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RESUMO

Brachiaria spp. € a planta toxica mais importante no Brasil Central devido a
presenca de saponina esteroidal que promove intoxicacdo hepatdgena em animais,
gue leva a ineficiéncia produtiva, fotossensibilizacdo e morte. A toxicidade da
Brachiaria spp. depende de fatores relacionados a susceptibilidade/resisténcia dos
animais e de fatores intrinsecos da planta, conferindo diferengas significativas na
manifestacdo clinica e mortalidade dos rebanhos mantidos em pastagens de
Brachiaria spp. O presente trabalho investigou as formas de resisténcia a intoxicacao
por Brachiaria spp. em ovinos por meio de trés experimentos concomitantes. No
primeiro experimento foi realizado o manejo adaptativo através da exposicao
controlada de ovinos em pastagens de Brachiaria spp. Foi demonstrada que a
exposicdo dos animais a B. decumbens por 2 horas por dia ou em dias alternados foi
capaz de proteger os animais da intoxicacdo durante o desafio. No experimento 2, a
utilizagdo da transfaunag&o ruminal foi demonstrada como uma possibilidade para
transferir a resisténcia a intoxicacdo pela graminea para animais susceptiveis. No
terceiro experimento, cordeiros provenientes de matrizes oriundas de rebanhos
susceptiveis, apresentaram maior morbidade a intoxicacdo que cordeiros de plantéis
adaptados ao pastejo em Brachiaria spp. O conjunto de resultados dos experimentos
permite sugerir que o controle do tempo de acesso aos piquetes de Brachiaria spp.,
aliado ao processo de transfaunacdo, podem ser alternativas viaveis para prevenir a
intoxicacdo pela graminea em ovinos enquanto 0s animais sao jovens, periodo de

maior susceptibilidade a desenvolverem toxicidade.

Palavras chaves: Brachiaria decumbens, saponina, manejo adaptativo,

transfaunacao, resisténcia.



ABSTRACT

Brachiaria spp. are the most important toxic plant in central-western Brazil due
to the presence of steroidal saponins, cause hepatogenous poisoning in animals,
leading to production inefficiencies, photosensitization and death. The toxicity of
Brachiaria spp. depends on factors related to susceptibility / resistance of animals and
intrinsic factors of the plant, providing significant differences in clinical presentation and
mortality of livestock grazing the plant. The present study investigated the forms of
resistance to Brachiaria spp. poisoning in sheep through three simultaneous
experiments. The first experiment, the adaptive management, was perform by
controlled exposure of sheep grazing Brachiaria spp. It was demonstrated that
exposure of animals to B. decumbens for 2 hours a day or on alternate days was able
to protect animals from poisoning during the challenge. In experiment 2, the use of
rumen transfaunation was demonstrate as a possibility to transfer the resistance to
poisoning by the grass to susceptible animals. In the third experiment, lambs originated
from livestock susceptible to poisoning had higher morbidity than flocks of lambs
adapted to grazing on Brachiaria spp. The set of results of the experiments suggest
that the control of access to the paddocks of Brachiaria spp., allied to transfaunation
process can be a viable alternative to prevent poisoning in sheep by the grass while

the animals are young.

Keys words: Brachiaria decumbens, saponin, adaptive management, rumen

transfaunation, resistance.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

A alta taxa de adaptabilidade em variadas condi¢cdes de solo e clima, obtendo
vantagens sobre outras espécies de forrageiras, fez com que a Brachiaria spp.
ocupasse espacos cada vez maiores, constituindo hoje a base da alimentacéo de uma
consideravel fracdo do rebanho brasileiro (BAUER et al. 2008), especialmente no
cerrado (DIAS et al. 2004, VIANA & BORGES 2006). Contudo, a utilizacdo desses
pastos tem sido um obstaculo a criacdo de ovinos, por produzir intoxicacdo
hepatdgena, levando os animais a fotossensibilizacdo e morte (CASTRO et al. 2011,
RIET-CORREA et al. 2011).

A ocorréncia de surtos de intoxicagdo e morte de ovinos, caprinos e bovinos
ocorre desde a introducdo de Brachiaria spp. no pais (ANDRADE et al. 1975,
TOKARNIA et al. 1979, TOKARNIA et al. 2000). Os ovinos sdo0 mais sensiveis aos
efeitos toxicos da Brachiaria spp. (LEMOS et al. 1998).

A intoxicacdo de animais por plantas gera perdas diretas e indiretas. As perdas
diretas provocadas por mortes de animais, diminuigcdo dos indices reprodutivos e da
produtividade, e outras doencas transitorias, enfermidades subclinicas e aumento da
susceptibilidade a outras doencas devido a depressdo imunoldgica. As perdas
indiretas incluem os custos de controlar as plantas toxicas nas pastagens, medidas
de manejo para evitar as intoxicagdes, reducédo do valor da forragem e do valor da
terra, gastos com substituicdo de animais mortos e com diagndstico e tratamento dos
animais intoxicados (RIET-CORREA & MEDEIROS 2001).
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Apesar da vasta literatura acerca de intoxicagdes por plantas em ruminantes,
entre elas Brachiaria spp., ndo existe nenhum programa com objetivo de controlar e
minimizar as perdas ocasionadas por esse problema (RISSI et al. 2007) e pouco se
conhece sobre adaptacao e sensibilidade de animais, bem como, formas seguras de
utilizag&o de Brachiaria spp. (CASTRO et al. 2011).

Nesse sentido, estudos que visam identificar os mecanismos de adaptacéo de
rebanhos a Brachiaria spp., sdo de imenso valor ao desenvolvimento da producéo de

animais e em especial da ovinocultura.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Brachiaria spp.

Diversas espécies do género Brachiaria sdo utilizadas como forrageiras no
Brasil. B. decumbens cv. IPEAN foi introduzida no Brasil em 1952. B. decumbens cv.
Basilisk foi introduzida no pais em 1972 oriunda da Australia e se popularizou
rapidamente pelas regibes Centro-Oeste, Norte e Sul do Brasil. As gramineas B.
brizantha, introduzida no pais em 1980, e B. humidicola, em 1973, tém sido
amplamente aceitas em substituicdo a B. decumbens devido a sua toler&ncia ao
ataque de cigarrinhas (familia Cercopidae), que atinge severamente as pastagens
(SEIFFERT 1980, RIET-CORREA et al. 2011).

A maior parte dos surtos séo descritos em pastagem de B. decumbens (LEMOS
et al. 1996, 1998, BRUM et al. 2007, MENDONGCA et al. 2008) e B. brizantha
(MACEDO et al. 2008, RISSI et al. 2011). A intoxicagdo em outras espécies do género
Brachiaria é rara, com descricao de surtos isolados em B. humidicola e B. ruziziensis
(RIET-CORREA et al. 2011).

A intoxicacdo por Brachiaria spp. pode ocorrer durante qualquer época do ano
(SIQUEIRA-SOUZA et al. 2005), contudo, a ocorréncia de fotossensibilizacédo
hepatogena em bovinos ocorre, principalmente, no outono (mar¢o a maio) e na
primavera (setembro a novembro) (SCHILD 2007). Portanto, a toxidez das plantas néo
€ uniforme, ao contrario, apresenta variacdes de acordo com a época do ano,

condi¢des de administracdo e outras variaveis ainda pouco esclarecidas (TOKARNIA
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et al. 2000, RIET-CORREA & MEDEIROS 2001, ZHANG et al. 2001, SILVA et al.
2006, BRUM et al. 2007).

Os primeiros relatos associados a intoxicacdo experimental por B. decumbens
descrevem morbidade e mortalidade de 100% de ovinos (ANDRADE et al. 1975).
Ainda hoje, a intoxicacdo pela planta € caracterizada por elevada morbidade,
mortalidade e letalidade (MUSTAFA et al. 2012).

2.2. Etiopatogenia

Inicialmente a micotoxina esporidesmina, produzida pelo fungo saprofito
Pithomyces chartarum, foi apontado como agente responsavel pela
fotossensibilizagdo em animais (ANDRADE et al. 1975). Contudo, outras analises
demonstram que, mesmo na auséncia de esporos no pasto, alguns animais
apresentam as mesmas lesdes associadas a fotossensibilizacdo, e sugerem outra
etiologia para intoxicacao por Brachiaria spp. (LEMOS et al. 1996, 1998, DRIEMEIER
et al. 1998, TOKARNIA 2000, BRUM et al. 2007).

Os primeiros relatos acerca da toxicidade das braquiarias, pela presenca de
saponinas esteroidais, foram observados em ovinos que pastejavam B. decumbens,
apresentaram alteracbes na motilidade e pH ruminal e fotossensibilizagc&do, sinais
atribuidos a compostos hepatotoxicos da planta (SALAM ABDULLAH et al. 1988).
Alguns relatos demonstraram a presenca destas substancias em amostras de capim,
conteudo de vesicula biliar (CRUZ et al. 2000, DRIEMEIER et al. 2002) e em extratos
purificados de conteddo ruminal de ovinos (SALAM ABDULLAH et al. 1992, CRUZ et
al. 2000, LAJIS et al. 1993).

A andlise de animais intoxicados por Panicum spp. e Tribulus terrestris levaram
a identificagdo de saponina esteroidal litogénica (DRIEMEIER et al. 1998, MOTTA et
al. 2000, LEMOS et al. 2002), agente causal da fotossensibilizagdo hepatdgena
(DRIEMEIER et al. 1999, RIET-CORREA & MEDEIROS 2001). Metabdlitos derivados
das saponinas foram identificados no conteddo ruminal de ovinos com
fotossensibilizacdo submetidos ao pastejo em B. decumbens (SALLAM ABDULLAH
et al.1992, LAJIS et al. 1993).

Saponinas esteroidais sao glicosideos presentes na Brachiaria spp. compostos
de parte lipofilica, denominada aglicona ou sapogenina (CRUZ et al. 2000), e parte

hidrofilica formada por cadeias de acucares. Esta estrutura permite a formacao de
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espuma persistente e abundante quando em solug&o aquosa, propriedade de onde se
deriva o nome (SANTOS 2000).

A hidrélise de saponinas pelo trato digestério dos animais, da origem as
sapogeninas epismilagenina e episarsasapogenina. A formacgao de cristais biliares
envolve reducdo da dupla ligacdo do radical 3-B-OH para 3-a-OH e posterior
conjugacao com o acido glicurénico, que se ligam com os ions de célcio e formam
sais insollveis que se depositam nos ductos biliares na forma de cristais biliares
(MILES et al. 1991, 1994, SANTOS et al. 2008).

Os cristais sdo transportados pela circulacdo linfatica que geram inflamacéo e
obstrucao do sistema biliar, além de necrose dos hepatdcitos periportais resultando
em ictericia, fotossensibilizacao e hepatite, causados pelo bloqueio fisico ao fluxo da
bile (DRIEMEIER et al. 1998, LEMOS et al. 1998, SANTOS et al. 2008).

Pastejo em Brachiaria spp. durante a brotacdo, ou em pastagens vedadas,
maduras, por um periodo superior a 30 dias, sdo relatados como pastos de maior
toxicidade, nestes casos a doenca é mais grave e acomete animais de todas as idades
(LEMOS et al. 1996, BRUM et al. 2007, CASTRO et al. 2011, RIET-CORREA et al.
2011, GRACINDO et al. 2014, LIMA et al. 2012).

2.3. Fatores de suscetibilidade e resisténcia

A toxicidade da Brachiaria spp. depende de fatores relacionados a
susceptibilidade/resisténcia dos animais e de fatores intrinsecos da planta, conferindo
diferencas significativas na manifestacao clinica e mortalidade dos rebanhos mantidos
em pastagens de Brachiaria spp. (CASTRO et al. 2011). O termo resisténcia é utilizado
para designar a habilidade do animal em modular determinada doenca e suas
consequéncias. Resiliéncia, relacionada a tolerancia, define habilidade do animal em
manter performance quando desafiado por doenca (BISHOP & MORRIS 2007).

Animais jovens demonstram maior susceptibilidade do que os adultos a
intoxicacao por Brachiaria spp. (LEMOS et al. 1997, SANTOS et al. 2008, CASTRO et
al. 2011), e animais que nunca entraram em contato com Brachiaria spp., sdo mais
suscetiveis a manifestacdo de sinais de intoxicacdo, e podem apresentam quadro
clinico mais grave da enfermidade (SANTOS et al. 2008, CASTRO et al. 2011, RIET-
CORREA et al. 2011).

14



Foi sugerido que os animais que pastejam em Brachiaria spp. por anos, ou que
sdo oriundos de rebanhos com este habito de pastagem, resistem melhor ou nao
demonstram qualquer sinal de intoxicacdo. Esse mecanismo de resisténcia a
intoxicacdo, apresentado por animais adaptados, ainda ndo foi esclarecido, porém
alguns autores sugerem que ele possa ocorrer em decorréncia a uma sele¢ao natural
de animais resistentes ao longo dos anos ou uma caracteristica transmitida de forma
hereditaria (FLAOYEN et al. 2001, CASTRO et al. 2011).

2.4. Manifestacdes clinicas

A ocorréncia de surtos de intoxicacdo e morte de ovinos, caprinos e bovinos
vem sendo observada desde a introducdo de Brachiaria spp. no pais (ANDRADE et
al. 1975, TOKARNIA et al. 1979). Os ovinos séo considerados como uma das espécies
mais sensiveis aos efeitos toxicos da Brachiaria spp. (LEMOS et al. 1998, CASTRO
et al. 2011). O periodo entre a ingestdo da planta e o aparecimento dos sinais clinicos
pode ser bastante variavel, podendo ser compreendido entre poucos dias a meses
(LEMOS et al. 1996, BRUM et al. 2007).

Nas manifestacfes clinicas de intoxicacdo por ingestdo de Brachiaria spp.,
destacam-se: fotofobia, apatia ou inquietacdo, diminuicAo do apetite e
emagrecimento, lesdes cutaneas alopécicas, eritematosas, ulceradas, necrdticas e
disseminadas por toda extensdo tegumentar, especialmente nas areas de pele
despigmentadas e desprovidas de pelo, eritema, edema subcutaneo generalizado,
vesicula biliar distendida e obstruida, ictericia, padrdo lobular evidente e
hepatomegalia (LEMOS et al. 1996, DRIEMEIER et al. 1998, TOKARNIA et al. 2000,
MOTTA et al. 2000, SATURNINO et al. 2010, BARBOSA et al. 2006, BRUM et al.
2007, SALA et al. 2007).

O edema de face e orelha, assim como o eczema facial, sdo descritos
exclusivamente em ovinos intoxicados pela forrageira (SALLAM ABDULLAH et al.
1992). Nesses casos, 0 pavilhdo auricular tem apresentacdo contorcida com 0s
bordos voltados para cima, presenca de ulceracdes na parte ventral da lingua,
ceratite, opacidade de cérnea, cegueira e descarga ocular (LEMOS et al. 1996, 2002,
MUSTAFA et al. 2012).

A dermatite fotossensivel, ou fotossensibilizacdo, € amplamente diagnosticada
em bovinos (MOREIRA et al. 2009), caprinos (LEMOS et al. 1998, SILVA et al. 2006
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MACEDO et al. 2008), equinos (BARBOSA et al. 2006), bubalinos (ROZZA et al. 2004)
e ovinos (LEMOS et al. 1996, CRUZ et al. 2000, DRIEMEIER et al. 2002, SILVA et al.
2006, BRUM et al. 2007, MACEDO et al. 2008, MENDONCA et al., 2008, SATURNINO et
al., 2010, CASTRO et al. 2011, MUSTAFA et al. 2012, GRACINDO et al. 2014)
associados a ingestado de Brachiaria spp. e tendem a ocorrer quando o dano hepatico
€ generalizado (MOTTA et al. 2000).

A fotossensibilizacdo (LEMOS et al. 1996, STEGELMEIR 2002, GRAYDON et
al. 1991), se refere a sensibilidade extrema da pele em contato com a luz solar,
mediada pela presenca de filoeritrina como agente fotodindmico. O pigmento
filoeritrina, quando ha obstrucdo biliar, ndo é eliminado e se acumula nos tecidos
(SANTOS et al. 2008), especialmente em areas despigmentadas ou desprotegidas de
pelo e 1& (TOKARNIA et al. 2000, BRUM et al. 2007, SATURNINO et al. 2010) reage
com a luz ultravioleta, formando radicais livres de oxigénio no citosol da célula, que
causa ruptura de lisossomos, desgranulacdo de mastocitos cutaneos, e gera intensa
inflamag&@o que caracteriza a fotodermatite, ou fotossensibilizacdo secundaria ou
hepatogena (SALA et al. 2007, SANTOS et al. 2008). A histamina liberada pela
desgranulacdo de mastécitos aumenta a permeabilidade vascular levando ao edema
(YAGER & SCOTT 1993).

A fotossensibilizacdo hepatégena em bovinos foi associada a plantas
hepatotoxicas como B. decumbens, Panicum spp., Tribulus terrestris, Cynodon
dactylon (grama bermuda), Trifolium pratense (trevo vermelho) (MOTTA et al. 2000),
Lantana spp. (RISSI et al. 2007) e Myoporum spp. (SANTOS et al. 2008).

A necropsia, pode-se observar principalmente vesicula biliar distendida, figado
de coloracédo amarelado, aumentado de volume, firme, e com pontos esbranquicados
no parénquima nos casos cronicos, rins de coloragdo castanho-escuros (LEMOS et
al. 1998, CASTRO et al. 2011, SANTOS Jr 2008, SANTOS et al. 2008).

As lesbes histolégicas consistem em degeneracdo epitelial, necrose e
hiperplasia dos ductos biliares, tumefacdo difusa de hepatdcitos e fibrose periportal.
Observam-se também macrofagos espumosos nos linfonodos hepéticos,
mesentéricos e no figado. Imagens negativas de cristais no lamen de ductos biliares
associado a infiltrado inflamatorio mononuclear periductal, tumefacdo e vacuolizacéo

de hepatdcitos podem estar associados. Células gigantes multinucleadas podem ser
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observadas no parénquima hepatico (DRIEMEIER et al. 1998, LEMOS et al. 1998,
BRUM et al. 2007, BRUM et al. 2007 CASTRO et al. 2011).

Hepatdcitos podem apresentar, na microscopia eletronica, presenca de cristais
aciculares no interior de macrofagos e hepatdécitos, proliferacdo do reticulo
endoplasmatico liso (REL) e material granular eletrodenso no interior de lisossomos
de hepatécitos. Os achados ultraestruturais sugerem que o efeito toxico se inicia nos
hepatocitos com posterior colangiopatia e fotossensibilizacdo (DRIEMEIER et al.
1998, 2002, SANTOS Jr 2008).

2.5. Patologia clinica

A andlise de atividade séria de GGT (gama-glutamiltransferase) vem sendo
amplamente utilizada como marcador fenotipico de lesdo hepatica em ovinos,
relacionada com a severidade da leséo causada pela intoxicacdo por esporodesmina
(TOWERS & STRATTON 1978, MORRIS et al. 1991, 1994, 2002). Os niveis séricos
de GGT também séo considerados importantes na identificacdo de animais
intoxicados por Brachiaria spp. (GRACINDO et al. 2014, FACCIN et al. 2014). A
dosagem de AST (aspartato aminotransferase), em conjunto com GGT, € utilizada
como exame complementar no diagnéstico de lesdo hepatica em ruminantes
(HANSEN et al. 1994, FIORAVANTI 1999).

A enzima GGT esta presente em todas as células, com excecao das células
musculares. Sua atividade é especialmente alta nos rins e figado, mas apenas as
enzimas de origem hepdética sdo encontradas no plasma, uma vez que as enzimas de
origem renal sdo excretadas na urina (SANTOS et al. 2008). Sua presenca € evidente
na membrana plasmatica de células dos ductos biliares, portanto seus niveis elevados
na circulacao sdo observados apoés lesdes hepéticas, colestase (MEYER et al. 1995,
TENNANT 1997) intra e extra-hepatica e com proliferacao de ductos biliares (SANTOS
et al. 2008).

A enzima AST presente no citoplasma e na mitocondria dos hepatdcitos,
células musculares estriadas esquelética e cardiaca e eritrécitos. (MEYER et al. 1995,
WISLOFF et al. 2002). A AST, avaliada em conjunto com CK (creatina fosfocinase) e
lactato desidrogenase (LDH), é utilizada para avaliar lesdo muscular (SANTOS et al.
2008).
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2.6. Detoxicacao hepatica

O figado é o 6rgdo mais importante para detoxificacdo de estrégenos de plantas
por conjugacédo (MEAGHER et al. 2001), desempenha papel primordial na maioria dos
processos metabolicos, de sintese, excrecdo e catabolismo. E o principal 6rgdo de
biotransformacdo dos xenobidticos, por meio do sistema microssomal, sistema
citocromo P450, constituido por enzimas localizadas na superficie do REL de
hepatécitos (PEREIRA 2004), mediado por monoxigenases associadas ao NADPH e
oxigénio molecular, realizando a oxidacdo e metabolizacdo de diversas substancias
(OLIVEIRA et al. 2006).

A intoxicacdo de um elemento esta relacionada a cinética de absorcéo,
metabolismo e eliminacdo. A taxa de absor¢cao pode ser influenciada pela quantidade
ingerida, tempo de retencéo e fator de extracdo do elemento, absorcéo pelo rimen e
eliminacdo pelos rins ou figado (RALPHS et al. 1988). Uma vez que a substancia
toxica seja absorvida pelo trato gastrointestinal, o organismo pode excretar a
substancia sem modifica-la, sequestrar em local de armazenamento n&o ativo,
detoxificar através de rearranjo molecular ou sofrer os efeitos de intoxicacdo. Todos
os vertebrados possuem mecanismos gerais de detoxicagdo contra diversos agentes
toxicos, como alcaloides, glicosideos, saponinas ou taninas. Detoxicacdo €
guimicamente realizado em conjunto com oxidacao, reducéo, hidrolise, esterificacao,
N-desalquilag&o e conjugacdo (FOWLER 1983). A maior parte da detoxificagao ocorre
através da atividade enzimética microssomal dos hepatdcitos (FREELAND & JANZEN
1974).

Dentre os principais mecanismos envolvidos na resisténcia dos animais a
intoxicagcdo por plantas, € importante considerar as vias de detoxicacdo hepética
(FLAOYEN & JENSEN 1991). O sistema citocromo P450 (CYP), constituido por
enzimas localizadas na superficie do REL dos hepatdcitos, € considerado um dos
mais importantes sistemas de detoxificacdo, onde ocorre a oxidacdo e metabolizacéo
de diversas substancias (OLIVEIRA et al. 2006, TANIGUCHI & GUENGERICH 2012).
As reacdes mediadas pelo CYP respondem pela maior parte das metabolizagdes
oxidativas de moléculas lipofilicas e esteroidais (BISCHOFF & RAMAIAH 2007,
TANIGUCHI & GUENGERICH 2012).
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Sdo conhecidas 18 familias e 43 subfamilias de isoenzimas CYPs, sendo
CYP1, CYP2 e CYP3 e os alelos CYP1A2, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19, CYP2DS6,
CYP2E1 e CYP3A4, apontados como 0s principais responsaveis pela metabolizacéo
de drogas e farmacos no REL dos hepatécitos (PINTO & DOLAN 2011).

A hiperplasia de REL é descrita em bovinos (DRIEMEIER et al. 1998) e ovinos
mantidos em pastagens de Brachiaria spp. e em animais intoxicados (DRIEMEIER et
al. 2002, SANTOS Jr 2008). O mecanismo pelo qual ocorre a hiperplasia do REL na
intoxicacao pela Brachiaria spp. permanece ainda desconhecido. Contudo, saponinas
esteroidais sdo glicosideos presentes na Brachiaria spp., compostos de parte
lipofilica, sapogeninas, e porcdo hidrofilica formada por cadeias de acucares
(SANTOS et al. 2000). A resposta de hiperplasia do REL nos hepatdécitos
possivelmente reflete a metabolizacdo hepética das saponinas de natureza esteroidal
presentes nas pastagens de braquiéria.

A administrac&o de drogas como fenobarbital, um potente indutor da citocromo
P-450, é capaz de produzir marcante hiperplasia do REL e de influenciar
inespecificamente a metabolizacdo de diversas substancias por induzir enzimas de
fase 1 e fase 2, especialmente CYP3A1l (EJIRI et al. 2005). A administracdo de
fenobarbital para ovinos retardou a intoxicacao por Brachiaria decumbens e reduziu a
severidade dos sinais clinicos em comparacdo aqueles que nao receberam a droga
(HASIAH et al. 2000). Estas observagdes demonstram a importancia do REL e seu
sistema enzimatico na detoxificacdo dos compostos tdxicos presentes na graminea.

Ovinos intoxicados por B. decumbens apresentam uma reducgéo da citocromo
P450 e de outras enzimas microssomais no figado e rins, diminuindo a capacidade de
metabolizacdo e detoxificacdo de substancias (KHAIRI et al. 2000). Esses achados
sugerem que o efeito das saponinas presentes na graminea, interfere no sistema de
enzimas microssomais de ovinos susceptiveis a intoxicacdo, uma vez que a
resisténcia as plantas que contém saponinas parece estar ligada a maior atividade
daqguele sistema enzimatico (FLAOYEN & JENSEN 1991).

O sistema citocromo P450, representado pela expresséao e atividade das CYPs
no metabolismo de detoxificagcdo, pode apresentar grande variabilidade individual
(GOMEZ-LECHON et al. 2007), explicada pela caracteristica genética polimorfica das
enzimas (MILLER et al. 1997, SMITH et al. 1998, HELLER 2013). Mutac¢bes do gene

P450 resultam em variantes alélicas que sao responsaveis pela metabolizacdo de
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drogas e farmacos, determinando a susceptibilidade hospedeiro-especifica a essa
substancia (INGELMAN-SUNDBERG 2005, GOMEZ-LECHON et al. 2007).

Diferencas de atividades de detoxificacdo entre individuos devem ser
atribuidas, além do polimorfismo genético, aos fatores ndo genéticos como idade,
género, caracteristicas hormonais, doencas hepaticas e administragdo de farmacos e
a modulacéo da expresséo das CYPs por fatores ambientais (DAI et al. 2001, PERES
et al. 2003, GOMEZ-LECHON et al. 2007).

O sistema enzimatico microssomal apresenta variacdo com idade, tamanho,
sexo e condicdo reprodutiva. Animais adultos possuem o sistema enzimatico
microssomal mais desenvolvido e maior facilidade de conjugacdo do que animais
jovens (FREELAND & JANZEN 1974). Investigacdes acerca da ontogenia revelam
auséncia do citocromo P450 em fetos de ovinos e aumento gradual do nascimento até
11 meses de idade (GALTIER & ALVINERIE 1996). Essas observacoes reforcam o
fato que ovinos jovens sdo considerados mais susceptiveis a intoxicacdo por
Brachiaria spp. que animais adultos (LEMOS et al. 1998, CASTRO et al. 2011,
SANTOS et al. 2008). O processo de maturagcéo do sistema enzimatico microssomal
possivelmente explique a maior suscetibilidade de ovinos jovens a intoxicacdo pela
graminea.

Apesar das diferencas existentes entre as CYPs, sua relevancia e atividade em
varias espécies (GOMEZ-LECHON et al. 2007, BAILLIE & RETTIE 2011) foi também
demonstrada a importancia das isoenzimas CYP2B e CYP3A em ovinos na
metabolizagcdo de drogas (GALTIER & ALVINERIE 1996) e na bioativacdo e

detoxicacao de alcaloides pirrolizidinicos (HUAN et al. 1998).

2.7. Adaptacdo e manejo

A profilaxia e controle das intoxicagdes por plantas deve ser realizado com base
no conhecimento dos fatores ligados as plantas, aos animais, ao ambiente e ao
manejo empregado. As medidas preventivas incluem o isolamento de &areas
contaminadas por plantas toxicas (RIET-CORREA & MEDEIROS 2001), eliminac&o
mecanicamente ou quimicamente de espécimes toxicos, utilizacdo de sementes
controladas de espécies nédo toxicas, confecgéo de fenos e silagem com espécies ndo

toxicas, técnicas de aversao (no caso da intoxicagcdo por Baccharis coridifolia), bem
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como manejo correto dos animais e das pastagens (RIET-CORREA & MEDEIROS
2001, RISSI et al. 2007).

O manejo de pastagens € a forma mais econdmica de prevenir as perdas
ocasionadas por intoxicagao por plantas, prevé evitar o pastoreio excessivo e, utilizar
animais de espécies ou idades resistentes a determinada planta (RIET-CORREA &
MEDEIROS 2001).

Animais de vida livre promovem adaptacdo as plantas toxicas naturalmente
utilizando as estratégias: evitar (avoidance), diluicdo, degradacédo e detoxificacdo. A
adaptacao comportamental, ferramenta essencial para sobrevivéncia das espécies, é
um processo de aprendizagem em que alguns animais rejeitam determinadas plantas
toxicas. A diluicdo do agente toxico ocorre pela tendéncia dos herbivoros silvestres
em consumir grande variedade de plantas (FOWLER 1983).

Relatos indicam que animais silvestres consomem de forma segura plantas que
sdo letais para rebanhos. Para diminuir os efeitos toxicos das plantas ocorrem
modificacdes gastrointestinais e adaptacdes fisiologicas digestivas. Herbivoros, em
particular, exigem assisténcia dos microrganismos para disponibilizacdo de nutrientes
associados a lignina e celulose (FOWLER 1983). Alguns animais sdo capazes de
degradar compostos secundarios da planta, potencialmente letais, por meio dos
microrganismos, através da modificacdo da populacdo bacterina (FREELAND &
JANZEN 1974). A detoxicacdo microbiana do ramen, pela adaptacdo gradual da
microflora ruminal aos principios téxicos presentes na planta, podem atuar como
forma de controle de intoxicagao por plantas (RIET-CORREA & MEDEIROS 2001).

Bovinos submetidos ao pastejo em B. decumbens apresentaram uma redugao
maior dos niveis de enzimas da biotransformacéo hepatica quando comparados aos
ovinos. Estas observacdes sugerem que ha outros fatores desconhecidos envolvidos
além da biotransformacgé&o, na maior resisténcia dos bovinos a intoxicagéo pela planta
(KHAIRI et al. 2000).

A natureza esteroidal das saponinas presentes nas pastagens de braquiaria,
possivelmente explique a hiperplasia do REL em hepatodcitos. Substancias lipidicas e
esteroidais sdo em sua maioria metabolizadas no REL pelo sistema citocromo P-450
(STROMBECK & GUILFORD 1991, FLORIO & SOUSA 2008).

Foram relatadas alteragdes nos hepatécitos induzidas pela administracdo de
fenobarbitona (HASIAH et al. 2000). A fenobarbitona € um potente indutor da
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citocromo P-450, aumentando em até 90 vezes sua atividade quando administrada
por longos periodos e promovendo também marcante hiperplasia do REL. E notério,
gue a inducdo da citocromo P-450, como acontece com a administracdo de
fenobarbitona, é capaz de influenciar inespecificamente a metabolizacdo de diversas
substancias (STROMBECK & GUILFORD 1991, HASIAH et al. 2000). Ovinos que
receberam fenobarbitona via oral, demoraram mais para se intoxicarem e
apresentaram sinais clinicos muito menos severos que aqueles que nao receberam a
droga (KHAIRI et al. 2000). Estas observagdes sugerem a importancia do REL e seu
sistema enziméatico na detoxificacdo das saponinas esteroidais presentes nas
pastagens de braquiaria.

A administracéo de griseofulvina em ovinos induziu 0 aumento na concentracao
de enzimas hepéticas responsaveis pela biotransformacdo, mas também nao foi
capaz de proteger os animais da intoxicacao pela braquiéria (HASIAH et al. 2003).

O sistema enziméatico precisa ser estimulado por exposi¢cao prévia ao agente
toxico, induzido pelo consumo de dose ndo letal da planta toxica (FOWLER 1983).
Herbivoros de vida livre tem maior exposicdo a doses ndo letais de diversos
componentes secundarios das plantas e, portanto, mais facilidade de lidar com
agentes toxicos do que animais de rebanhos ou de cativeiro (FREELAND & JANZEN
1974). A resisténcia adquirida esta associada a uma adaptacéo do sistema P450 do
figado (ANJOS et al. 2010).

Alguns experimentos com plantas toxicas demonstraram que a administracdo
continuada de doses ndo toxicas podem induzir resisténcia a intoxicagcdo por
Enterolobium contortisiliguum (PESSOA et al. 2013) e Senecio brasiliensis em ovinos.
Entretanto, se o estimulo for removido, os hepatocitos retornam ao seu estado
fisiolégico e ha degradacéo lisossomal das enzimas adaptadas (GRECCO et al. 2012).

A resisténcia a monocrotalina em ovinos foi obtida através da administragédo
experimental de doses diarias ndo toxicas de sementes de Crotalaria retusa, que em
doses unicas de 3-4g/kg causam intoxicacdo aguda em ovinos, porém, doses diarias
de 2g/kg induzem resisténcia a dose de até 10g/kg (ANJOS et al. 2010).

Alcaléides pirrolizidinicos tornam-se hepatotoxicos quando convertidos a
pirroles pelas enzimas microssomais do figado (FOWLER 1983). A administracédo de
doses diarias ndo toxicas de folhas frescas Amorimia septentrionalis (DUARTE et al.

2013) e Palicourea aneofusca (OLIVEIRA et al. 2013) em periodos alternados que
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permitam a detoxicacdo do monufluoroacetato de sodio (MFA), induz resisténcia
contra intoxicacGes pela planta. Foi sugerido que alimentacdo contendo substrato
estimula a multiplicacdo das bactérias que degradam MFA, existentes no ramen
(CAMBOIM et al. 2012).

A resisténcia a intoxicacao por A. rigida pode ser induzida pela administracéo
diaria de doses nao letais da planta, bem como por transfaunacéo de contetdo ruminal
de animais resistentes para animais susceptiveis (CAMBOIM et al. 2012).

Algumas investigacbes demonstram que plantas podem produzir efeito
acumulativo, como L. camara (TOKARNIA et al. 1999), quando oferecidas em
pequenas doses diariamente. Lantana spp., assim como Brachiaria spp., produzem
fotossensibilizacdo hepatdogena em ruminantes (RIET-CORREA & MENDEZ 2007).

A intoxicacdo por B. decumbens modifica a populacdo microbiota ruminal e
diminui os niveis de acidos graxos volateis de ovinos (SALAM ABDULLAH & RAJION
1990). A modificacdo da populacdo da microbiota no raimen pode levar a tolerancia
adquirida a diversos compostos toxicos de plantas (DAWSON & ALLISON 1988).

Foi sugerido evitar o acesso de animais jovens aos piquetes de Brachiaria spp.
por demonstrarem maior susceptibilidade do que os adultos (LEMOS et al. 1997,
CASTRO et al. 2011, RIET-CORREA et al. 2011). Contudo, animais jovens de
rebanhos adaptados podem ser mantidos em piquetes com a planta sem
apresentarem problemas de toxicidade (GRACINDO et al. 2014).

Outras formas de controle de intoxicacdo por plantas incluem vacinacao de
animais, controle bioldgico por fungos ou insetos. Aplicacdo de substancias
neutralizantes, aversao alimentar condicionada e selecdo de forrageiras menos
toxicos (RIET-CORREA & MEDEIROS 2001).

2.8. Transfaunacéao

A transfaunacdo pode ser utilizada para detoxificar metabdlitos toxicos de
plantas através dos microrganismos presentes no conteudo ruminal (DePETERS &
GEORGE 2014). Bactérias rumenais capazes de degradar o monofluoracetato de
sédio podem ser transfaunadas para conferir resisténcia para animais susceptiveis, a
intoxicacdo por A. septentrionalis, A. rigida e P. aneofusca (CAMBOIM et al. 2012,
DUARTE et al. 2013, OLIVEIRA et al. 2013).
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Diversos relatos demonstram os beneficios da utilizacdo de conteddo ruminal,
pois microrganismos possuem capacidade de detoxificar metabolitos téxicos de
plantas, como mimosina, monofluoracetato de sédio (MFA) e tanino. A mimosina (a-
amino-p-(N-[3-hydroxy-4-pyridone]) acido propridnico), um aminodcido toxico
presente em plantas do género Leucaena e Mimosa, inibe a sintese de proteinas por
atividade antimitGtica que provoca emagrecimento e queda acentuada de pelo,
guando consumida por longo periodo. Alguns microrganismos do rimen sao capazes
de degradar mimosina e seu metabdlito toxico (3-hydroxy-4-pyridone). A transferéncia
desses microrganismos para outros animais pode ser feita através de transfaunacgéo
do conteddo ruminal (JONES & MEGARRITY 1986).

Foi sugerido como forma de controlar as intoxicacdes por plantas que contem
monofluoracetato de sédio (MFA), a transfaunacéo de bactérias capazes de degradar
MFA, metabdlito toxico de A. septentrionalis, para caprinos susceptiveis. Foi
demonstrado que a administracdo diaria e continua de doses ndo toxicas de A.
septentrionalis em periodos alternados, permite a detoxificacdo do MFA por induz a
multiplicacdo dessas bactérias capazes de degradar o monofluoracetato de sodio e,
portanto, induzir resisténcia contra a intoxicagdo por esta planta. Essa resisténcia
pode ser transmitida de um animal resistente para um animal susceptivel mediante a
transfaunacédo de contetdo ruminal (DUARTE et al. 2013).

Tanino € um composto polifendlico de plantas, utilizado para reduzir a producao
de metano em ovinos e caprinos e otimizar utilizacdo de nitrogénio por ruminantes.
Alguns microrganismos fecais de animais adaptados possuem habilidade de degradar
tanino e, quando isolados, podem ser transferidos por transfaunacado (ODENYO et al.
2001, EPHRAIM et al. 2005).

A administracdo de conteudo ruminal de ovinos adultos adaptados ao pastejo
em B. brizantha para cordeiros susceptiveis foi capaz de reduzir a taxa de morbidade
da intoxicacao pela graminea no rebanho, possivelmente por auxiliar na degradacao
dos compostos téxicos (ALBERNAZ et al. 2010).

E conhecida a metabolizacdo rumenal das saponinas contidas na Brachiaria
spp. para a formacdo de compostos téxicos, porém, a transfaunacdo de liquido
rumenal de animais adaptados para ovinos susceptiveis a intoxicacdo pode ser
considerada uma forma de transferéncia de resisténcia. Os resultados sugerem que

possam existir microorganismos rumenais em ovinos adaptados, capazes de auxiliar
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na degradacao ou inativacao das saponinas da graminea, diminuindo sua toxicidade.
A detoxicacdo microbiana do rimen, pela adaptacao gradual da microflora ruminal aos
principios toxicos presentes nas plantas, pode ser utilizada como forma de controle e
prevencéo das intoxicagdes (RIET-CORREA & MEDEIROS 2001).

2.9. Herdabilidade

A transmissao de resisténcia por herdabilidade as toxinas € apontada como um
mecanismo importante para explicar a enorme variacdo que existe nos niveis de
suscetibilidade dos animais frente as intoxicacbes (TOWERS 2006, BISHOP &
MORRIS 2007). A selecédo de rebanhos resistentes e minimizar a utilizacdo de pastos
com presenca de esporidesmina sdo consideradas as principais medidas no controle
do eczema facial em ovinos (MORRIS et al. 1991, MORRIS 2009).

A selecao de linhagens de ovinos resistentes ao eczema facial foi desenvolvida
na Nova Zelandia (MORRIS et al. 1998) e ja sdo encontrados rebanhos comerciais
selecionados com essa caracteristica naquele pais (BISHOP & MORRIS 2007). A
herdabilidade das carateristicas de resisténcia a intoxicagdo por esporidesmina
possuem taxa de transferéncia 1,77 vezes mais rapido do que o rebanho susceptivel
tende a se tornar mais susceptivel (MORRIS et al. 1994).

A resisténcia a intoxicagao pelo endofito do capim festuca, Festuca arudinacea,
também pode ser transmitida geneticamente para bovinos e ratos pela selecdo dos
animais resistentes (GOULD & HOHENBOKEN et al. 1993, MILLER et al. 1994,
HOHENBOKEN & BLODGETT 1997, HOHENBOKEN et al. 2000).

2.10. Controle e profilaxia

Entre as formas de controle de intoxicacéo por plantas, torna-se relevante evitar
0 pastejo de animais jovens e a utilizacdo de pastagens durante a fase de brotacao,
estagio de maior toxicidade da graminea (LEMOS et al. 1997, CASTRO et al. 2011,
RIET-CORREA et al. 2011). Contudo, € viavel a utilizacdo de detoxicacdo microbiana
do rumen, pela adaptacdo gradual da microflora ruminal aos principios téxicos
presentes na planta (RIET-CORREA & MEDEIROS 2001), pela administragédo
continuada de doses néo toxicas da planta ou pela transfaunag&o dos microrganismos
presentes no contedado ruminal (DePETERS & GEORGE 2014) de animais adultos

adaptados.
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A selecdo de rebanhos ovinos resistentes a intoxicagdo deve ser melhor
investigada, principalmente calcada no acompanhamento dos niveis de GGT dos
cordeiros introduzidos em pastagens toxicas, para utilizacdo somente de animais

reprodutores ndo susceptiveis a toxina.

3. OBJETIVOS

O presente projeto teve como objetivo investigar as formas de resisténcia a
intoxicacao por Brachiaria spp. em ovinos:

e Avaliar a inducdo da resisténcia a intoxicacdo por Brachiaria spp. através do
manejo adaptativo de ovinos utilizando a exposicéo controlada dos animais aos
piguetes da graminea ou utilizando o pastejo em variedades menos toxicas;

e Avaliar a transferéncia da resisténcia a intoxicacdo por Brachiaria spp. por
transfaunacao ruminal,

e Avaliar a transferéncia hereditaria da resisténcia a intoxicacdo por Brachiaria

spp.
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CAPITULO I

Investigacdo dos mecanismos de resisténcia a intoxicacao por
Brachiaria spp. em ovinos.

Cristiane V. GRACINDO!?, Méarcio B. CASTRO*,

RESUMO

Brachiaria spp. € a planta toxica mais importante no Brasil Central devido a
presenca de saponina esteroidal que promove intoxicacdo hepatdégena em animais,
levando a ineficiéncia produtiva, fotossensibilizacdo e morte. A toxicidade da
Brachiaria spp. depende de fatores relacionados a susceptibilidade/resisténcia dos
animais e de fatores intrinsecos da planta, conferindo diferencas significativas na
manifestacdo clinica e mortalidade dos rebanhos mantidos em pastagens de
Brachiaria spp. O presente trabalho investigou 0os mecanismos de resisténcia a
intoxicacdo por Brachiaria spp. em ovinos por meio de trés experimentos
concomitantes. No primeiro experimento foi realizado o manejo adaptativo através da
exposicao controlada de ovinos em pastagens de Brachiaria spp. Foi demonstrado
gue a exposicdo dos animais a B. decumbens por 2 horas por dia ou em dias
alternados foi capaz de proteger os animais da intoxicagdo durante o desafio. No
experimento 2, a utilizagdo da transfaunacéo ruminal foi demonstrada como uma
possibilidade para transferir a resisténcia a intoxicacdo pela graminea para animais
susceptiveis. No terceiro experimento, cordeiros provenientes de matrizes oriundas
de rebanhos susceptiveis, apresentaram maior morbidade a intoxicacdo que cordeiros
de plantéis adaptados ao pastejo em Brachiaria spp. O conjunto de resultados dos
experimentos permite sugerir que técnicas de adaptacdo como controle de tempo de
pastoreio aliado ao processo de transfaunacdo, podem ser alternativas viaveis para
prevenir a intoxicacdo pela graminea em ovinos enquanto 0S animais sao jovens,
periodo de maior susceptibilidade a desenvolverem toxicidade. A sele¢éo de rebanhos
ovinos resistentes a intoxicagdo deve ser melhor investigada, principalmente calcada

! Laboratério de Patologia Veterinaria, Hospital Veterinario (Hvet), Universidade de Brasilia (UnB), Via L4 Norte, Cx. Postal
4508, Brasilia, DF 70910-970, Brasil. *Autor para correspondéncia: mbcastro@unb.br.
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no acompanhamento da hepatotoxicidade através dos niveis de GGT dos cordeiros
introduzidos em pastagens toxicas, para utilizagdo somente de animais reprodutores
nao susceptiveis a toxina.

Palavras chaves: Brachiaria decumbens, saponina, manejo adaptativo,

transfaunacao, resisténcia.

ABSTRACT

Brachiaria spp. are the most important toxic plant in central-western Brazil due
to the presence of steroidal saponins, cause hepatogenous poisoning in animals,
leading to production inefficiencies, photosensitization and death. The toxicity of
Brachiaria spp. depends on factors related to susceptibility / resistance of animals and
intrinsic factors of the plant, providing significant differences in clinical presentation and
mortality of livestock grazing the plant. The present study investigated the forms of
resistance to Brachiaria spp. poisoning in sheep through three simultaneous
experiments. The first experiment, the adaptive management, was perform by
controlled exposure of sheep grazing Brachiaria spp. It was demonstrated that
exposure of animals to B. decumbens for 2 hours a day or on alternate days was able
to protect animals from poisoning during the challenge. In experiment 2, the use of
rumen transfaunation was demonstrate as a possibility to transfer the resistance to
poisoning by the grass to susceptible animals. In the third experiment, lambs originated
from livestock susceptible to poisoning had higher morbidity than flocks of lambs
adapted to grazing on Brachiaria spp. The set of results of the experiments suggest
that the control of access to the paddocks of Brachiaria spp., allied to transfaunation
process can be a viable alternative to prevent poisoning in sheep by the grass while
the animals are young. The selection of resistant sheep flocks should be investigate,
mainly grounded in monitoring hepatotoxicity through the levels of GGT of lambs
entered in toxic pastures, and the use of breeding not susceptible animals.

Keys words: Brachiaria decumbens, saponin, adaptive management, rumen

transfaunation, resistance.
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INTRODUGCAO

Brachiaria spp. € considerada a planta toxica mais importante no Brasil Central
(FURLAN et al. 2012, PESSOA et al. 2013). A utilizagao de pastagens formadas por
essa graminea é um importante limitador na producdo de ruminantes devido a
presenca de saponinas esteroidais contidas no capim, capazes de provocar
intoxicacdo hepatdégena, fotossensibilizacdo e morte (CASTRO et al. 2011, RIET-
CORREA et al. 2011). Os ovinos jovens sdo considerados mais susceptiveis a
intoxicacao por Brachiaria spp. que outros ruminantes (LEMOS et al. 1998, SANTOS
et al. 2008, RIET-CORREA et al. 2011), ocasionando elevada mortalidade e letalidade
dos animais (MUSTAFA et al. 2012), observada durante todos os meses do ano
(RIET-CORREA & MENDEZ 2007).

No Brasil, nos ultimos 30 anos, a intoxicacdo por Brachiaria spp. apresentou
notavel declinio na sua importancia em bovinos, provavelmente devido a morte de
animais susceptiveis dos rebanhos e pela utilizacdo de espécies de plantas
conhecidamente menos toxicas, como a B. brizantha e B. humidicola (RIET-CORREA
et al. 2011). O manejo do rebanho evitando o pastejo de animais jovens e a utilizac&o
de pastagens durante a fase de brotacdo, estagio de maior toxicidade da graminea,
também pode ter contribuido para a reducéo de casos da intoxicacado (CASTRO et al.
2011, RIET-CORREA et al. 2011).

Em contrapartida, na udltima década a Regido Centro-Oeste apresentou
aumento da ocorréncia de intoxicacdo pela graminea em ovinos, atribuido a
importacéo de animais de areas livres de Brachiaria spp. (FACCIN et al. 2014). Porém,
a manutencdo de ovinos jovens e sem apresentarem problemas de hepatotoxicidade
em piquetes de Brachiaria spp., provenientes de rebanhos previamente adaptados ao
pastejo na graminea, demonstrou a possibilidade da utilizagcdo segura da graminea
(GRACINDO et al. 2014).

O conhecimento sobre plantas toxicas em todo o mundo vem avangando nos
altimos 20 anos, com uma consideravel melhoria na compreensao dos principios
ativos, mecanismos de acdo e formas de prevencao das intoxicagbes. No entanto,
ainda pouco se conhece quanto aos mecanismos de adaptacdo e resisténcia dos
animais frente aos principios toxicos de plantas e formas de reduzir seu impacto nos
rebanhos. A toxicidade da Brachiaria spp. depende de fatores relacionados a
susceptibilidade/resisténcia dos animais e de fatores intrinsecos da planta, conferindo
diferencas significativas na manifestacao clinica e mortalidade dos rebanhos mantidos
em pastagens de Brachiaria spp. (CASTRO et al. 2011).

O presente trabalho teve como objetivo investigar as formas de resisténcia a
intoxicag&o por Brachiaria spp. em ovinos através da exposicao controlada de animais
susceptiveis a pastagens toxicas, uso da transfaunagdo como forma de transferéncia
de resisténcia e a avaliacdo da herdabilidade de caracteristicas que confiram
susceptibilidade e ndo-susceptibilidade a toxicose.
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MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos entre janeiro e maio de 2012, na Fazenda
Agua Limpa (FAL) - Universidade de Brasilia, a 15°47'S e 47°56'W, a 1080 m de
altitude, Brasilia DF. O periodo experimental foi de 120 dias (dezesseis semanas).

Foram efetuados trés experimentos concomitantes: Experimento 1 — inducao
da resisténcia a intoxicagdo por Brachiaria spp. através do manejo adaptativo de
ovinos; Experimento 2 — transferéncia da resisténcia a intoxicacéo por Brachiaria spp.
por transfaunagéo ruminal e Experimento 3 — avaliacdo da transferéncia hereditéria
da resisténcia a intoxicag&o por Brachiaria spp.

Para os experimentos 1 e 2 foram utilizados ovinos machos, ndo castrados,
mesticos, com 4 a 5 meses de idade, susceptiveis a intoxicagdo, provenientes de
rebanhos que nunca tiveram contato com pastagens de Brachiaria spp. (CASTRO et
al. 2011, RIET-CORREA et al. 2011, GRACINDO et al. 2014). Para o experimento 3
foram utilizados ovinos machos e fémeas, ndo castrados, mesticos, com quatro meses
de idade, metade proveniente de rebanhos susceptiveis a intoxicacdo e o outro grupo,
animais adaptados ao pastejo em Brachiaria spp. (RIET-CORREA et al. 2011,
GRACINDO et al. 2014).

Os pastos utilizados nos experimentos foram Brachiaria decumbens cv.
Basilisk, Brachiaria brizantha cv. Marandu e Brachiaria humidicula com as plantas em
brotacdo, considerada a fase mais toxica das gramineas (RIET-CORREA et al. 2011,
GRACINDO et al. 2014, LIMA et al. 2012). Os piquetes foram rocados trinta dias antes
do experimento para garantir a brotacdo da pastagem na entrada dos animais. Os
ovinos foram mantidos a uma taxa de lotagao de 0,5UA/ha (CARVALHO et al. 2005,
SANTOS et al. 2011), com suplementacgéo de 1% PV de concentrado comercial para
ovinos, acesso a agua e sal mineralizado ad libitum (PORTO et al. 2013). Os animais
eram recolhidos dos piquetes para abrigos cobertos durante a noite. Nos
experimentos onde o0s animais permaneceram confinados nas baias cobertas,
receberam suplemento a base de feno de costcross (Cynodon spp.).

O exame clinico dos ovinos foi realizado semanalmente, com a avaliagdo do
estado geral, da pele, das mucosas oral, retal e ocular. Concomitantemente, foram
colhidas amostras de sangue para a obtencdo de soro e mensuracdo dos niveis
séricos das enzimas gama-glutamiltransferase (GGT) e aspartato aminotransferase
(AST) (MUSTAFA et al. 2012, PORTO et al. 2013, GRACINDO et al. 2014). Elevacbes
dos niveis séricos de GGT e AST foram consideradas quando atingiam valores
superiores ao valor maximo de referéncia da populacdo (VMRP), estimados a partir
dos niveis séricos médios de todos os animais utilizados no experimento, antes do
inicio do periodo experimental, somado a duas vezes o desvio padrdo (STOCKHAM
& SCOTT 2008).

Os animais que apresentaram sinais da intoxicacdo foram imediatamente
retirados do experimento para evitar sofrimento e agravamento do quadro. Os animais
gue morreram intoxicados foram submetidos a necropsia e colhidos fragmentos de
orgaos e tecidos para avaliacdo histopatologica. As amostras foram fixadas em formol
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a 10%, incluidas em parafina, realizados cortes de cinco micrometros, corados com
hematoxilina e eosina (HE) e analisadas em microscopia de luz.

Amostras de cada pastagem foram colhidas quinzenalmente, a cerca de dois
centimetros do solo em 10 areas aleatérias de 1m? para determinacdo do teor de
saponinas conforme proposto por Ganzera et al. (2001) e Oleszek (2002), e para
contagem de esporos do fungo Pithomyces chartarum conforme metodologia proposta
por DiMenna & Bailey (1973).

Os dados foram apresentados na forma de médias e desvio padrdo (DP),
analisados no programa PrismGraph 6.012. Nos experimentos foi feita a comparagéo
das médias das atividades séricas enziméticas de GGT e AST pelo método ANOVA e
teste de Tukey. No experimento 3, foi realizado Teste T para comparacdo das
frequéncias de elevacdo de GGT e AST.

Experimento 1 — Inducdo de resisténcia a Brachiaria spp. através do
manejo adaptativo de ovinos.

Foram utilizados 45 ovinos distribuidos em cinco grupos de nove animais cada
(n=9). Foram utilizados piquetes distintos formados por Brachiaria decumbens cv.
Basilisk, Brachiaria brizantha cv. Marandu e Brachiaria humidicula. O experimento foi
conduzido em duas fases: adaptacdo e desafio. A primeira fase (adaptacédo)
transcorreu por 60 dias, quando os grupos foram submetidos aos diferentes
tratamentos (Tabela 1).

Imediatamente ao término do manejo adaptativo, os ovinos foram desafiados
(segunda fase), submetidos ao pastejo continuo em piquete B. decumbens em
brotacdo durante 60 dias, para avaliar a eficacia do processo de adaptacédo. O grupo
BDc foi introduzido apenas na fase de desafio como controle para a intoxicagao.

Tabela 1. Formas de manejo estabelecidos de acordo com os grupos no Experimento
1 - Brasilia, 2012.

GRUPO N FORMAS DE MANEJO
BD2h 9 2h diarias em B. decumbens
BDalt 9 Dias alternados em B. decumbens
BBc 9 Continuo em B. brizantha
BHc 9 Continuo em B. humidicula
BDc 9 Grupo controle. Continuo em B. decumbens

Experimento 2 - Transferéncia da resisténcia a intoxicacdo por Brachiaria
spp. por transfaunacao ruminal.

O experimento foi dividido em duas fases, realizado com 24 ovinos machos
distribuidos em trés grupos de oito animais cada (n=8). Na fase inicial, os animais
foram submetidos aos tratamentos durante 60 dias e mantidos em piquete formado
exclusivamente por Brachiaria brizantha cv. Marandu.

2 GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA, Estados Unidos.
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O grupo TRU recebeu uma Unica transfaunag¢do. Os animais do grupo TRC
foram transfaunados trés vezes por semana durante todo o periodo, e o grupo controle
(CT), ndo recebeu nenhum tratamento. O contetdo ruminal foi coletado de 12 ovinos
adultos adaptados ao pastejo em Brachiaria spp. e previamente fistulados (MUZZI et
al. 2009, DUARTE et al. 2013). A transfaunacé&o consistiu na transferéncia de 800ml
de liquido ruminal fresco dos animais adultos adaptados para os animais susceptiveis
via sonda esofagica (ALBERNAZ et al. 2010, DUARTE et al. 2013). A coleta do
contetdo ruminal foi feita através da abertura das fistulas e retirada a sua porcéo
liquida. A transferéncia para os animais suscetiveis foi feita imediatamente apos a
coleta.

Imediatamente apds o término do periodo dos tratamentos, todos 0s ovinos
foram para a fase de desafio, submetidos ao pastejo continuo em piquete de B.
decumbens em brotacao por 60 dias.

Experimento 3 — Avaliagdo da transferéncia hereditaria da resisténcia a
intoxicagcao por Brachiaria spp.

Foram utilizados 18 ovinos jovens, divididos em dois grupos (n=9), criados
desde o nascimento em baias fechadas até o inicio do experimento. Esses animais
foram provenientes de 18 fémeas ovinas selecionadas no terco final de gestacéo,
mantidas em baias fechadas até a paricdo e amamentagao.

O grupo de cordeiros de rebanhos susceptiveis (CRS) foi constituido por
animais nascidos de fémeas originadas de rebanhos ndo adaptados ao pastejo em
Brachiaria spp. O grupo de cordeiros de rebanhos adaptados (CRA) foi formado a
partir de fémeas oriundas de criatérios adaptados e mantidos por no minimo trés anos
consecutivos nesse tipo de pastagem e com auséncia ou rara ocorréncia de casos de
intoxicacao no periodo (CASTRO et al. 2011, RIET-CORREA et al. 2011, GRACINDO
et al. 2014). Os dois grupos de cordeiros foram submetidos ao pastejo em B.
decumbens por 60 dias, para determinar a existéncia de diferengas entre 0s grupos
qguanto a susceptibilidade a intoxicagéo por Brachiaria spp.

RESULTADOS

A concentracdo média de protodioscina (%) na matéria seca nas amostras de
B. decumbens na primeira fase foi 0,624+0,18 e na fase de desafio 1,185+0,10 em
todos os experimentos. B. brizantha foi 0,744+0,23. B. humidicola foi 0,113+0,01. A
contagem de esporos do fungo Pithomyces chartarum foi menor que 5.000 esporos/g
na pastagem B. decumbens e zero esporos/g de pastagem fresca das outras
amostras.
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Experimento 1 — Inducd@o de resisténcia a Brachiaria spp. através do
manejo adaptativo de ovinos:

Trés ovinos do grupo BDc apresentaram discreta ictericia, apatia,
emagrecimento, hiperemia e secre¢do mucoide ocular e elevacéo sérica das enzimas
GGT e AST, quando desafiados no pastejo em piquete de B. decumbens. Os animais
foram retirados do piquete, porém dois morreram em decorréncia a intoxicacao e um
sobreviveu e apresentou lesGes cutaneas de fotossensibilizacdo (Figura 1) e manteve
taxa alta de enzimas hepaticas por mais cinco semanas.

Apo6s uma semana do inicio da fase de desafio, um animal do grupo BBc foi
afastado do experimento com elevacao sérica severa de GGT, AST e sinais clinicos
semelhantes aos dos outros animais e morreu. A morbidade do grupo BDc foi de
33,3% e letalidade de 66,6%. A morbidade do grupo BBc foi de 11% e letalidade de
100%. Nos demais grupos, nenhum animal adoeceu.

Na fase de desafio em B. decumbens os grupos BDc, BBc e BHc demostraram
elevacoes séricas de GGT e AST. A atividade média sérica de GGT e AST foi maior
nos animais do grupo BDc em comparacéo aos grupos BD2h e BDalt (p<0,05).
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Figura 2. Taxas séricas médias de GGT e AST de ovinos submetidos ao pastejo em
Brachiaria decumbens por duas horas diarias (BD2h), pastejo em dias alternados
Brachiaria decumbens (BDalt), pastejo continuo em Brachiaria decumbens (BDc),
pastejo continuo em Brachiaria humidicula (BHc), e pastejo continuo em Brachiaria
brizantha (BBc) durante o Experimento 1. Valor méximo de referéncia da populacéo
(VMRP) para espécie. - Brasilia, 2012.

Os animais que morreram apresentaram figado de coloracdo discretamente
amarelada, hepatomegalia e vesicula biliar repleta. No figado foi observada tumefacao
de hepatdcitos, muitos macrofagos com citoplasma espumoso no interior de
sinusdides (Figura 3), alguns com imagens negativas de cristais aciculares
intracitoplasméticos, colestase e infiltrado inflamatério periportal mononuclear
discretos, e imagens negativas de material cristaloide refringente no limen de ductos
biliares.
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Experimento 2 - Transferéncia da resisténcia aintoxicacao por Brachiaria
spp. por transfaunacao ruminal.

Um ovino do grupo CT apresentou elevacgao da atividade sérica de GGT e AST,
emagrecimento progressivo, apatia, desidratacdo, secrecdo e hiperemia de mucosa
ocular e na terceira semana da fase de desafio morreu. As alteracdes patologicas
foram similares as observadas nos ovinos intoxicados do experimento 1. Os demais
animais ndo apresentaram alteracdes clinico-patolégicas dignas de nota durante o
periodo experimental. A morbidade do grupo CT foi de 12,5% e letalidade de 100%.

A atividade sérica média de GGT e AST (Tabela 2) foram maiores nos animais
do grupo CT em comparagdo aos grupos TRU e TRC durante a fase de desafio
(p<0,05).

Tabela 2. Niveis séricos médios de GGT e AST dos grupos durante a fase de desafio
no Experimento 2 - Brasilia, 2012.

GGT AST
Grupos o ASV Lo ASV
Média e DP (n=8) Média e DP (n=8)
CT 53,9+7,3a 4 110+12,3a 5
TRU 46,8+4,8b 2 98,3+11,0b 2
TRC 45,7+5,5b 1 101,3+6,4b 2

Médias com letras distintas em uma mesma coluna diferem entre si (P<0,05). Namero de animais com
aumento sérico enzimético acima do VMRP (ASV). Grupo controle (CT), grupo com transfaunacgéo
Unica (TRU) e grupo com transfaunacéo continua (TRC).

Experimento 3 — Avaliagdo da transferéncia hereditaria da resisténcia a
intoxicagcao por Brachiaria spp.

Trés animais do grupo CRS apresentaram sinais clinicos da intoxicacao
(morbidade = 33,3%). Um deles adoeceu na quarta semana ap0s o inicio do
experimento, e 0s outros dois, na quinta e sétima semanas. Esses animais
apresentaram emagrecimento, hiperemia da mucosa ocular, lacrimejamento e edema
de face. Os ovinos foram retirados do experimento e se recuperaram das lesfes. Os
cordeiros do grupo CRA nao apresentaram sinais clinicos de intoxicacao.

Os niveis séricos médios de GGT (CRS= 65,2+18,8 Ul/l e CRA=56,0+7,4 UI/l)
e AST (CRS=248,1+416,3 Ul/l e CRA=127,2 £32,7 Ul/l) ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos (Figura 4) nas semanas de maior elevacao e durante
todo o experimento (p>0,05). Nos periodos de maior atividade sérica média de AST,
essas elevacdes foram decorrentes de variacdes acentuadas apresentadas pelos 3
animais do grupo CRS que adoeceram e que também apresentaram alteracdes nos
niveis de GGT. Apenas dois ovinos do grupo CRA produziram o aumento do GGT
sérico na sexta semana, apesar de nao apresentarem sinais clinicos ou adoecerem.
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Figura 4. Taxas séricas médios de GGT e AST de cordeiros suscetiveis (CRS) e
adaptados (CRA) submetidos ao pastejo em Brachiaria decumbens durante o
Experimento 3. - Brasilia, 2012.

DISCUSSAO

Nos trés experimentos realizados, oito ovinos se intoxicaram e quatro
morreram. Destes, sete animais eram provenientes de rebanhos nédo adaptados ao
pastejo em Brachiaria spp. e ndo foram submetidos a nenhuma forma de manejo ou
tratamento. Ovinos que nunca tiveram contato com a planta (n&o adaptados) sao mais
suscetiveis a intoxicacdo do que animais criados e mantidos (adaptados) em
pastagens de Brachiaria spp. (CASTRO et al. 2011, GRACINDO et al. 2014, FACCIN
et al. 2014).

Na intoxicacdo natural e experimental de ovinos pela graminea, os indices de
morbidade podem variar de 15,4 a 50% e os indices de letalidade de 29,4 a 88,3%
(MUSTAFA et al. 2012, CASTRO et al. 2011, BRUM et al. 2007, SANTOS Jr 2008).
Grandes variacdes nesses indices podem ocorrer devido as caracteristicas das
pastagens e seu teor de saponina, e fatores ligados aos animais como idade e
diferencas na suscetibilidade/resisténcia presente nos ovinos dos rebanhos (CASTRO
etal. 2011).

Os sinais clinicos observados nos animais intoxicados nos experimentos sao
frequentemente encontrados em surtos e na intoxicacdo experimental de ovinos
(GRAYDON et al. 1991, BRUM et al. 2007, LEMOS et al. 1997, MUSTAFA et al. 2012,
PORTO et al. 2013, GRACINDO et al. 2014), e refletem principalmente a atividade
hepatotoxica provocada pela ingestao da graminea no organismo animal.

Importante ressaltar que apenas um animal do grupo BDc (experimento 1)
apresentou fotossensibilizacdo hepatégena com alopecia e ulceragdes cutaneas em
areas de pelagem clara (GRAYDON et al. 1991, LEMOS et al. 1996, SATURNINO et
al. 2010). Os ovinos utilizados nos experimentos eram mesticos da raca Santa Inés, e
apresentavam em sua maioria, pelagem escura, o que justificaria o surgimento de
apenas um animal com les@es de fotossensibilizacao.
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As alteragbes anatomopatoldgicas apresentadas pelos animais intoxicados
demonstraram a acdo hepatotoxica causada pela ingestdo de Brachiaria spp.,
representada principalmente pela hepatomegalia, figado de coloracdo amarelada e
vesicula biliar distendida, repleta de contetdo biliar espesso (GRAYDON et al. 1991,
KHAIRI et al. 2000, CASTRO et al. 2011, FACCIN et al. 2014).

As alteracdes histopatologicas, em conjunto as manifestagdes clinico-
patoldgicas, sdo essenciais para confirmar o diagnoéstico da intoxicacdo, e estavam
presentes nos ovinos do experimento que morreram intoxicados. Todos apresentaram
lesbGes caracteristicas da intoxicacdo, determinadas pela presenca de macréfagos
com citoplasma espumoso no interior de sinuséides hepaticos, tumefacdo de
hepatocitos, imagens negativas de cristais aciculares intracitoplasmaticos em
macrofagos e no limen de ductos biliares, colestase e infiltrado inflamatoério periportal
mononuclear (GRAYDON et al. 1991, DREIMEIER et al. 1998, 2002, CRUZ et al.
2000).

As alteracdes patologicas encontradas nos ovinos intoxicados séo decorrentes
principalmente a acado da protodioscina, uma saponina esteroidal isolada das folhas
de Brachiaria spp. (HARAGUCHI et al. 2008, BARBOSA-FERREIRA et al. 2011),
considerada o principio téxico presente na graminea (MILES et al. 1993, GRAYDON
et al. 1991, SALAM ABDULLAH et al. 1992, MEAGHER et al. 1996, LEMOS et al.
1997, CRUZ et al. 2001). Ao sofrer conjugacdo ao acido glicurénico para formar
sapogeninas ligadas com os ions de calcio (MILES et al. 1991, 1992, 1993, CRUZ et
al. 2000), que leva a formacao de sais insolUveis que se depositam nos ductos biliares
na forma de cristais (GRAYDON et al. 1991, MEAGHER et al. 1996, CRUZ et al. 2000).
A acdo fisica dos cristais formados é responsavel por promover obstrucdo e
inflamacé&o do sistema biliar, ictericia, fotossensibilizacdo, necrose de hepatécitos e
hepatite (LEMOS et al. 1998, SANTOS et al. 2008).

Os oito animais susceptiveis que se intoxicaram, apresentaram elevacéao sérica
das enzimas GGT e AST. A andlise de atividade séria de GGT vem sendo amplamente
utilizada como marcador fenotipico de lesdo hepética em ovinos, relacionada com a
severidade da lesdo causada pela intoxicagdo por esporodesmina (TOWERS &
STRATTON 1978, MORRIS et al. 1991, 1994). Os niveis séricos de GGT também séo
considerados importantes na identificacdo de animais intoxicados por Brachiaria spp.
(GRACINDO et al. 2014, FACCIN et al. 2014) e por Senecio spp. (BARROS et al.
2007, GIARETTA et al. 2014).

A analise dos niveis séricos de GGT e AST do experimento de manejo
adaptativo (experimento 1), demonstra diferenca significativa (p<0,05) dos grupos
BDalt e BD2h quando comparados ao grupo BDc, e permite inferir que a forma de
pastejo controlado em B. decumbens contribui com a adaptacdo dos animais. A
manutencdo continua de ovinos jovens em pastagens com niveis altos de saponina,
como presente na B. decumbens, favorecem a intoxicacdo dos animais e
aparentemente ndo contribuem para sua adaptagéo a pastagem.

Os animais do experimento submetidos ao pastejo nos piquetes de B. brizantha
e B. humidicula, apesar de ndo apresentarem diferencas significativas em relacao aos
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outros grupos, no periodo de desafio, também mostraram aumentos séricos similares
entre si, principalmente de GGT. Os niveis séricos de GGT como indicador de
hepatoxicidade da graminea (TOWERS & STRATTON 1978, MORRIS et al. 1991,
1994, 2002), sugerem que essas formas de manejo ndo séo eficazes na adaptacéo
dos animais ao pastejo em B. decumbens.

A administragdo continuada de doses ndo toxicas de Enterolobium
contortisiliquum, Crotalaria retusa e Senecio brasiliensis podem induzir resisténcia a
intoxicacdo em ovinos, que desaparece apds a retirada da planta, devido a
degradacdo lisossomal das enzimas responsaveis pela detoxificagdo (TOKARNIA et
al. 1999, ANJOS et al. 2010, GRECCO et al. 2012).

Os achados do experimento 1 sugerem que o pastejo controlado em piquetes de
B. decumbens é capaz de fornecer pequenas doses de saponina, sem causar
toxicidade. Essa forma de manejo possivelmente estimule a capacidade de
metaboliza¢do hepatica da toxina, reduzindo a acéo tdxica da graminea quando 0s
ovinos foram desafiados.

No experimento de transferéncia da resisténcia a intoxicacdo por Brachiaria
spp. através da transfaunacdo (experimento 2), o grupo controle (CT) apresentou
elevacao dos niveis séricos de GGT e AST (p<0,05) qguando comparado aos animais
transfaunados (TRU e TRC). Isso permite inferir que a resisténcia a intoxicagao pode
ser transferida para animais susceptiveis através da administracdo de contetdo
rumenal de animais adaptados ao pastejo na graminea.

A administracdo de conteudo ruminal de ovinos adultos adaptados ao pastejo
em B. brizantha para cordeiros susceptiveis foi capaz de reduzir a taxa de morbidade
da intoxicacdo pela graminea no rebanho, possivelmente por auxiliar na degradacao
dos compostos toxicos (ALBERNAZ et al. 2010). A transfaunacdo pode ser utilizada
para detoxificar metabdlitos toxicos de plantas através dos microrganismos presentes
no conteudo ruminal (DePETERS & GEORGE 2014). Bactérias rumenais capazes de
degradar o monofluoracetato de so6dio podem ser transfaunadas para conferir
resisténcia para animais susceptiveis, a intoxicagdo por Amorimia septentrionalis, A.
rigida e Palicourea aneofusca (CAMBOIM et al. 2012, DUARTE et al. 2013, OLIVEIRA
et al. 2013).

A mimosina, principio toxico presente em plantas do género Leucaena e
Mimosa e o tanino contido em plantas, sdo degradados por bactérias rumenais em
animais adaptados a sua ingestao, e podem ser transferidas por transfaunacao para
mitigar o impacto da intoxicacdo por essas substancias em ruminantes ndo adaptados
(JONES & MEGARRITY 1986, ODENYO et al. 2001, EPHRAIM et al. 2005).

As saponinas presentes na Brachiaria spp. tornam-se toxicas apos a
metabolizagao pela microbiota ruminal (NOORDIN et al. 1989, SALAM ABDULLAH et
al. 1992) formando epismilagenina e episarsasapogenina, consideradas responsaveis
pela toxicidade e formacdo dos cristais caracteristicos no figado (LAJIS et al. 1993,
CRUZ et al. 2000, MEAGHER et al. 2001). A administracdo de conteudo ruminal de
ovinos intoxicados por B. decumbens para bovinos é capaz de produzir toxicidade,
com o desenvolvimento de lesBes hepéticas e renais (NOORDIN et al. 1989).
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Entretanto, experimentalmente a analise do contedido ruminal uma hora apés a oferta
de saponina demonstrou a auséncia de compostos derivados da diosgenina,
sugerindo que ha hidrolise de forma muito rapida das saponinas no rumen
(MEAGHER et al. 2001).

E conhecida a metabolizagdo rumenal das saponinas contidas na Brachiaria
spp. para a formacdo de compostos toxicos, porém, a transfaunacdo de liquido
rumenal de animais adaptados para ovinos susceptiveis a intoxicacdo pode ser
considerada uma forma de transferéncia de resisténcia. Os resultados sugerem que
haja microorganismos rumenais em ovinos adaptados, capazes de auxiliar na
degradacdo ou inativacao das saponinas da graminea, diminuindo sua toxicidade. A
detoxicacdo microbiana do riumen, pela adaptacédo gradual da microflora ruminal aos
principios toxicos presentes nas plantas, pode ser utilizada como forma de controle e
prevencéao das intoxicacdes (RIET-CORREA & MEDEIROS 2001).

No experimento de transferéncia hereditaria de resisténcia a intoxicacdo pela
graminea (experimento 3) ndo foram encontradas diferencas significativas nos niveis
séricos de GGT e AST entre os grupos (p>0,05), porém trés cordeiros do grupo
susceptivel se intoxicaram (morbidade de 33%), enquanto nenhum animal do grupo
adaptado adoeceu. Todos os animais intoxicados apresentaram GGT e AST maiores
do que os demais ovinos. Esses achados sugerem que em rebanhos adaptados, os
reprodutores apresentam mecanismos de resisténcia ao pastejo em B. decumbens
que podem ser herdados pelos cordeiros descendentes.

A transmisséao de resisténcia a toxinas por herdabilidade é apontada como um
mecanismo importante para explicar a enorme variacdo que existe nos niveis de
suscetibilidade dos animais frente as intoxicacdes (TOWERS 2006, BISHOP &
MORRIS 2007). A selec&o de rebanhos resistentes e minimizar a utilizagao de pastos
com presenca de esporidesmina sdo consideradas as principais medidas no controle
do eczema facial em ovinos (MORRIS et al. 1991, MORRIS 2009).

A selecao de linhagens de ovinos resistentes ao eczema facial foi desenvolvida
na Nova Zelandia (MORRIS et al. 1998) e j& sdo encontrados rebanhos comerciais
selecionados com essa caracteristica naquele pais (BISHOP & MORRIS 2007). A
herdabilidade das carateristicas de resisténcia a intoxicagcdo por esporidesmina
possuem taxa de transferéncia 1,77 vezes mais rapido do que o rebanho susceptivel
tende a se tornar mais susceptivel (MORRIS et al. 1994).

A resisténcia a intoxicacao pelo enddfito do capim festuca, Festuca arudinacea,
também pode ser transmitida geneticamente para bovinos e ratos pela selecdo dos
animais resistentes (GOULD & HOHENBOKEN et al. 1993, MILLER et al. 1994,
HOHENBOKEN & BLODGETT 1997, HOHENBOKEN et al. 2000, WOOD et al. 2006).

Dentre os principais mecanismos envolvidos na resisténcia dos animais a
intoxicagdo por plantas, € importante considerar as vias de detoxicagdo hepética
(FLAOYEN & JENSEN 1991). O sistema citocromo P450 (CYP), constituido por
enzimas localizadas na superficie do Reticulo Endoplasmatico Liso (REL) dos
hepatocitos, € considerado um dos mais importantes sistemas de detoxificacéo, onde
ocorre a oxidacdo e metabolizacdo de diversas substancias (OLIVEIRA et al. 2006,
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TANIGUCHI & GUENGERICH 2012). As reacdes mediadas pelo CYP respondem pela
maior parte das metabolizacfes oxidativas de moléculas lipofilicas e esteroidais
(BISCHOFF & RAMAIAH 2007, TANIGUCHI & GUENGERICH 2012).

A hiperplasia de REL é descrita em bovinos (DRIEMEIER et al. 1998) e ovinos
mantidos em pastagens de Brachiaria spp. e em animais intoxicados (DRIEMEIER et
al. 2002, SANTOS Jr 2008). Considerando que as saponinas presentes na Brachiaria
spp. sdo compostos de parte lipofilica (sapogeninas) e porcéo hidrofilica de cadeias
de acucares (SANTOS et al. 2000), possivelmente a resposta de hiperplasia do REL
nos hepatdcitos reflta o aumento na metabolizacdo hepética frente a toxina de
natureza esteroidal.

A administracao de fenobarbital para ovinos, potente indutor da citocromo P-450,
retardou a intoxicacdo por Brachiaria decumbens e reduziu a severidade dos sinais
clinicos em comparacao aqueles que néao receberam a droga (HASIAH et al. 2000).
Essa droga é capaz de induzir enzimas da fase 1 e fase 2 de detoxificagdo hepética,
especialmente a CYP3AL (EJIRI et al. 2005). Foi demonstrado que ovinos intoxicados
por B. decumbens apresentam uma reduc¢ao da citocromo P450 e de outras enzimas
microssomais no figado e rins, diminuindo a capacidade de metabolizacdo e
detoxificacdo de substancias (KHAIRI et al. 2000). A resisténcia as plantas que
contém saponinas parece estar ligada a maior atividade daquele sistema enzimatico
(FLAOYEN & JENSEN 1991). Estas observacbes demonstram que o REL e seu
sistema enzimatico podem representar um papel central na detoxificacdo das
saponinas presentes na graminea.

O sistema citocromo P450, representado pela expresséao e atividade das CYPs
no metabolismo de detoxificacdo, pode apresentar grande variabilidade individual,
explicada pela caracteristica genética polimérfica das enzimas determinando a
susceptibilidade hospedeiro-especifica (MILLER et al. 1997, SMITH et al. 1998,
GOMEZ-LECHON et al. 2007, HELLER 2013). Apesar das diferencas existentes entre
as CYPs, sua relevancia e atividade em varias espécies (GOMEZ-LECHON et al.
2007, BAILLIE & RETTIE 2011), foi também demonstrada a importancia das
isoenzimas CYP2B e CYP3A em ovinos na metabolizacdo de drogas (GALTIER &
ALVINERIE 1996) e na bioativacéo e detoxicacao de alcaloides pirrolizidinicos (HUAN
et al. 1998).

O sistema enzimatico microssomal é mais desenvolvido em animais adultos que
em individuos jovens (FREELAND & JANZEN 1974), aumentando gradualmente a
atividade das CYPs desde o nascimento até a fase adulta (GALTIER & ALVINERIE
1996). Essas observacdes reforcam o fato que ovinos jovens sdo considerados mais
susceptiveis a intoxicacdo por Brachiaria spp. que animais adultos (LEMOS et al.
1998, CASTRO et al. 2011, SANTOS et al. 2008). O processo de maturacdo do
sistema enzimatico microssomal possivelmente expligue a maior suscetibilidade de
ovinos jovens a intoxicacao pela graminea.

O conjunto de experimentos foi capaz de demonstrar que ovinos podem
apresentar diferentes mecanismos de resisténcia a intoxicacdo por Brachiaria spp. O
pastejo controlado de animais jovens susceptiveis a intoxicacdo permitiu a
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administracdo de doses ndo toxicas de saponinas presentes na graminea. Os
intervalos utilizados foram suficientes para evitar que 0s ovinos se intoxicassem,
possivelmente devido a hiperplasia do REL e do aumento da atividade das enzimas
do sistema P450, minimizando a acdo hepatotoxica durante a fase de desafio,
demonstrada pelos niveis menores de GGT.

A transfaunacado de conteudo rumenal de animais resistentes a intoxicagdo para
ovinos susceptiveis, também parece ser uma forma importante de transferéncia de
resisténcia, pois minimizou as lesdes hepaticas, comprovada pela reducéo dos niveis
de GGT.

A herdabilidade de mecanismos de resisténcia a intoxica¢ao por Brachiaria spp.
também parece ocorrer, uma vez que cordeiros provenientes de rebanhos adaptados
ao pastejo na graminea, nao se intoxicaram. Esse mecanismo herdado envolvido na
resisténcia, ainda ndo € conhecido, mas possivelmente esteja ligado a capacidade de
metabolizacdo hepética influenciada pelo perfil de expressédo das CYPs, capazes de
metabolizar adequadamente maiores quantidades da toxina.

No entanto, 66,6% dos cordeiros susceptiveis também néo se intoxicaram e isso
poderia ser explicado por outros fatores como o polimorfismo dos genes que
expressam as CYPs, e variacdo nos niveis de saponina nas pastagens, além do
fendbmeno de resiliéncia. Esse fenbmeno foi apresentado por animais de ambos os
grupos que apresentaram elevacdes séricas de GGT e AST, mas nao exibiram sinais
clinicos.

Dessa forma, 0 manejo adequado de ovinos jovens, controlando o tempo de
acesso aos piquetes de Brachiaria spp. pode ser uma alternativa viavel para prevenir
a intoxicagao pela graminea, permitindo ao mesmo tempo que o sistema de enzima
microssomais aumente sua atividade pela estimulagdo continua mas ndo toxica, e
também pela maturacéo desse sistema a medida que o animal envelhece. O processo
de transfaunacédo, aliado ao acesso controlado aos piquetes deve contribuir para
acelerar o processo de adaptacdo dos animais susceptiveis, minimizando as
intoxicagdes. A selecdo de rebanhos ovinos resistentes a intoxicagéo deve ser melhor
investigada, principalmente calcada no acompanhamento dos niveis de GGT dos
cordeiros introduzidos em pastagens toxicas, para utilizacdo somente de animais
reprodutores ndo susceptiveis a toxina.

Os resultados permitem apontar na direcdo de um manejo controlado de animais
susceptiveis numa fase inicial de transicdo para a selecéo de rebanhos resistentes a
intoxicacdo. E importante um olhar critico para o futuro, visando identificar animais
resistentes, entender melhor como e quais mecanismos S80 responsaveis e 0
desenvolvimento de testes moleculares para identificar os genes ligados a
resisténcia/susceptibilidade. O estudo toxicogendmico da intoxicagdo por braquiéria
encontra-se na fronteira do conhecimento para o entendimento da acao de diversas
outras plantas, toxinas e drogas hepatotoxicas, com ampla aplicagdo nas mais
diversas espécies, incluindo o homem.
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ANEXOS

Figura 1. Lesbes de fotossensibilizacao na face (A) e membro torécico (B) em
ovino submetido ao pastejo continuo em Brachiaria decumbens no Experimento 1 -
Brasilia, 2012.

Figura 3. Hepatdcitos vacuolizados e presenca de macréfagos espumosos.

Figado de ovino intoxicado apdés duas semanas de pastejo continuo em Brachiaria
decumbens. HE, obj. 40x.
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