram coletadas amostras das forragens presentes na regido e se foi feita
contagem dos esporos ou dosagem de protodioscina. Ja no presente caso,
macroscopicamente o animal apresentava ictericia generalizada, les6es crostosas na face
e orelhas, os rins e figado se apresentaram firmes e esverdeados, o figado néo

apresentou nenhum sinal de fibrose ou nédulos de regeneracéo.

Algumas divergéncias sao encontradas na literatura em relacdo aos achados
histopatoldgicos. Seixas et al. (2016) citaram a relevancia da presenca de lesOes
fibréticas no figado de animais atingidos pela esporidesmina. No caso apresentado por
Rosa et al. (2016), foram evidenciadas lesdes hepaticas fibrdticas em caprinos que,
segundo os autores, foram causadas pela saponina. Porém, neste trabalho ndo houve
avaliacdo direta do conteudo de protodioscina presente e da contagem de esporos de P.

chartarum.

Riet-Correa et al. (2011) sugeriram que ha diferencas significativas quando a
intoxicacdo é causada pela esporidesmina ou acdo da saponina protodioscina. No caso
de intoxicacdo pela ingestdo da planta Brachiaria spp, apresentam células espumosas e,
ocasionalmente, cristais em ductos biliares. Ja Seixas et al. (2016) descrevem que nédo

ha diferencas significativas entre animais afetados por saponinas ou esporidesmina.
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Diversos autores descrevem os achados histopatoldgicos incluindo ruptura do arranjo
trabecular dos hepatdcitos com infiltrado de macréfagos espumosos e, que podem se
juntam a ponto de formarem células gigantes multinucleadas, aumento de volume dos
hepatdcitos, necrose hepatocelular individual e estase biliar. H& presenca de fibrose
periportal, cristais birrefringentes no interior dos canais biliares, proliferacdo do ducto
biliar e infiltrado inflamatério linfoplasmocitico (Brum et al., 2007; Castro et al., 2007,
2011; Albernaz et al., 2010; Lemos et al., 2011; Riet-Correa et al., 2011; Mustafa et al.,
2012; Oliveira et al., 2012; Faccin et al., 2014).

Ao exame histologico no caso em estudo, o figado apresentou lesdes ja citadas na
literatura onde descrevem casos de fotossensibilizacdo causado tanto por saponina,
quanto por esporidesmina. Estes achados incluem infiltrados difusos de macrofagos
espumosos, raras células multinucleadas, aumento discreto de volume dos hepatocitos
(megalocitose), compativel com o quadro de hepatite histiocitica com macrofagos
espumosos aguda difusa acentuada. Tambem apresentou tendéncia a formacao fibrose

entre fileiras de hepatdcitos no espaco porta.

Em experimento de Cruz et al. (2001), a colangite multifocal na triade portal foi
induzida ao administrarem extratos fracionados de B. decumbens, positivos para
saponina, a ovinos. Além disso, levou a presenca de infiltrado inflamatério, proliferacédo
de ductos biliares, e presenca de cristais. Foi avaliada a contagem de esporos de P.
chartarum e estavam em niveis inferiores aos detectaveis. Deve ser ressaltado que 0s
cristais birrefringentes quando ausentes, ndo descarta a intoxicacdo (Souza et al., 2010).
A presenca de cristais depositados no sistema biliar dos animais intoxicados foi a
principal lesdo relatada também nos casos em que a contagem de esporos foi baixa
(Graydon et al., 1991).

No fragmento de pele analisado, foi observada area focalmente extensa de perda de

epitélio de revestimento que se estende para a derme superficial e profunda,
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caracteristica de necrose epidermal e dermal. As fibras colagenas esparsas,
caracteristico de edema, e presenca de infiltrado neutrofilico, restos celulares e trombos
vasculares oclusivos, compativel com o quadro de necrose epidermal e dermal
focalmente extensa aguda acentuada com trombos oclusivos. Essas caracteristicas estdo
de acordo com as lesdes relatadas por Lemos et al. (1996) e Faccin et al. (2014), que
descreveram que as lesdes cutaneas sdo caracterizadas por hiperqueratose e
paraqueratose, necrose coagulante epidérmica, detritos necréticos, aglomerados

bacterianos, infiltrado inflamatério neutrofilico e necrose dos vasos dérmicos.

6.5. CONTAGEM ESPOROS DE Pithomyces chartarum

Ha autores que querem comprovar a relacdo da fotossensibilizacdo com a presenca de
saponinas; em contrapartida, ha autores que atribuem a esporidesmina, produzida por P.

chartarum, a responsabilidade pela intoxicacéo (Seixas et al, 2016).

Diversos trabalhos avaliaram a quantidade de esporos do fungo P. chartarum e a
producdo de esporidesmina, no qual encontraram baixa quantidade de esporos, de cerca
de 5.500 esporos por grama de folhas frescas (Collin et al., 1998; Santos Junior., 2008;
Mustafa et al., 2012).

Nas amostras do presente estudo avaliadas entre os meses de Fevereiro e Abril, as
contagens de esporos variaram entre 50.000 a 1.605.000 esporos/g de planta,
ultrapassando valores citados como responsaveis por intoxicacdo na literatura, o que
pode justificar a sintomatologia apresentadas pelos animais do estudo.

6.6. VALIDACAO DO METODO

A concentracdo de protodioscina em B. decumbens e B. brizantha em diferentes estadios

de crescimento foi dosada por diversos autores; porém, os resultados sdo divergentes,
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mostrando diferencas ndo significativas e até mesmo niveis muito baixos ou

indetectaveis em alguns casos de surto (Riet-Correa et al., 2011; Gracindo et al., 2014).

Isso leva ao questionamento da atribuicdo da Brachiaria spp. como sendo toxica pela
presenca de protodioscina e do grau de confiabilidade dos métodos de medigdo
empregados anteriormente (Pérez et al., 2016). Desta forma, é essencial a mensuracdo
dos niveis da protodioscina em braquiarias utilizando metodologias analiticas

comprovadamente confiaveis e reproduziveis.

A seletividade, linearidade, limite de detecgdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ),
exatiddo e precisdo devem ser estudados durante o processo de validacdo (Ribani et al.,
2004; Demoliner, 2008; INMETRO, 2009; Amparo, 2013; ANVISA, 2017). Ao realizar
essas etapas para validacdo do método de deteccdo e quantificagdo de protodioscina no
presente estudo, a técnica foi considerada adequada para a pesquisa da saponina em B.

ruziziensis.

N&o foram observados interferentes eluindo no mesmo tempo de retencdo da
protodioscina, na avaliacdo da seletividade. Isso garante que o pico de resposta seja

exclusivamente do analito de interesse, como exigido pela ANVISA (2017).

Para o estudo da linearidade, foram utilizadas cinco concentracfes diferentes da
substancia quimica, estando de acordo com o nimero minimo exigido pela ANVISA
(2017). O coeficiente de correlacdo linear (r) é utilizado para mostrar se a reta esta
adequada como modelo matematico. O valor usualmente requerido pelo INMETRO
(2003) € maior que 0,90, enquanto 0,990 é requerido pela ANVISA (2017), para
garantir menor dispersdo do conjunto de pontos experimentais. Assim, o valor de r
obtido por meio da equacdo da reta no presente estudo foi superior ao valor
recomendado pelo INMETRO (2003) e pela ANVISA (2017).
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A exatiddo do método avaliado foi adequada, pois, por meio de ensaios de recuperagéo,
os valores encontrados estdo de acordo com os critérios estabelecidos pelo AOAC
Internacional (2016).

Para a determinacgdo da precisdo, o0 método foi validado de forma adequada, seguindo o
namero de concentracOes e repeticdes determinados pela ANVISA (2017). Os valores
dos coeficientes de variacdo obtidos nos estudos de repetibilidade e reprodutibilidade
apresentaram valores inferiores a 15%, valor recomendado pela United States Food and
Drug Administration (US-FDA, 2001). O método de LC/MS-MS validado apresentou
valores de LOD de 0,03 ug/mL e de LOQ de 0,1 ug/mL. A partir disso, 0 método
validado esta adequado para a detec¢éo e a quantificagcdo da protodioscina devido a sua
alta sensibilidade de detectar compostos em niveis tragos mesmo em matrizes

complexas.

6.7. PROTODIOSCINA

Como a protodioscina ndo possui cromoforo, isso impede deteccdo sensivel por UV,
apresentando sinal baixo neste tipo de deteccdo. Deste modo, 0 uso de espalhamento de
luz evaporativo (ELS) vem sendo utilizada como alternativa, pois tolera as
interferéncias das impurezas, e a elui¢do gradiente da fase movel melhora a precisdo da
determinacdo das saponinas (Ganzera et al., 2001). Outra forma eficaz de deteccéo € por
meio de MS (YYang et al., 2003).

Por outro lado, Lee et al. (2010) descreveram um método utilizando HPLC para
dosagem de protodioscina em aspargos que emprega o detector de UV. Os limites de
deteccdo e de quantificag@o para a protodioscina foram de 1,6 pg/mL e 3,13 pg/mL,
respectivamente, e a linearidade foi observada entre 3,13 pg/mL e 1000,0 pg/mL.
Assim, estes autores concluem que o detector UV poderia ser utilizado para a deteccdo
de protodioscina de forma eficiente em aspargos ou seus subprodutos. No mesmo

sentido, Lozano et al. (2017) mostram que os limites de deteccdo e de quantificagdo
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para a protodioscina foram de 2,8 pg/mL ¢ 8,3 ug/mL, equivalentes a 0,05% e 0,16% na
planta, respectivamente; a linearidade foi confirmada entre 10 e 1.000 pg/mL.
Inicialmente tentamos reproduzir esta metodologia para amostras de Brachiaria, mas
ndo foi possivel obter resultados reprodutiveis (dados ndo apresentados). I1sso mostra a
necessidade de desenvolver metodologia prépria para deteccdo e quantificacdo de
protodioscina especificamente em Brachiaria spp.

As técnicas analiticas utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS ou MS/MS) s@o consideradas como as mais adequadas para uso na
analise e identificagdo simultaneas de diferentes saponinas em mistura (Wang et al.,
2007; Dinchev et al., 2008).

6.7.1. ConcentracOes toxicas de protodioscina

Alguns surtos de fotossensibilizacdo foram relatados em ovinos que foram alimentados
com Brachiaria spp. contendo 0,3% a 2,56% (Castro et al., 2011); 0,3% a 2,56%
(Mustafa et al., 2012; 0,88% (Albernaz et al., 2010); 2,36% de protodioscina (Brum et
al., 2007) e em cabras ingerindo 1,54% de protodioscina (Silveira et al., 2009). Porém,
bovinos ndo apresentaram sinais clinicos mesmo sendo alimentado com Brachiaria spp.
contendo 1,09% (Moreira et al., 2009a) e 1,63% (Brum et al., 2007) de protodioscina.
Lee et al. (2009) dosaram trés amostras de braquiaria causando fotossensibilizacdo em
ovinos, duas amostras de B. decumbens e uma de B. brizantha continham 1,55% e

1,15% e 0,628% de saponina, respectivamente.

No presente estudo, a variacdo da concentracdo de protodioscina em amostras de B.
ruziziensis foi de 0,001% a 0,093% em amostras de simulado (na altura da ingestdo dos
animais) e 0,003% a 0,442% em amostra de brotacdo. Dentre as amostras de brotacéo,
tivemos valores como 0,201% e 0,442%, que sdao compativeis com 0,3% de Castro et al.
(2011) e Mustafa et al. (2012).
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H& poucos estudos e relatos sobre intoxicagcdo causada por braquiaria onde houve
dosagem de saponina nas pastagens. Os trabalhos disponiveis demonstram uma grande
amplitude no nivel de protodioscina presente necessario para levar a fotossensibilizagdo
em ovinos. Pelo fato dos ovinos serem a espécie mais susceptivel a intoxicagcdo, mesmo

niveis baixos podem levé-los a apresentacao do quadro clinico (Mustafa et al., 2012).

Por outro lado, Riet-Correa et al. (2011) sugerem que o envenenamento de ovelhas
ocorre na presenca de altas dosagens, geralmente acima de 1% de saponina nas
pastagens. No entanto, 0s mesmos autores esclarecem que um limiar de toxicidade ainda

nao foi estabelecido.

Toda essa incerteza sobre o diagnostico de fotossensibilizagdo € influenciado por
diversos fatores como a falta de dados, susceptibilidade de animais jovens e resisténcia
de animais que ja tiveram contato com pastagens de braquiaria. Além disso, as
pastagens coletadas no momento da apresentacao dos sinais clinicos, provavelmente néo
representa a concentracdo de saponina que 0S animais ingeriram no momento da

intoxicacdo (Riet-Correa et al., 2011).

6.8. IDADE DA PLANTA E CLIMA

Os casos de fotossensibilizacdo nos ovinos estudados comecaram no més de Setembro,
apos o inicio das chuvas. Isso esta de acordo com trabalhos que associam os surtos de
fotossensibilizacdo ao aumento da pluviosidade e ao consumo de pastos em inicio de
brotacdo (Lemos et al. 1996; Mendonca et al. 2008; Moreira et al. 2009; Albernaz et al.,
2010), porém ha relatos de ocorréncia de surtos em qualquer época do ano (Mustafa,
2009; Souza et al., 2010),

No presente surto, as amostras de B. ruziziensis no periodo de brotacdo apresentaram,
em alguns piquetes, maiores dosagens de saponinas, mas quando se compara as medias

entre brotacdo e simulado, ndo houve diferencas.
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Santos Junior (2008) e Castro et al. (2009) afirmam que o maior teor de protodioscina é
encontrado na planta em brotacdo. Ainda, Barbosa-Ferreira et al. (2011), Ferreira et al.
(2011) e Goulart (2017) descrevem maior concentragcdo de protodioscina em plantas
jovens em relagdo a plantas velhas. Por outro lado, Brum et al. (2009) avaliaram as a
quantidade de saponinas e encontrou quantidades maiores de protodioscina em

braquiaria madura durante a quebra de sementes.

No presente estudo, o animal necropsiado estava no piquete 3, se alimentando do tipo
recombinante 2 RII. Apés a quantificagdo da protodiscina, foi detectado 653,93 mg/Kg
(0,065%) na amostra de Brotagédo e 51,03 mg/Kg (0,005%) na amostra de Simulado. A
contagem de esporos de P. chartarum encontrada neste mesmo paddock foi de
1.345.000 esporo/g, o clima no momento da coleta da amostra era de temperatura
minima de 16° C e umidade relativa de 93,25% (dados do clima obtidos do INMET), o
que corrobora com os dados fornecidos pela literatura como condicfes ideais para
crescimento do fungo. Assim, é provavel que a fotossensibilizacdo pela B. ruziziensis
aqui descrita tenha sido causada pela associacdo da esporidesmina produzida pelo fungo

com a protodioscina da planta.

7. CONCLUSOES

O método por LC-MS/MS validado € confiavel e sensivel para deteccdo e quantificacao

simultanea da protodioscina na graminea Brachiaria ruziziensis.

Brachiaria ruziziensis apresentou baixas concentracdes da saponina protodioscina em
comparagdo com outros tipos de Brachiaria spp. apresentados na literatura, enquanto as

contagens de esporos de Pithomyces chartarum foram consideradas elevadas.
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A fotossensibilizagdo observada nos ovinos alimentados com a B. ruziziensis
provavelmente é decorrente da acdo de esporidesmina produzida pelo fungo P.
chartarum. Por outro lado, as concentragdes da saponina protodioscina presentes na B.

ruziziensis foram consideradas insuficientes para promover a fotossensibilizacéo.

8. CONSIDERACOES FINAIS

H& necessidade de realizacdo de estudos mais abrangentes sobre a producdo de

esporidesmina por esporos de P. chartarum encontrados no Brasil.
E essencial a realizacdo da contagem de esporos ou dosagem da protodioscina na

Brachiaria spp. antes de atribui-los como causa da fotossensibilizagdo. N&o é possivel

afirmar com precis@o apenas por meio dos achados clinicos e histopatologicos.
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