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ALTERACOES CLINICO-PATOLOGICAS DE GALINHAS POEDEIRAS
(Gallus gallus domesticus) INTOXICADAS EXPERIMENTALMENTE
COM SEMENTES DE Crotalaria spectabilis (Leg. Papilionoideae)

CLINICAL AND PATHOLOGICAL CHANGES OF LAYING HENS (Gallus gallus domesticus)
EXPERIMENTALLY POISONED BY Crotalaria spectabilis SEEDS (Leg. Papilionoideae)

W. A. B. PEREIRA", M. R. HATAYDE?, G. S. GODOY?, A. C. ALESSP,
A. BERCHIERI-JUNIOR®.

RESUMO

A C. spectabilis pertence ao género Crotalaria, familia Leguminosae e ¢ utilizada como adubagio verde. Desta forma,
suas sementes podem ser colhidas juntamente com 0s griaos de milho e soja contaminando alimentos para animais. Para
avaliar atoxicidade das sementes de C. spectabilis para galinhas poedeiras, foram utilizadas 80 galinhas “Hisex White”,
distribuidas nos grupos Gi, G,, Gz e G4, que receberam durante 28 dias, ragdes contendo respectivamente: 0,00, 0,02,
0,04 e 0,06% de sementes trituradas de C. spectabilis. As aves que morreram durante o experimento, e as, sacrificadas
ao final do mesmo foram necropsiadas col hendo-se fragmentos de figado, rim, pro-ventriculo, pulméo e coragdo para
histopatologia. Macroscopicamente verificou-se ascite, caguexia, figado reduzido ou aumentado de volume com
presenca de fibrina e/ou hematomas subcapsulares. Microscopicamente, encontrou-se esteatose, congestdo, hemorragia,
megal ocitose e necrose de hepatdcitos. Assim, conclui-se que as sementes de C. spectabilis incorporadas na ragio aos
niveis de 0,02%, 0,04% e 0,06% sdo hepatotoxicas para galinhas poedeiras.

PALAVRAS-CHAVE: Alcal6ides pirrolizidinicos. Alteragdes hepaticas. Monaocrotalina

SUMMARY

C. spectabilis belongs to Crotalaria genus of the Leguminosae family, and is used as “green manuring”. In that manner,
its seeds may be harvested along with corn and soy beans contaminating animal foods. The purpose of this work was to
evaluate the toxicity of C. spectabilis seeds present in the diet fed to laying hens. Eighty fowls “Hisex White” were
divided into four groups G;, G, Gz and G,4. The laying hens were fed diets containing 0.00, 0.02, 0.04 and 0.06% of
crushed seeds of C. spectabilis for 28 days. Every day, fowls were monitored clinically. The fowls that died in the
course of the experiment and the fowls euthanized a the end, were necropsied and fragments of liver, kidneys,
proventricle, lungs and heart were collected for histopathology. Macroscopic examination of poisoned fowls revealed
ascites, cachexia, liver volume increased or reduced with fibrin or subcapsule hematomas. Histopathology showed
steatosis, congestion, hemorrhage, megalocytosis and necrosis of hepatocytes. Therefore, the C. spectabilis seeds
incorporated into diets at levels of 0.02%, 0.04% and 0.06% were hepato-toxic for laying hens.

KEY-WORDS: Hepatic changes. Monocrotaline. Pyrrolizidine alkaloids
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INTRODUCAO

A Crotalaria spectabilis pertence a familia
Leguminosae, subfamilia Papilionoideae e apresenta-
se distribuida principalmente em areas tropicais e
subtropicais  do planeta  (WILLIAMS &
MOLLYNEAUX, 1987), sendo utilizada
principalmente em praticas de adubagdo verde, em
lavouras de milho e soja. Para tal finalidade, a C.
spectabilis é plantada e posteriormente incorporada ao
solo, a fim de preservar e/ou restaurar os teores de
matéria organica e nutrientes (SILVA et a., 1999).
Entretanto, apoés a incorporagdo ao solo, a crotalaria
pode crescer espontaneamente nessas plantagdes e,
suas sementes serem col hidas juntamente com o milho
ou a soja, contaminando-os.

Uma vez ingeridas, as sementes podem ocasionar
efeitos deletérios aos animais e ao homem, por
conterem o a calide pirrolizidinico monocrotalina, que
aém de efeitos toxicos apresenta também atividade
tumorigénica (FU et al, 2002, COPPLE et al., 2004,
WANG et a., 2005). Casos naturais de intoxicagdo tém
sido descritos em egiiinos, bovinos, ovinos, caprinos,
suinos, aves e humanos (FU et al., 2002, NOBRE et al.,
2004).

A monocrotalina no figado produz necrose das
células parenquimais centrolobulares, danos as células
endoteliais das vénulas centrais e dos sinusoides,
resultando em congestdo e dilatagdo dos sinusdides
aém de hemorragia e ativagdo do sistema de
coagulagdo com posterior deposi¢do de fibrina nas
regides centrolobulares (COPPLE et al., 2004). No
inicio da fase aguda, as células endoteliais dos
sinusdides e das vénulas hepaticas, assim como as
Células do parénquima hepatico sdo lesionadas.
Posteriormente, segue-se a fase subaguda que consiste
na obliteracdo de vénulas intra-hepaticas associada a
fibrose dos sinusdides, sendo este processo
denominado: doenga veno-oclusiva hepatica ou
sindrome da obstrugdo sinusoidal (COOPLE et al.,
2003) . A exposi¢do cronica a essa substincia causa
ainda megalocitose, degeneragdo gordurosa, aumento
do tamanho dos nucleos com maior densidade da
cromatina nuclear, perda da fungdo metabdlica,
inibi¢do de mitoses, proliferacdo de ductos biliares,
cirrose hepatica, hiperplasia nodular e adenomas ou
adenocarcinomas (WANG et al., 2005).

Estudos verificaram a toxicidade de espécies de
crotalarias para as aves e para os animais domésticos
(ALFONSO et al., 1993, HATAYDE et a., 1997,
HATAYDE et a., 1997b, SOUZA et a., 1997,
NOBRE, et al., 2004). Entretanto, ndo se encontram
relatos sobre a intoxicagdo de galinhas poedeiras com
sementes de C. spectabilis. Assim, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos toxicos das sementes de
Crotalaria spectabilis, trituradas e adicionadas a ragdo
de galinhas poedeiras, observando-se as possiveis
alteracoes  clinico-patoldgicas  decorrentes  da
intoxicagao.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 80 galinhas poedeiras “Hisex
White” higidas, com 72 semanas de idade ao inicio do
experimento, que foram doadas pelo Setor de
Avicultura da Feaculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, UNESP, Jaboticabal ,SP . As aves foram
distribuidas aleatoriamente em quatro grupos de 20
aves (G, G, G; e G;), e mantidas em gaiolas
individuais de postura, contendo um bebedouro tipo
“nipple” por gaiola e comedouros coletivos de madeira
com capacidade para 10 aves, separados entre 0s
grupos experimentais por uma distancia de 1,60 m. As
aves recebiam 110g/ave/dia de uma ragdo de
manutengdo de postura, formulada de acordo com as
recomendagdes do NATIONAL RESEARCH
COUNCIL — NRC, sendo a principal fonte de
carboidrato o milho e de proteina a soja, com auséncia
de drogas coccidiostaticas. A ragdo foi feita pela
fabrica de ragdo da FCAV - UNESP — Campus de
Jaboticabal, com ingredientes selecionados. A agua foi
oferecida ad libitum. Os grupos experimentais foram
divididos de acordo com os niveis de inclusdo de
sementes C. spectabilis, trituradas e previamente
misturadas na ragdo seguindo-se as seguintes
proporgdes:

G, - Rado de manutencdo (sem adigdo de
sementes) — Grupo Controle;

G, — Ragdo de manutengdo + 0,02% de sementes
(20,0 g de sementes/ 100,00 kg de ragao)

G; - Ragdo de manutengdo + 0,04% de sementes
(40,0 g de sementes/ 100,00 kg de ragao)

G, - Ragdo de manutengdo + 0,06% de sementes
(60,00 g de sementes/ 100,00 kg de ragdo)

As quantidades de sementes para delineamento da
intoxicagdo foram determinadas seguindo-se as
recomendacdes de Hatayde et al.(1997a).

Diariamente realizou-se inspegdo a distdncia das
aves, avaliando-se o comportamento, a postura e
atitude comparando-se as intoxicadas com as do grupo
controle. As aves que apresentavam alguma alteracdo a
distincia eram retiradas da gaiola e submetidas ao
exame fisico.

Durante o0 periodo do experimento, as aves que
morreram, e aguelas remanescentes, sacrificadas ao
fina dos 28 dias, foram necropsiadas no Setor de
Anatomia Patolégica do Departamento de Patologia
Veterinaria da FCAV - UNESP — Campus de
Jaboticabal. Foram colhidos fragmentos de coragdo,
pulmido, figado, pro-ventriculo e rim, os quais foram
fixados em solugdo de formol a 10% neutro tamponado
com fosfato, por um periodo de 24 horas. Apds a
fixagdo, os fragmentos foram incluidos em parafina,
cortados em microtomo com espessura de 3,0um e
corados com hematoxilina e eosina (LUNA, 1968). Os
cortes histologicos foram examinados a microscopia
optica.
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RESULTADOS

Os principais sinais clinicos observados nas aves
dos grupos G,, G; e G, quando comparadas as aves do
G, estdo descritos na Tabela 1.

Os sinais clinicos foram evidentes a partir da
segunda semana de intoxicagao nas aves do grupo Gy,
0 qud teve ao final deste periodo trés mortas, durante
este periodo as aves manifestaram anorexia,
emagrecimento, dispnéia, abaulamento do abdomen,
penas erigadas e palidez das cristas. Na terceira semana
as aves do Gz comegaram a apresentar sinais clinicos
mais brandos do que as aves do G4, como abaulamento
do abdéomen, anorexia, depressio e mucosas palidas,
entretanto ao fina desta semana trés aves do Ggs

morreram. Nos ultimos sete dias de experimento as
aves do G, demonstraram diminui¢do da ingestdo de
racao, perda de peso e abaulamento do abdomen. Os
sinais clinicos foram semelhantes entre as aves dos
grupos intoxicados, entretanto, as galinhas do G,
apresentaram sinais clinicos mais severos. Durante os
28 dias de experimento, morreram 14 aves, sendo que
oito pertenciam ao G4, cinco ao G3 e uma ao G2. No
grupo G1 nao houve mortalidade.

As aves que vieram a 6bito e as sacrificadas no
ultimo dia de experimento, foram necropsiadas,
encontrando-se lesdes macroscopicas, nas aves dos
grupos G,, Gz e G,. As ateragdes observadas foram
semelhantes entre os grupos variando apenas em
severidade, conforme representado na Tabela 2.

Tabela 1 - Principais sinais clinicos observados nas galinhas poedeiras intoxicadas experimentalmente (0,02%, 0,04% e
0,06%) por sementes de Crotalaria spectabilis quando comparadas ao grupo controle (0,00%)

Grupos experimentais

Sinais clinicos

G1 (0,00%) G2 (0,02%) G3 (0,04%) G4 (0,06%)
Anorexia 0/ 20 5/ 20 12/ 20 20/ 20
Fraqueza 0/ 20 5/ 20 12/ 20 19/ 20
Dispnéia 1/ 20 0/ 20 10/ 20 20/20
Penas erigadas 0/ 20 6/ 20 11/ 20 18/ 20
Depressio 0/ 20 4/ 20 9/ 20 19/ 20
Mucosas palidas 0/ 20 3/ 20 4/ 20 10/ 20
Abaulamento do abdémen 0/ 20 10/ 20 18/20 20/ 20
Emagrecimento 0/ 20 5/ 20 20/ 20 20/ 20
Incoordenagio 0/ 20 0/ 20 2/ 20 3/ 20

Nota: > nimero de animais afetados/ niimero total de aves do grupo

Tabela 2 - Principais achados de necropsia encontrados em galinhas poedeiras intoxicadas experimental mente (0,02%,
0,04% e 0,06%) por sementes de Crotalaria spectabilis quando comparadas ao grupo controle (0,0%)

. Grupo
ACHADOS DE NECROPSIA Gl ) Ga Ca

Caguexia 0/ 20 3/20 10/ 20 20/ 20
Palidez de mucosas/ crista 0/ 20 10/ 20 11/ 20 13/ 20
Ascite 0/ 20 15/ 20 20/ 20 20/ 20
Parénquima hepatico

o Aumentado 2/ 20 6/ 20 3/20 0/ 20
. Diminuido 0/ 20 3/20 12/ 20 18/ 20
. Deposigao de fibrina 0/ 20 10/ 20 16/ 20 17/ 20
o Hematoma subcapsular 0/ 20 8/ 20 11/ 20 15/ 20
o Congestao/ hemorragia 0/ 20 14/ 20 16/ 20 15/ 20
. Fibrose 0/ 20 3/ 20 10/ 20 18/ 20
o Necrose 0/ 20 3/ 20 12/ 20 18/ 20
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Tabela 3 - Namero de galinhas poedeiras intoxicadas experimentalmente (0,02%, 0,04% e 0,06%) por sementes de
Crotalaria spectabilis quando comparadas ao grupo controle (0,00%). e escores de intensidades de lesdes hepaticas.

Intensidade das lesoes

Grupo

hepaticas (escores) G1

G2 G3 G4

1
2
3
4

O O O O

w PP A~ W

A A DNDN
g w o O

Total de LAminas Avaliadas 10

12 14

Figura 1 - Intoxicagdo experimental por sementes de Crotalaria spectabilis em galinhas poedeiras. A: Presenca de liquido sero-
sanguinolento na cavidade celomatica (—); B: Presenga de fibrina depositada sobre o figado (—); C: Ruptura do parénquima
hepatico com presenga de hematoma subcapsular (—); D: Figado diminuido de tamanho com presenga de extensa area com
coloragdo amarelada e consisténcia firme. Em destaque nota-se que a area estende-se a superficie de corte.

A caguexia foi constatada pela deformidade da
quilha e atrofia da musculatura do peito das aves
intoxicadas, sendo este achado muito evidente nas aves
do G4, Outro achado fregiiente nas aves dos grupos Go,
G; e G, foi a ascite com presenga de liquido, de
coloragdo amarelada, avermelhada (Figura 1A) ou
hemorragico. Com freqiiéncia, notou-se deposito de
fibrina sobre as visceras (figura 1B) e/ou aderida a
capsula hepatica (Figura 1B — seta). As lesdes mais
graves foram observadas nos figados das aves, os quais
apresentavam congestao, hemorragias e hematomas
subcapsulares (Figura 1C) decorrentes de pontos de
ruptura do parénquima hepatico, fazendo com que o
sangue ficasse acumulado entre o parénquima e a
capsula hepatica, sem extravasar para cavidade. Outras
ateragdes observadas foram o figado de coloragdo
amarelada, diminuido de tamanho, de consisténcia
firme, com superficie irregular e focos de deposi¢do de
fibrina na capsula, assim como, presenga de ndédulos
amarelados  distribuidos aleatoriamente  pelo
parénquima (Figura 1D) Nos outros orgdos ndo
observaram-se alteracdes macroscopicas.

O exame microscopico dos orgdos das aves do
grupo G; revelou em 3 aves a presenca de esteatose
hepatica branda. Varias lesdes foram observadas nos
figados dos animais dos grupos G,, G; e G;. Em
diferentes niveis de gravidade constatou-se a presenca
de degeneragdo gordurosa e necrose de hepatocitos
(Figuras 2A e 2B), megalocitose de hepatdcitos
(Figuras 2A e 2C), hemorragia (Figura 2D) e
proliferacao de tecido conjuntivo fibroso (Figuras 2A e
2B) e de ductos biliares (Figuras 2B e 2C). As
hemorragias também se apresentavam extensas,
formando grandes acamulos de sangue (hematoma) ou
se infiltrando entre os hepatécitos (Figura 2D).
Congestio de sinusodides, fibrose capsular, colestase
intre-hepatica e infiltrado inflamatério misto foram
visualizadas com menor freqiiéncia.

Devido a repeticdo das lesdes histopatologicas
hepaticas que ocorreram em todos os animais, realizou-
se aclassificagdo por escores de intensidade (Tabela 3).
Assim, atribuiu-se o escore 1 para as lesdes
consideradas mais brandas - degeneragio e
megalocitose; escore 2 — degeneragdo, megalocitose,
proliferagao acentuada de tecido conjuntivo e de ductos
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biliares; escore 3 - degeneragdo, megalocitose,
proliferacdo  acentuada de tecido conjuntivo,
hemorragias leves, necrose de pequenas areas; escore 4
— degeneragdo, megalocitose, necrose extensa,
hemorragia profusa, proliferagdo de tecido conjuntivo e
de ductos biliares intensa

Figura 2 - Intoxicagdo experimental por sementes de Crotalaria sp

ctabilis em galinhas p

Nos rins foram observadas degeneragdo hidropica e
necrose de tubulos renais corticais em duas aves do Gy,
3 aves do G,, 5 aves do G; e em 7 aves do G,. No
coragdo, nos pulmdes e no pro-ventriculo das aves dos
grupos G,, G; e G4 ndo foram observadas alteracdes
histopatol 6gicas.

4

ei ras. Liver histopathology. A: extensa

area de necrose de coagulagdo (=), proliferagéo de tecido conjuntivo fibroso (=) e megal ocitose de hepatdcitos (—) (HE, obj. 20X);
B: proliferagdo de ductos biliares (=), além de necrose de coagulagio (=) e proliferagéo de tecido conjuntivo fibroso (=) (HE, obj.
20X); C: proliferagdo de ductos biliares (=) e megalocitose de hepatocitos (=) (HE, obj. 40X); D: hemorragia multifocal e acentuada

(=) e esteatose hepatica (=) (HE, obj. 20X).

Todas as aves que ingeriram a ragdo contendo
sementes de C. spectabilis apresentaram sintomas de
intoxicagdo e esta sintomatologia foi semelhante entre
0s grupos, diferindo apenas no tempo e na intensidade
do aparecimento dos sintomas, mostrando que a
severidade do processo ¢ proporcional a dose da
intoxicagdo. Os dados mostram que 0S hiveis de
sementes utilizadas representam um grave problema
para as aves de postura, uma vez que a quantidade de
sementes ¢ muito pequena quando comparada com a
quantidade total de ragdo produzida. A ingestio das
sementes de C. spectabilis pelos grupos G,, G; e G,
propiciou 0 aparecimento de sintomas muito
semelhantes aos encontrados em varios estudos
(ALFONSO et a., 1993, HATAYDE et a., 1997%,
HATAYDE et a., 1997b), como penas erigadas,
abaulamento do abdomen e dispnéia, exceto em relagdo
a presenca de ictericia, que ndo foi observada em
nenhuma ave intoxicada

Durante a necropsia, as ateragdes encontradas
foram semelhantes as descritas por Alfonso et al.,
(1993), Hatayde et a. (1997a) e Hatayde et a. (1997b),
como presenca de ascite e figado reduzido de volume,
amarelado com pontos esbranquicados, superficie
retraida e recobertos por fibrina. Entretanto, a presenga

de ascite com conteado sero-sanguinolento ou
hemorragico ndo foi descrita por estes autores. Outra
lesdo caracteristica foi a presenca de pontos de ruptura
do parénquima hepatico com a formagdo de
hematomas situados entre 0 parénquima e a capsula
hepatica, conforme ilustrado na Figura 1C. As
alteragdes macroscopicas ficaram restritas apenas ao
figado, diferente do observado pelos demais autores
gque observaram lesdes macroscOpicas em rins e
pulmdes além das alteragdes hepaticas.

Ao exame microscopico no figado encontraram-se
lesdes como hemorragias, alteragdes degenerativas,
necrose de hepatocitos, proliferagio conjuntiva,
esteatose com grandes e pequenos vacuolos, infiltrados
focais difusos ou extensos de células inflamatorias.
Lesdes estas semelhantes as descritas por varios
estudos (ALFONSO et a., 1993, COPPLE et d., 2004,
NOBRE et al., 2004). Além dessas lesdes foram
observados a presenca de proliferagdo de ductos
biliares, espessamento de capsula hepatica, hematomas
e necrose aleatdria e massiva de hepatocitos.

A presenca de megalocitose, com adensamento da
membrana nuclear e nucléolos evidentes e aumentados
foi comum no figado das aves intoxicadas. Esta mesma
lesdo foi evidenciada em pintinhos (HATAYDE et al.,
1997a) frangos de corte (HATAYDE et a., 1997b),
suinos (SOUZA et al., 1997) intoxicados com
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sementes de C. spectabilis, ratos intoxicados
experimentalmente com monocrotalina (COPPLE et
a., 2004, WANG et al., 2005), humanos apds a
ingestdo de alcaldides pirrolizidinicos contidos em
suplementos dietéticos' (FU et al., 2002) e egiiinos
intoxicados naturalmente com Crotalaria retusa
(NOBRE et al., 2004).

Segundo FU et al. (2002), a intoxicagdo aguda por

monocrotalina causa uma hepatotoxicidade massiva,
com necrose hemorragica, enquanto a intoxica¢do
cronica envolve lesdes nos pulmdes e rins, além do
figado. Entretanto isso ndo foi observado neste
trabalho, uma vez que a ingestio de sementes nas
proporgdes de 0,02, 0,04, 0,06% junto com a ragdo
induziram quadros cronicos de intoxicagdo sem afetar
pumdes e rins. As alteragdes hepaticas foram
marcantes para as aves, sendo que muitas chegaram a
apresentar ruptura do parénquima hepatico com
formagdo de hematomas subcapsulares. Além da
ruptura hepatica, a utilizagdo das sementes nestas
propor¢des pode ser utilizada como um modelo para
indugdo experimental de ascite em aves.
Assim, pode-se concluir que aingestio de sementes de
C. spectabilis trituradas na ragdo para galinhas
poedeiras, nas propor¢des de 0,02, 0,04, 0,06% por 28
dias causa apenas lesdes hepaticas, sem alteragdes
pulmonares ou  renas, comprometendo o
desenvolvimento e a produtividade das galinhas
poedeiras.
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