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“Se teus projetos sdo para um ano, semeia o grao.
Se sdo para dez anos, planta uma arvore.

Se ndo para cem anos, instrua o povo.

Semeando uma vez o grao,
colheras uma vez;
plantando uma arvore,
colheras dez vezes;
instruindo o povo,

colheras cem vezes.

Se deres um peixe a um homem
ele comerad uma vez.
Se, porém, o ensinares a pescar,

2

Ele comera a vida inteira.’

Kuan-Tzy, sabio chinés,

Século VIl a.c.



RESUMO

ALTERACOES GONADAIS EM RATOS WISTAR MACHOS PRE-PUBERES E
PUBERES CAUSADAS PELA INTOXICACAO AGUDA POR Senecio brasiliensis

AUTOR: Daniel Prudente Moraes
ORIENTADOR: Bruno Leite dos Anjos
Local da Defesa e Data: Uruguaiana, 20 de maio de 2019

Alcaloides pirrolizidinicos (APs) sdo compostos toxicos encontrados em diversas plantas do
género Senecio spp, sendo descrito como a principal causa de intoxicacdo natural em animais
de producéo (bovinos) provocado principalmente pelo consumo da planta Senecio brasiliensis
(S. brasiliensis). No Rio Grande do Sul, a ocorréncia desta planta é marcante, sendo encontrada
em todas as regides do Estado. Recentemente foi atribuido a essa planta acdo deletéria no tecido
gonadal de vacas prenhes e também é relatado que rebanhos de producdo bovina apresentam
baixos indices reprodutivos.

Muitas vezes o fator etiol6gico que desencadeou indices inferiores aos esperados na reproducdo
é subdiagnosticado, uma vez que pouco se sabe sobre a acdo dos APs no sistema reprodutor de
rebanhos. O presente trabalho visa avaliar os efeitos toxicos deletérios dos APs em testiculos
de ratos Wistar (Rattus norvegicus), em que serd administrado por gavagem extrato aquoso
obtido na relacdo (2g planta dessecada X 100g de peso corp6reo), obtendo-se a forma aguda da
intoxicacdo. No experimento foram formados quatro grupos para avaliacdo aguda da
intoxicacdo em ratos pré-puberes e puberes. Os animais desafiados receberam extrato aquoso
da planta suficiente para o desenvolvimento da forma aguda da intoxicacdo, possibilitando a
andlise das estruturas histologicamente quanto a presenca de alteragdes nas células testiculares
nos diferentes estagios de desenvolvimento (pré-puberes e puberes). Inicialmente, pretende-se
reproduzir a intoxicacdo aguda pelos APs em ratos e a partir da intoxicacdo aguda por extrato
aquoso de S. brasiliensis confirmar a acdo toxica deletéria no tecido gonadal, propiciando
iniciar estudos futuros para avaliagdo do comportamento toxicologico gonadal em espécies de

interesse econdmico como os bovinos.

Palavras chaves: alcaloides pirrolizidinicos, alteracGes testiculares, degeneracdo testicular,

distdrbios reprodutivos, plantas toxicas.



ABSTRACT

GONADAL CHANGES INDUCED BY ACUTE POISONING BY Senecio brasiliensis
IN PREPUBERTAL AND PUBERTAL WISTAR MALE RATS

AUTHOR: Daniel Prudente Moraes
ADVISER: Bruno Leite dos Anjos
Date and Place of the Defense: Uruguaiana, May 20, 2019

Pyrrolizidine alkaloids (PAs) are toxic compounds found in several plants of the genus Senecio
spp, being described as the main cause of natural intoxication in cattle caused mostly by the
consumption of the plant Senecio brasiliensis (S. brasiliensis). In Rio Grande do Sul, Brazil,
the occurrence of this plant is remarkable, being found throughout the State. Recently,
deleterious effect on the gonadal tissue of pregnant cows was attributed to this plant and low
reproductive rates in the cattle herd was also reported.

Oftentimes, the etiologic factor that triggered lower rates in reproduction than expected is
underdiagnosed, since there is a very little knowledge about the action of PAs in the herd
reproduction system. The present study aims to evaluate the toxic deleterious effects of PAs in
Wistar rats (Rattus norvegicus) testicles, in which the aqueous extract obtained at the ratio (29
of dry plant per 100g of body weight) will be administered by gavage, obtaining the acute form
of poisoning. For this experiment, four groups were formed to evaluate the acute form of
poisoning in prepubertal and pubertal rats. The challenged animals received sufficient aqueous
extract of the plant for developmenting acute form of poisoning, allowing the histological
structures analysis that search the presence of changes in different stages of development
testicular cells (prepubertal and pubertal). Initially, the pourpose is to reproduce the acute
poisoning by PAs in rats and confirm the toxic deleterious effects in the gonadal tissue from
the acute intoxication by S. brasiliensis aqueous extract, allowing to initiate future studies to

evaluate the gonadal toxicological behavior in species of economic interest such as cattle.

Keywords: pyrrolizidine alkaloids, testicular changes, testicular degeneration, reproductive

disorders, toxic plants.
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1 INTRODUCAO

Grande parte dos rebanhos bovinos no Rio Grande do Sul € criada de maneira extensiva
em areas que comumente observa-se a ocorréncia espontanea de varios géneros de plantas que
contém alcaloides pirrolizidinicos (APs), destacando-se nessas areas de pastoreio, plantas do
género Senecio, especialmente Senecio brasiliensis (S. brasiliensis). Essa € uma das plantas
toxicas que apresenta distribuicdo geografica em toda a regido sul do Brasil (Riet-Correa et al.,
1993; Pilati & Barros, 2007; Grecco et al., 2010).

As plantas do género Senecio spp. (familia Asteraceae) sdo conhecidas popularmente
como “maria-mole” ou “flor-das-almas” e figuram como a principal causa toxica de morte de
bovinos no Rio Grande do Sul. A mortalidade provocada por essa planta, especialmente na
espécie bovina que € a mais acometida pelas intoxica¢des, ocorre devido a dano hepético
crbnico que € irreversivel na maioria das vezes (Karam et al., 2004; Lucena et al., 2010). Das
formas de intoxicagdo “aguda ou cronica”, a principal forma de intoxicacdo descrita € a
seneciose cronica, que resulta em morte de bovinos apds eventos em que ocorre a ingestdo da
planta presente nas pastagens principalmente devido ao déficit forrageiro (Tokarnia et al., 2012;
Krabbe et al., 2015, 2017).

Embora popularmente muitas plantas sejam incriminadas como tdxicas, poucas
informagdes sdo conhecidas sobre a real abrangéncia do seu efeito toxico nos diferentes
sistemas organicos, em especial, no que diz respeito a possiveis efeitos no sistema reprodutivo.
Na maioria das vezes o efeito toxico causado por plantas esta associado com abortos, Krabbe
et al. (2015) descreveu lesdo direta em células luteinicas de vacas intoxicadas por Aps com
presenca de megalocitose, condicdo esta associada a acdo toxica proveniente dos Aps que
quando biotransformados sdo inibidores de mitose que é o caso da patologia observada (Riet-
Correa et al., 2012b; Krabbe et al., 2015).

No Rio Grande do Sul diversos agentes sdo citados como causadores de disturbios
reprodutivos em bovinos, embora em muitos destes casos, o diagnostico conclusivo ndo seja
estabelecido. Acredita-se ainda que, o consumo de S. brasiliensis possa interferir nas funcoes
gonadais de bovinos machos e fémeas, ja que o processo de mitose ¢ fundamental no
desenvolvimento dos odcitos, bem como na espermatogénese (Krabbe et al., 2015). Os APs
presentes no Senecio spp promovem inibicdo da mitose em células que apresentam sistema
enzimaticos citocromo P450, como € o caso das células das gonadas (Krabbe et al., 2015;
Santos, 2017). Atualmente, sdo escassas as informagOes sobre o efeito deletério desses
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compostos quimicos para com o sistema reprodutivo em bovinos e recentemente foi observada
a relagdo entre alteragdes em células luteinicas grandes do corpo lUteo que, microscopicamente
apresentaram megalocitose, indicando acéo direta dos APs nessas estruturas (Krabbe et al.,
2015). Dessa forma, acredita-se que o S. brasiliensis possa causar dano gonadal que pode ser
permanente ao ponto de interferir na fungdo reprodutiva de animais, tanto em individuos
machos como fémeas, repercutindo diretamente na fertilidade dos rebanhos.

Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo reproduzir experimentalmente a
intoxicacdo aguda por S. brasiliensis e comprovar os efeitos dos APs nos testiculos de ratos

Wistar pré-puberes e puberes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Intoxicagéo por Senecio spp. em bovinos

E estimado que acima de 10% das mortes de bovinos no RS ocorram devido a
intoxicacdo por plantas. Esse dado representa aproximadamente 70 mil bovinos mortos por ano
(Riet-Correa & Medeiros 2001) e cerca de 50% destas mortes sdo correlacionadas a plantas do
género Senecio spp (Riet-Correa & Medeiros, 2001; Schild et al., 2004; Rissi et al., 2007),
sendo a intoxicacao por Senecio spp a principal causa-morte toxica de bovinos na regido central
e sul do Rio Grande do Sul (Karam et al., 2004; Rissi et al., 2007). Nos bovinos, o0s sinais
clinicos manifestam-se dias ou meses apos a ingestéo da planta, que normalmente evoluem até
a morte do animal, associada principalmente a fibrose e cirrose hepatica. Os sinais clinicos da
doenca podem regredir completamente, mas por se tratar de uma intoxicacao crénica os animais
poderdo apresentar novamente os sinais da intoxicacdo meses mais tarde (Prakash et al., 1999).

A intoxicacdo cronica pelos alcaloides pirrolizidinicos (APs) causam grandes prejuizos
caracterizados por acentuada mortalidade em rebanhos bovinos na regido Sul do Brasil. Esses
bovinos acabam apresentando dificuldade de ganho de peso e emagrecimento progressivo,
culminando na maioria das vezes na morte desses animais (Krabbe et al., 2015).

No figado, os principais aspectos histopatolégicos observados sdo fibrose e
megalocitose que, posteriormente, desencadeiam um quadro de cirrose hepatica e proliferacdo
de ductos biliares (Barros et al., 1992; Méndez, 1993; Pearson, 1993; Méndez & Riet-Correa,
2000). Os metabdlitos pirrolicos primérios de vida longa, sdo biotransformados a partir da acao
enzimatica do citocromo P450 nos hepatocitos (Kelly, 1993; Knignt & Walter, 2001) e podem
alcangar a circulagéo sistémica (efeito de transbordamento) afetando outros tecidos, causando
danos caracteristicos de megalocitose em tubulos renais, fibrose e megalocitose de células Clara
nos pulmdes (Prakash et al., 1999; Nobre et al., 2004). E observada também lesdo no sistema
nervoso central (vacuolizacdo), causada de forma secundéria pela ndo metabolizacdo hepética
da amonia em ureia (hiperamonemia) (Barros et al., 1992).

Embora tenha sido relatado que plantas toxicas possam induzir alteracdes reprodutivas
de forma direta e indireta em bovinos, esses mecanismos de acdo ainda ndo estdo totalmente
definidos (James et al., 1992; Riet-Correa et al., 2007, 2012; Tokarnia et al., 2012).
Recentemente foi relatada a ocorréncia de alteragcdes histopatoldgicas no corpo luteo de ovarios
que foram coletados de vacas prenhes que morreram de seneciose cronica (Krabbe et al., 2015).
A condigdo de intoxicacdo esta relacionada a ingestdo de plantas como S. brasiliensis, uma das

principais plantas toxicas nativas que contém os APs e esses podem ser identificados em todas
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as partes da planta. A presenca destes APs vao desde os primeiros estagios de crescimento até
0 término do desenvolvimento vegetativo. Segundo Krabbe et al. (2015), a megalocitose
visualizada no corpo luteo de ovarios de vacas intoxicadas por Senecio, possivelmente ocorreu
pelo efeito antimitotico dos compostos pirrélicos que atuam diretamente na divisao nuclear, e
também impedindo a divisdo celular o que ocasionou megalocitose em células luteinicas
grandes.

Os APs sdo agentes alquilantes que ligam-se facilmente as moléculas de DNA causando
danos severos e irreversiveis nas células, o que ocorre pela inibicdo da divisdo da cadeia de
DNA resultando em células gigantes (megalocitose) que posteriormente se tornam apoptéticas.
O processo de biotransformacdo primeiramente ocorre no figado, onde os APs convertem-se a
uma forma pirrdlica reativa conhecida como de-hidropirrolizidinas, sendo estes metabolitos
toxicos primarios, e como secundarios o alcool pirrol (Prakash et al., 1999).

No estudo de casos de intoxicagdo em bovinos realizado na mesorregido Oeste do Rio
Grande do Sul, entre os anos de 2011 e 2014, Krabbe et al. (2017) observou a ocorréncia natural
e abundante de diversas variedades de Senecio spp. A intoxicagdo por plantas desse género foi
também apontada como uma das principais causas de morte de bovinos na regido, sendo o
consumo maior da planta nos meses em que ocorre escassez de forrageiras, momento este, que
coincide com o periodo de inverno quando ocorre a germinacao e o pleno desenvolvimento da
planta que se mantém verde até a floragdo. Também pode causar sérios problemas que podem
evoluir até o comprometimento testicular, refletindo assim na diminuicdo da fecundidade dos
touros, refletindo na diminuicdo dos indices reprodutivos dos rebanhos (Karam et al., 2004;
Cruz et al., 2010; Tokarnia et al., 2012; Krabbe et al., 2015, 2017).

Com base nos efeitos ja reconhecidos dos APs contidos em plantas do género Senecio
spp., evidenciados em multiplos tecidos (figado, rins, pulméao e sistema nervoso), foi descrito
gue essa acdo deletéria é capaz de causar danos também no sistema reprodutivo pela presenca
de células luteinicas grandes com megalocitose no corpo luteo de vacas com diagndstico de
seneciose (Krabbe et al., 2015), fazendo-se necessario a avaliacdo experimental da agdo tdxica
em tecidos gonadais, bem como caracterizagdo das lesdes e mecanismos pelos quais esses danos
séo gerados, buscando assim medidas de controle e possibilitando a orientacdo adequada para

reducdo aos danos causados nos rebanhos de cria.
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2.2 Senecio spp

Em vérias regides no mundo sdo encontrados plantas nativas do género Senecio spp,
estas plantas contém APs, que estdo presentes em todas as partes da planta e que, ao serem
consumidas por animais de producdo, acarretam perdas econdmicas marcantes na atividade
pecuaria e de criacdo de animais (Carvalho & Mauggé, 1946; Basile et al., 2005). Das espécies
de plantas desse género existente no Brasil a mais difundida e de grande importancia
toxicologica estd o S. brasiliensis (Maria-Mole, tasneirinha ou flor-das-almas) (Fig. 1) que
possui presenga marcante nos campos nativos e cultivados, margens de estradas, cdrregos,
bordas de matas, campos Umidos e em areas brejosas, ocorrendo em todos os estados da regido

sul e estendendo-se até pequenas areas na regido sudeste onde desenvolve-se naturalmente em

seu habitat, sendo pouco exigente em condicdes de solo (Motidome & Ferreira, 1966; Basile et
al., 2005; Pessoa et al., 2013; Oliveira et al., 2015).

‘A““(‘._\ Q‘\ 3 ’f .

FIGURA 1 - (A) Senecio brasiliensis em estado de crescimento vegetativo; (B) Senecio brasiliensis em floragéo;
(C) inflorescéncia de Senecio brasiliensis.

A intoxicacao natural em bovinos por plantas do género Senecio spp ja foram descritas
em diversos paises como: Alemanha, Argentina, Africa do Sul, Canad4, Estados Unidos, Gra-
Bretanha, Paraguai, Uruguai e entre outros (Tokarnia & Dobereiner, 1984; Basile et al., 2005).

Nas intoxicacOes experimentais com bovinos que apresentaram evolucdo na forma
aguda a morte ocorreu entre 22 a 25 horas ap0s a ingestdo da planta e subaguda entre 16 e 21
dias; casos cronicos apresentaram sinais clinicos que podem ser observados de 2 a 92 dias apds
a ingestdo da planta (Tokarnia & Dobereiner, 1984). Em condi¢des normais as intoxicagdes em
bovinos geralmente ocorrem de maneira crénica, com sinais clinicos evidentes variando entre
72 a 144 horas ap06s a ingestdo (Barros et al., 1987; Méndez et al., 1987; Driemeier et al., 1991).
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A toxicidade e a sensibilidade ao principio tdxico é varidvel, acredita-se que animais
que consomem quantidades pequenas da planta durante um periodo prolongado cursam com
uma lesdo gradual no figado e sem o aparecimento dos sintomas clinicos evidentes,
desencadeando os sinais clinicos e 0 agravamento da doenca apos longos periodos posterior ao
consumo da planta, momento este em que a lesdo hepatica esta grave e uma Unica dose é capaz
de desencadear a morte, situacdo esta em que € configurado a acdo progressiva da toxicidade
pelos agentes das pirrolizidinas (Tokarnia & Dobereiner, 1984; Basile et al., 2005).

Em propriedades onde ocorreram surtos de seneciose na regido da campanha foi
constatado que S. brasiliensis foi predominante, seguido por Senecio selloi, Senecio oxyphillus,
Senecio heterotrichius, Senecio leptolobus e Senecio madagascariensis, nessas propriedades
em geral foi observado pouca oferta forrageira seja de campo nativo ou pastagem de boa
qualidade, enquanto que as populacbes de Senecio encontravam-se em todos 0s estagios
vegetativos e bom vigor, foi notado também que estas propriedades apresentavam sobrecarga
de animais em éreas de pastoreio (Karam et al., 2004; Cruz et al., 2010; Stigger et al., 2014;
Krabbe et al., 2017).

Predominantemente as intoxicacGes por Senecio spp sdo relatados acometendo bovinos
adultos em sistema de pastoreio (Karam et al., 2004; Tokarnia et al., 2012). Essas intoxicacoes
causadas por Senecio spp acarretam em consideraveis perdas econémicas no Rio Grande do Sul
e € considerada como a segunda causa de morte entre bovinos, superada somente pela tristeza
parasitaria (Riet-Correa & Medeiros, 2001; Karam et al., 2004; Pessoa et al., 2013; Krabbe et
al., 2017; Panziera et al., 2018).

Bovinos que consumiram Senecio spp, podem apresentar lesdes hepéticas subclinicas
meses ap0s terem cessado o consumo da planta, podendo morrer devido a evolugédo da acdo das
lesbes decorrente da acdo dos APs (Betty & Marksom, 1954, Lloyd, 1957, Tokarnia &
Dobereiner, 1984; Panziera et al., 2018). A intoxicacdo por APs pode ser caracterizada como
aguda quando este é consumido em doses elevadas e a doenca cursa em morte rapida, variando
de poucas horas até 72 horas.

Os APs contidos no Senecio brasiliensis (Spreng) Less, foram analisadas e apontadas
como altamente tdxico, e com capacidade de induzir toxidez aguda e causar morte em modelos
experimentais ocorrendo em menos de 24 horas, e mesmo quando a planta for dessecada e
armazenada por periodos superiores a 23 anos e em condigdes variaveis de luminosidade,
temperatura e umidade apresentam-se viaveis (Tokarnia & Dobereiner, 1984; Barros et al.,
1989; Santos-Melo et al., 2002; Tokarnia et al., 2012).
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O efeito tdxico dos APs é varidvel entre espécies animais, isso € devido a eficicia da
metabolizacdo e bio-eliminacdo destes metabolitos tdxicos, o que é particular a cada espécie,
sendo esta toxicidade observada no material vegetal que contém pirrolizidinas na seguinte
correlacdo: suinos 1 unidade, frangos 5 unidades, equinos e bovinos 14 unidades, ratos 50
unidades, camundongos 150 unidades, caprinos e ovinos 200 unidades (Hooper, 1978). J4 com
relacdo a planta, os niveis de APs podem a variar em fun¢éo do estagio vegetativo, solo e outros
fatores ambientais; e a maior concentracdo dos Aps € encontrada nas extremidades florais.
(Hirschmann et al., 1987).

2.3 Alcaloides pirrolizidinicos

Os alcaloides pirrolizidinicos (APs) sdo formados por compostos quimicos toxicos
produzidos no processo de biossintese e sdo encontrados em diversas plantas. A planta S.
brasiliensis possui em sua composicao principal os alcaloides integerrimina e a senecionina, e
como componente secundario o alcaloide retrorsina (Trigo et al., 2003) (Fig. 2). Esses
alcaloides sdo compostos quimicos muito estaveis, sendo convertidos em metabdlitos toxicos
denominados ésteres pirrdlicos (de-hidropirrolizidinas) e &lcoois pirrélicos pelas enzimas
nonooxigenases de funcdo mista presentes principalmente no figado (McLean, 1970; Prakash
etal., 1999).

Esses derivados pirrolicos sdo reativos e por sua vez inibem o processo de mitose,
ocasionando megalocitose e posterior morte celular (Prakash et al., 1999; Radostitis et al.,
2002). Em animais e humanos os principais géneros de plantas envolvidos nas intoxicac6es
espontaneas e medicinais sdo causados por plantas do género Senecio spp, Crotalaria,
Heliotropium e Echium (Cheeke, 1994; Lucena et al., 2010).

Integerrimina Senecionina Retrorsina

FIGURA 2 - Forma estrutural dos principais alcaloides pirrolizidinicos encontrados em S. brasiliensis. (Fonte:
Sandini et al. 2013).
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2.4 Toxicodindmica dos alcaloides pirrolizidinicos

Apobs os processos de detoxificagcdo hepéatica, os APs acabam sendo convertidos a
formas altamente reativas, conhecidas como de-hidropirrolizidinas e posteriormente ao alcool
pirrol (McLean, 1970; Prakash et al., 1999). Essas formas apresentam efeito hepatotdxico,
acarretando diversas lesGes hepaticas que evoluem para a insuficiéncia do 6rgao (Haraguchi,
2003; Pilati & Barros, 2007). Nesse processo é observada ac¢ao reativa que blogqueia o processo
de mitose, ocasionando megalocitose e morte celular, proliferacéo de células de ductos biliares
e fibrose periportal devido aos processos de degeneracdo, regeneracdo e morte celular com
aumento de fibroblastos com fibrose difusa (Karam et al., 2004; Panziera et al., 2018). Também
em alguns casos sdo visualizados hepatocitos com vacuolos citoplasméticos, hemorragias
multifocais, nddulos regenerativos, células inflamatorias, espessamento da capsula de Glisson
ou necrose centrolobular (Karam et al., 2004). Os padrdes histopatoldgicos da lesdo hepatica
podem variar dependendo da evolucdo e tempo de intoxicacdo (Grecco et al., 2010).

A dose tdxica para bovinos é variavel entre 0,5 a 5 g/kg/dia de folhas verdes nas
intoxicaces cronicas (Prakash et al., 1999; Haraguchi, 2003; Basile et al., 2005).

Animais intoxicados por APs podem apresentar sinais clinicos cursando com quadros
neuroldgicos muito graves como andar a esmo, andar cambaleante, disfagia, movimentos de
pedalagem, perda de ténus da boca e compressao da cabeca (Pilati & Barros, 2007; Panziera,
2014). As alteracOes observadas no sistema nervoso sdo descritas como encefalopatia hepatica,
que é apresentada como degeneracdo esponjosa (Status spongiosus) ocorrendo na substancia
branca do SNC (Summers et al., 1995; Ilha et al., 2001). As lesdes histopatoldgicas consistem
em edema nas bainhas de mielina na substéncia branca do encéfalo e formacdo de vacuolos
periaxonais bem delimitados conferindo o aspecto esponjoso ao tecido, apresentando maior
aspecto de espongiose em regibes do mesencéfalo, talamo, e pedinculos cerebelares
(Kellerman et al., 1988; Ilha et al., 2001; Karam et al., 2004; Panziera et al., 2017). Essas les6es
estdo associadas a forma secundaria da lesdo ocorrida no figado ao qual este 6rgdo perde a
capacidade de eliminar metabdlitos toxicos do organismo sendo um dos principais a amonia, e
resultando na sindrome hepatocerebral (Kellerman et al., 1988; llha et al., 2001).

A nivel pulmonar, tem-se como principais alteracGes histoldgicas associadas a
intoxicagdo por APs a presenca de edema, pneumonia intersticial fibrosante difusa,
espessamento de septos interalveolares, infiltrado inflamatério mononuclear caracterizado

principalmente por macréfagos espumosos (Santos et al., 2008).
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2.5 Risco para saude publica

As principais evidéncias da a¢do toxica causada por APs em humanos é a doenga veno-
oclusiva, onde ocorre a ocluséo parcial ou total na regido centrolobular que posteriormente
progride para substituicdo por tecido fibroso (Odriozola et al., 1994; Prakash et al., 1999).

As intoxicagdes por plantas toxicas podem ser variaveis de acordo com a época do ano
e a idade da planta. A hepatotoxidade em humanos decorrentes da intoxicacdo por APs é bem
estabelecida e dose-dependente. Esta intoxicacdo foi descrita pela primeira vez na Africa do
Sul onde ficou conhecida como “doenca do Senecio”, seguido por casos relatados na Jamaica
onde criangas desenvolviam ascite, hepatomegalia e eventualmente cirrose por ingestdo de
chas.

A DVO ocorre em peguenos ramos venosos intra-hepaticos propiciando uma ocluséo
ndo trombdlica parcial ou total, devido a formacdo de tecido conjuntivo frouxo no sub-
endotélio. Essa patologia provavelmente é decorrente dos processos inflamatérios ou destruicéo
do endotélio vénular, foram observado frequentemente necrose em hepatdcitos perivenulares
com posterior colagenizacéo e esclerose. A deficiéncia no fluxo venoso resulta em congestao
hepética, necrose centrolobular, fibrose ou cirrose resultando em faléncia hepatica aguda
(Stickel, 2005).

As espécies de S. brasiliensis (maria-mole), sdo normalmente consumidas como
alimentos, como fitomedicamentos e algumas vezes ocorre contaminagdo de cereais na

agricultura (César, 2003).

2.6 Testiculos e espermatogénese

Os testiculos, possuem duas fungdes principais que sdo a producdo hormonal
(andrdgenos) que induz as caracteristicas masculinas aos individuos, e a producdo de células
germinativas que resultaram nos gametas masculinos (espermatozoides) pelo processo da
gametogénese, responsaveis pela fecundagdo do 6vulo e transmissdo dos genes do reprodutor
para a prole (Stanbenfeld & Edqvist, 1996; Junqueira & Carneiro, 2004).

A gbnada masculina é envolvida externamente por uma grossa capsula de tecido
conjuntivo denso (tunica albuginea) que d& sustentacdo ao parénquima, sendo espessado na
superficie dorsal dos testiculos formando o mediastino do qual partem septos fibrosos que
penetram no parénquima, que é subdividindo em compartimentos piramidais formando os
I6bulos testiculares o qual é preenchido pelos tubulos seminiferos (Johnson, 1991; O’Donnel et
al., 2001; Junqueira & Carneiro, 2004).
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Os tubulos seminiferos sdo formados externamente por uma estrutura denominada de
lamina basal que é composta por fibrilas colagenas (colageno tipo I) e por células midides
peritubulares. No interior existem dois grupos celulares as células de Sertoli e células
germinativas (linhagem espermatogénicas) que progridem em direcdo centripeta conforme a
progressdo da espermatogénese (Junqueira & Carneiro, 2004). Os gametas masculinos séo
produzidos no interior dos tubulos seminiferos (Stanbenfeld e Edqgvist, 1996), sendo originarios
das células espermatogénicas que evoluem progressivamente pelos processos de mitose e
meiose (espermatogdnia, espermatdcitos e espermatides — Fig. 3) e a diferenciacao final em
espermatozdides é chamada de espermiogénese, este grupo celular estdo entremeados por
células de Sertoli que sdo responsaveis pela sustentacdo, nutricdo e fagocitose dos corpos
residuais (Dadoune e Demoulin, 1993; Junqueira & Carneiro, 2004).
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FIGURA 3 - Representacdo esquemaética de por¢do de um corte histolégico de tdbulo seminifero, o tubulo
seminifero é composto pela Idmina basal, e seu epitélio é formado por duas populagdes de celulares: as células de
Sertoli e as células da linhagem espermatogénica. Os tubulos seminiferos sdo contornados por células midides,
tecido conjuntivo, células intersticiais (Leydig) e vasos sanguineos. Fonte: Histologia Bésica, Junqueira &
Carneiro 2004.

Ao iniciar a puberdade as espermatogbnias comecam a se dividir pelo processo de
mitose produzindo sucessivas geracdes de células. A mitose ocorre nas células da
espermatogénese progressivamente desde a fase de espermatog6nia tipo A (células tronco) até
espermatogonias tipo B (células progenitoras) enquanto que o processo de meiose esta

compreendido entre as fases de espermatocito primario (primeira divisdo meidtica) que
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histologicamente sdo as maiores células da linhagem espermatogénica (distinguiveis pela
presenca de acrossomo no seu nucleo) e o espermatdcito secundario (segunda divisdo meiética),
seguido pelo processo de espermatogénese fase final em que as espermatides transformam se
em espermatozoides (Junqueira & Carneiro, 2004). O espaco extra tubular é composto por
tecido conjuntivo frouxo (fibroblastos) contendo numerosos vasos sanguineos, linfaticos e
células de Leydig responsaveis pela producao de andrégenos do qual se destaca a testosterona,
bem como outros esteroides incluindo o estrogeno (Dadoune e Demoulin, 1993; O’Donnel et
al., 2001; Junqueira & Carneiro, 2004).

A fisiologia e anatomia testicular e seus envoltorios é bastante complexa, de modo a
proporcionar o desempenho da fungdo gonadal, e que este se mantenha a uma temperatura
corporal interna variavel entre 36,5°C e 37,5°C, temperaturas em desconformidade com essa
média e ultrapassando o conforto térmico gonadal, podem resultar diversos comprometimentos
fisioldgicos e patolégicos (Guyton e Hall, 2006).

Na maioria das espécies os testiculos necessitam de uma temperatura que varia entre
2°C a 6°C inferior a temperatura corporea, mantendo assim todas as suas funcdes fisiologicas
como producdo de horménios e espermatogénese, esta funcdo é controlada fisiologicamente
pelo sistema neuroenddcrino sofrendo influéncia direta da termorregulacdo escroto-testicular
(Wanke & Gobello, 2006).

Os mecanismos estruturais que estdo envolvidos na termorregulagdo gonadal sdo: o
plexo pampiniforme composto por um emaranhado de artéria e veia ao qual contribui para a
diminuicdo da temperatura sanguinea que chega ao testiculo. Esse mecanismo esta associado a
transferéncia de temperatura entre sangue arterial e venoso, sendo dependente da diferenca de
temperatura, tempo de contato entre fluidos e distancia entre os vasos. Esse mecanismo
complexo é auxiliado pela tunica dartos e musculo cremaster os quais auxiliam na termo
regulacdo no interior do escroto, favorecendo a distensdo e aproximacdo das gdnadas a
superficie corpdrea inguino-abdominal, essa regido também conta com glandulas apdcrinas
responsaveis pela sudorese que acaba facilitando a eliminacdo de calor e umidade e estd em
contato com o ar para aumentar a dissipa¢do do calor (Villares, 1976; D’Arce e Flechtmann,
1980; Gabaldi e Wolf, 2002; Nunes, 2005).

O plexo pampiniforme é capaz de diminuir em determinadas espécies de animais a
temperatura gonadal em até 4°C em relacdo ao sangue arterial, 0s ovinos sdo uma referéncia
notoria, a diferencga térmica sanguinea pode ser observada desde o canal inguinal interno até a

camada externa do estroma gonadal (Hafez e Hafez, 2003).
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A degeneracdo testicular é a patologia que mais contribui para a infertilidade de machos,
devido ao fato do epitélio seminifero ser extremamente sensivel, onde o0 processo degenerativo
frequentemente ocorre em um processo agudo a cronico. Essas patologias gonadais podem
ocorrer unilateral ou bilateralmente, de forma zonal ou difusa dependendo da etiologia. A
degeneracéo testicular pode estar correlacionada a diversos fatores como: temperatura ambiente
inapropriada, toxemia, infeccdo local, desequilibrios nutricionais, alteracdo na vasculatura,
traumas, intoxicacOes, dermatites, excesso de tecido adiposo no funiculo espermatico,
distdrbios hormonais, fatores autoimunes, obstrucdo do epididimo e agentes quimicos
(Nascimento et al., 2010).

O processo de regeneracao testicular e o restabelecimento da fungédo espermatogénica
ocorre quando a degeneracdo das células do epitélio germinativo ndo for severa, podendo
ocorrer a recuperacdo total da funcéo testicular, pois espermatogonias, células de Sertoli e de
Leydig possuem resisténcia relativa, permitindo o retorno da espermatogénese
aproximadamente 60 dias (bovinos) apds a remocdo da causa primaria. Esse fator é variavel
conforme a espermatogénese de cada espécie (Lagerlof, 1938; Nascimento e Santos, 2011).

Variados agentes toxicos sdo descritos como causa primaria nas patologias reprodutivas
em machos. Romano et al. (2008), avaliaram a exposi¢do ao herbicida glifosato em ratos pré-
puberes, 0s quais apresentaram atraso significativo no inicio da puberdade. Estudos posteriores
revelaram que a desregulacdo do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal causada pelo herbicida
causa também alteracdo na arquitetura dos tubulos seminiferos e alteragdes na producdo
espermatica (Romano et al., 2012).

A degeneracdo testicular pode ser avaliada através da observacdo histopatoldgica.
Através dessa avaliacdo observa-se reducdo das células da linhagem germinativa, tubulos
seminiferos contendo células gigantes multinucleadas, diminuicdo da espessura do epitélio
germinativo, espermatogdnias bizarras com vacuolos e citoplasma granuloso e nucleos

picndticos (Bezerra et al., 2008).
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3 OBJETIVO

Geral

Desenvolver a intoxicacdo aguda por extrato aquoso de Senecio brasiliensis em ratos

Wistar (Rattus norvegicus) e avaliar o dano testicular.
Especifico

e Adaptar e padronizar o modelo experimental da intoxicac¢ao aguda por S. brasiliensis
em ratos Wistar machos;
e Avaliar a toxicodindmica dos alcaloides pirrolizidinicos contidos no Senecio

brasiliensis no tecido testicular de ratos pré-puberes e puberes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e processamento da planta

Para a realizacdo do experimento foram utilizadas partes superiores de S. brasiliensis
(ramos, folhas e flores) (Fig. 4-A), em estagio de inflorescéncia, coletadas na primeira quinzena
de outubro de 2016, realizada no municipio de Uruguaiana — RS. Os ramos, folhas e flores
foram desidratados & sombra (Fig. 4-B) e ap0s este processo o material foi triturado em moinho
de facas, obtendo assim o produto finamente moido (Fig. 4-C) que posteriormente foi embalado

em pote hermeticamente fechado e identificado (Fig. 4-D), permanecendo acondicionado em

temperatura ambiente e protegido da incidéncia direta de luz.

FIGURA 4 - (A) Senecio brasiliensis em estagio de coleta; (B) Senecio brasiliensis em esteira para secagem;
(C) Planta triturada em moinho; (D) Acondicionamento da planta triturada.
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4.2 Obtencéo do extrato

Para a obtencédo do extrato utilizou-se a correlagéo entre peso do animal e quatidade de
S. brasiliensis a ser administrada; para cada rato utilizou-se a relacdo de 2g de S. brasiliensis
para cada 100g do peso corpdreo. Ap6s o calculo da quantidade de S. brasiliensis a ser
administrado por animal foi adicionado &gua destilada na relagdo 1:5 (10g planta seca X 50ml
agua destilada) para a obtencdo do extrato aquoso e na sequencia realizou-se homogenizagéo
da infusdo, que permaneceu em repouso e refrigerada (4°C) por 24h. A filtragem foi realizada
sob pressdo manual em funil de vidro utilizando-se tela sintética fina com recuperacdo de 68%
do extrato liquido. Essa quantidade corresponde a 6,8% do peso corporeo (pc) do rato, obtendo
assim a dose toxica do extrato aquoso recuperado. A dose toxica letal foi administrada em trés

fracdes (cada fracdo corresponde a 2,27% do pv) com intervalos de 4 horas.

FIGURA 5 - (A) Preparo do extrato aquoso relacdo Senecio/agua destilada “1X5”; (B) Extrato liquido recuperado
(68% do volume de &gua destilada utilizada no processo de infusdo).

4.3 Dose toxica (letal)

A dose tdxica foi estabelecida e adaptada com base em experimentos anteriores
realizados por Tokarnia & Dobereiner (1984) e parametros de toxicidade entre diferentes
espécies de animais (Hooper, 1978). O que possibilitou aproximar a relacdo da dose tdxica

necessaria para o desenvolvimento da intoxicacdo na forma aguda em ratos Wistar (Tab. 1).
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TABELA 1 — Correlacdo dose toxica entre espécies, planta verde e planta dessecada.

DOSE LETAL - INTOXICACAO AGUDA

Planta verde g / Kg pc Planta dessecada g / Kg pc
BOVINOS 35¢ 5,259
RATOS (BOV. X 4) (35g X 4) = 1409 219

Obs.: A dose toxica aguda pode variar devido a quantidade de APs contido na planta (extrato padréo).

4.4 Grupo piloto (GP)

Para a comprovacdo do efeito toxico letal do extrato aquoso de S. brasiliensis, foi
realizado sob aprovacdo do CEUA 044/2015 a intoxicacdo de trés ratos adultos (Fig. 6)
conforme protocolo padrdo estabelecido para o experimento, para avaliacdo do efeito toxico e
a comprovacao da intoxicacdo aguda, bem como evolucdo dos sinais clinicos e periodo até o

desfecho da morte.

FIGURA 6 - Ratos grupo piloto. Ratos Wistar adultos, animais higidos previamente a administragcdo do extrato
aquoso de S. brasiliensis.
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4.5 Administracéo do extrato

A solucdo de extrato aquoso de S. brasiliensis foi administrada pelo método de gavagem
orogastrica, em que cada rato recebeu respectivamente a dose letal (6,8% pc) conforme a
relacdo do extrado obtido e o peso corporeo individual (Fig. 7). A dose letal foi fracionada em
trés porcdes iguais, e administradas com intervalos de 4 horas, com jejum prévio de 12h,
realizado para inicio do experimento. Apds a primeira administragéo os ratos tiveram acesso a
agua e comida ad libitum, permanecendo nas mesmas condi¢cdes ambientais que previamente

foram adaptados.

FIGURA 7 - Administracdo do extrato aquoso de S. brasiliensis por gavagem.

4.6 Modelo e grupos experimentais

O experimento foi realizado no biotério da Universidade Federal do Pampa
(UNIPAMPA) — Campus Uruguaiana. Para o experimento foram utilizados 23 ratos machos
(Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, sendo 10 ratos jovens pré-puberes com 43 dias de vida
no momento da administracdo do extrato liquido e 13 ratos adultos puberes com mais de 120
dias, sendo 3 utilizados como grupo piloto. Os ratos foram mantidos em caixas de criagdo com
alimentacdo comercial prdpria para roedores de laboratério e agua al libitum, em ambiente com
temperatura e luminosidade controlados (gabinetes para experimentagcdo). A temperatura
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manteve-se entre 22°C + 2°C e a iluminacdo artificial foi obtida por lampadas fluorescentes
(40W), estabelecendo um fotoperiodo de 12 horas luz (entre as 7:00 e 19:00h) e 12 horas de
escuriddo. O protocolo experimental adotado foi padrdo para todos os grupos utilizando-se a
mesma metodologia. Os ratos foram aleatoriamente distribuidos nos grupos desafio e controle
(Tab. 2). O grupo desafio recebeu por técnica de gavagem extrato aquoso de S. brasiliensis (em
volume correspondente a 6,8% do peso corporal) e o grupo controle recebeu adgua destilada na
mesma propor¢éo (6,8% do peso corporal).

A eutanésia foi realizada in extremis, utilizando a inducéo por barbiturico e transec¢do
medular conforme protocolo experimental animal aprovado sob o registro CEUA 012/2017,
UNIPAMPA. Todos os animais foram necropsiados logo ap6s a morte, momento este em que

foi efetuada a coleta dos 6rgéos para posterior avaliacdo histopatoldgica.

TABELA 2 - Distribuicao e identificacdo dos grupos experimentais:

GRUPO GRUPO GRUPO
Piloto Pré-pubere Pubere

Desafio Controle - Desafio Controle - Desafio
Rato | GP | Al Bl Al Bl
Rato Il GP Il All B Il All B Il
Rato IlI GP 11l Alll B Il A lll B I
Rato 1V - AlV B IV AlV BV
Rato V - AV BV AV BV

4.7 Avaliagdo macroscopia
Foi realizado avaliagéo visual e registro fotografico dos principais 6rgéos e coleta de

fragmentos com cerca de 1 cm de espessura de diversos orgados, incluindo figado, baco,
intestino, adrenal, rim, estbmago, bexiga, testiculos, masculo esquelético, coragdo, pulmdes e
todo o sistema nervoso central (SNC). Os fragmentos foram acondicionados em solucéo de

formol a 10% e apos fixados, processados e corados, para avaliagao histopatolégica.
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4.8 Avaliacéo histopatoldgica

Os fragmentos de tecidos fixados em formol foram clivados, processados rotineiramente
para histopatologia e embebidos em parafina. Os testiculos e figado foram submetidos a cortes
histologicos com cerca de 3 um em microtomo manual e corados com Hematoxilina e Eosina
(HE). Cortes histolégicos de testiculo e figado foram submetidos a avaliagdo microscopica
(duplo cego). Imagens foram obtidas através de camera digital Olympus associada a software
cellSens 1.7. Os tecidos foram avaliados quanto ao tipo, a distribuicdo e a intensidade das

alteracdes morfologicas.
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5 RESULTADOS

5.1 GRUPO PILOTO (GP) para padronizagdo da intoxicagdo

Os ratos do grupo piloto ap6s receberem a dose letal do extrato aquoso de S. brasiliensis
(6,8% do pc) morreram em um periodo que variou entre 15 e 17 horas apos a Ultima
administragdo do extrato conforme apresentado na tabela 3. Os sinais clinicos observados
previamente a morte dos animais foram dispneia, pelos eri¢ados, letargia, convulsao e palidez
nas extremidades, esses sinais clinicos individuais sdo apresentados na tabela 4. Os sinais
clinicos manifestaram-se em diferentes graus de intensidade entre as avaliacGes nos ratos
intoxicados devido a evolucdo da biodetoxificacdo. Foram observados pelos ericados e
depressdo do sistema nervoso (Fig. 8), que evoluiu com intensidade significativa em média de
duas horas antes da morte.

Na necropsia foram visualizadas mucosas palidas, bem como alteracdo do padrédo
lobular (moteado) e congestdo hepética intensa, conforme pode ser observado na tabela 5.

MicroscOpicamente, as lesbes hepaticas foram caracterizadas por hemorragia difusa
acentuada, megalocitose intensa, hepatocitos com citoplasma vacuolizado, apoptose e necrose
difusa com maior intensidade nas bordas do figado (Fig. 9). A intensidade e apresentacdo das

lesGes estdo apresentadas na tabela 6.

TABELA 3 — Grupo Piloto - Dose, nimero de administracdes e evolucgédo da intoxicacdo até a

morte dos ratos.

Piloto Peso (g) Dose letal do  N°administracdes Morte ap6s ultima
extrato mL / intervalo 4 horas administragéo
(6,8% pc)
Pl 519 35,3 18 —11,8ml 15 horas
28— 11,8ml
32 -11,7ml
Pl 450 30,6 12 —10,2ml 16 horas
28 —-10,2ml
32 —10,2ml
PIl 472 32,1 128 —10,7ml 17 horas
28— 10,7ml

32— 10,7ml
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TABELA 4 — Grupo piloto: sinais clinicos observados nos ratos.

GRUPO / RATO SINAIS CLINICOS
Pl 1:2:3:4:5
Pl 1:2:3:5
P 111 1:2:3;5

Sem sinais clinicos (0); dispneia (1); pelos ericados (2); letargia (3); convulsdo (4); palidez de membros e orelhas

().

FIGURA 8 — Ratos grupo piloto. Ratos com sinais clinicos: pelos erigdos.

TABELA 5 — Grupo piloto: alteragcbes macroscopicas observadas.

Grupo / rato Mucosas palidas Figado
Acentuacdo padrao Congestao
lobular
Pl ++ +++ +++
Pl ++ +++ +++
P I + +++ +++

Ausente (-); grau leve (+); grau moderado (++); grau intenso (+++).
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TABELA 6 — Grupo piloto: avaliacdo microscopica do figado.

Grupo Hemorra Conges  Megaloci  Apopto Necro  Degenera  Leucoci

/ rato gia tdo tose se se cdo tostase
Pl +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++
Pl +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++
P I +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++

Ausente (-); grau leve (+); grau moderado (++); grau intenso (+++).

FIGURA 9 - Grupo Piloto - Rato “P II”. Figado. Necrose (cabeca seta vazada) e hemorragia difusa acentuada
(seta preta curta), megalocitose (seta preta longa), hepatocitos com citoplasma vacuolizado (seta preta vazada),
nlcleo picndticos (cabeca seta preta). HE. Obj. 40X.

5.2 GRUPOS PRE-PUBERES
5.2.1 Avaliacéo clinica dos ratos grupo pré-puberes da intoxicacéo ao desfecho morte
Logo ap6s as administracbes das dosagens, os ratos do grupo pré-puberes nao
apresentaram alteracdes (Tab. 7), assim como os ratos controle (Fig. 10).
O grupo B (grupo desafio) foi submetido a avaliacdo clinica e um dos ratos foi
eutanasiado (B I11) apds apresentar sinais clinicos como pelos levemente ericados e leve letargia
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ap6s 16 horas da ultima administracdo. Na necropsia ndo foi observado alteracGes
macroscopicas significativas e os demais ratos do grupo foram acompanhados até sinais clinicos
mais acentuados.

Os ratos B, Bll, BIV e BV apresentaram sinais da intoxicacao caracterizados por sinais
clinicos e morte entre 59 e 68 horas ap6s a Ultima administracdo do extrato. Os sinais clinicos
observados variaram em tempo e intensidade sendo observados em um periodo aproximado de
2 horas previamente a morte dos ratos e corresponderam a pelos ericados, letargia, quadro
convulsivo (Fig. 11), palidez de extremidades dos membros e orelhas, liquido flutuante
vermelho no interior da cavidade vaginal do escroto, esses achados foram classificados em
estagios de leve, moderado a intenso e podem ser observados na tabela 8.

Os ratos pré-puberes controle (grupo A) foram submetidos a eutandsia em tempo
equivalente a morte dos ratos intoxicados (grupo B) e ndo apresentaram qualquer alteracédo

clinica.

TABELA 7 - Grupos pré-puberes (“A” controle e “B” desafio): peso dos ratos usados no
experimento, volume extrato aquoso de S. brasiliensis e/ou &gua destilada administrado,

numero de administrac6es e desfecho da administracao.

Grupo / Peso Dose (mL) H2O / Ext.  N°de administracbes Desfecho / horas
Rato corporeo (Q) aquoso / intervalo
Alll 211 14,35 (H20) 3/4h Eutanésia /16h
Al 185 12,58 (H20) 3/4h Eutanésia / 59h
AV 229 15,57 (H20) 3/4h Eutanasia / 59h
AV 214 14,55 (H20) 3/4h Eutanéasia /64,5h
All 196 13,33 (H20) 3/4h Eutanasia / 68h
B Il 207 14,03 (E. A)) 3/4h Eutanésia /16h
Bl 188 12,74 (E. A)) 3/4h Morte / 59h
BV 222 15,05 (E. A.) 3/4h Morte / 59h
B IV 212 14,36 (E. A.) 3/4h Morte / 64,5h
B- 1l 189 12,81 (E. A) 3/4h Morte / 68h

Obs. O volume da dose do extrato aquoso obtido corresponde a 6,8% em rela¢&o pv do rato.
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FIGURA 10 Grupo pre puberes ‘AeB” Ratos com 43 d1as de idade, animais sem alteragoes clinicas apds 22
administracéo.

TABELA 8 - Ratos pré-puberes, grupo “B”: Sinais clinicos observados previamente a morte.

GRUPO /RATO SINAIS CLINICOS
Bl 1,2;3;5
Bl 1,2;3;4,5,6
B Il 2
B IV 1;2;3;5;6
BV 1;2;3;5;6

Sem sinais clinicos (0); dispneia (1); pelos ericados (2); letargia (3); convulsdo (4); palidez de membros e orelhas
(5) e transudato modificado na cavidade escrotal (6).
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FIGURA 11 — Grupo pré-pubere - Rato “B II”. Em decubito dorsal durante quadro convulsivo, caracterizado por
pelos ericados, cauda e extremidades apendiculares palidas, escroto com transudato modificado avermelhado na
cavidade vaginal (seta preta).

5.2.2 Achados de necropsia ratos grupo pré-puberes (A / B)

Os principais achados de necropsia observados nos ratos intoxicados foram palidez
acentuada das mucosas e extremidades, escroto com transudato modificado na cavidade vaginal
(Fig. 12), pelos erricados, auséncia de diarreia. No exame interno observou-se o tempo de
coagulacdo prolongado, 6rgdos internos congestos, hidrotdrax, hidroperitdnio, acentuacdo do
padrdo lobular hepatico e congestdo hepatica (Fig. 13), cavidade vaginal com transudato
modificado (origem peritoneal via canal inguinal), testiculos apresentam moderada reserva de
tecido adiposo préximo a cauda do epididimo (Fig. 14), estbmago com conteudo, intestino com
vasos sanguineos congestos e conteldo gastro intestinal sem alteracdes. As principais

alteraces macroscopicas podem ser observadas na tabela 9.
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TABELA 9 — Ratos pré-puberes - Grupo “B”: Alteracbes macroscopicas e intensidade das

lesGes.
Grupo/  Hidrotérax  Ascite Figado Transudato
rato
Acentuacdo padrdo  Congestao escrotal
lobular
Bl + + +++ +++ -
B Il +++ +++ +++ +++ ++
B Il - - - - -
BIV +++ +++ +++ +++ +++
BV +++ +++ +++ ++++ +++

Ausente (-); grau leve (+); grau moderado (++); grau intenso (+++).

N

FIGURA 12 — Rato pré-pUbere “BIV”. Escroto, ap6s remocéo da derme observa-se cavidade vaginal: com liquido
avermelhado (transudato modificado) de origem cavitéria (seta preta).

~
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FIGURA 14 — Rato pré-pubere “B IV”. Testiculo: coleta de testiculos, apresentam moderada reserva de tecido
adiposo na periferia da cauda do epididimo.
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5.2.3 Exame histopatoldgico ratos pré-puberes (A / B)

Microscopicamente, os ratos do grupo B (desafiados) apresentaram alteragdes nas
estruturas hepéticas em diferentes graus de lesdo sendo observadas areas de necrose
centrolobular difusa acentuada, com hemorragia, leucocitostase leve, congestdo, megalocitose
e degeneracdo (Fig. 15). As lesdes hepéticas observadas no grupo pré-pubere B foram
classificadas e quantificadas na tabela 10. N&o foram observadas alteragOes significativas nos

figados dos ratos do grupo pré-pubere controle (A).

TABELA 10 — Grupo pré-pubere “B”: Alteracbes microscopicas observadas nos figados de

ratos intoxicados por S. brasiliensis.

Grupo Hemorragia Congestao Megalocitose Necrose Degeneragdo Leucocitostase
/ rato
Bl + ++ - + +++ ++
B Il +++ ++ ++ +++ +++ +++
B Il - - - - +++ -
B IV +++ ++ ++ +++ +++ +++
BV +++ ++ ++ +++ +++ +++

Ausente (-); grau leve (+); grau moderado (++); grau intenso (+++).

Na avaliacdo dos testiculos os ratos do grupo controle “A” apresentam tubulos
seminiferos sem espermatozoides (Fig. 16), as células da camada basal apresentam o ndcleo
mais basofilico (Fig. 16); o epididimo apresenta auséncia de espermatozoides na sua luz
indicando assim o estagio de imaturidade sexual dos ratos pré-puberes (Fig. 17).

A avaliacdo histopatoldgica das laminas dos testiculos dos ratos desafiados (Grupo B)
apresentaram necrose de células da camada germinativa, células da camada basal com ndcleo
basofilico e diminuicdo desorganizada com morfologia estrutural diminuida e células livres na
luz tubular (Fig.16 e 18). Cortes da cabeca do epididimo apresentam auséncia de

espermatozoides, compativel com animais fisiologicamente pré-puberes.
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FIGURA 15 - Figado grupo pré-pubere “B” - Rato intoxicado “B 1V, hemorragia difusa acentuada, hepatdcitos
(megalocitose, cromatina vacuolizada) necrose e apoptose. HE. Obj. 40X.

FIGURA 16 — Tubulos seminiferos grupo pré-pubere A e B - (A) Rato controle “AV”, tlbulos seminiferos sem
alteracdo. (B) Rato intoxicado “BV”, tubulos seminiferos com lumem reduzido, as células da camada basal
apresentam o nlcleo mais basofilico e tdbulos seminiferos apresentam degeneracéo e necrose, células germinativas
com ndcleo picnético e desorganizagdo com diminuicao de células germinativas. HE. Obj. 100X.
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Magnification:® 40 X

FIGURA 17 - Ductos cabega do epididimo- Rato pré-pubere “A V”. Auséncia de espermatozoides na luz dos
ductos, indicando a imaturidade sexual do rato. HE. Obj. 40X.

FIGURA 18 - Tubulos seminiferos - Rato pré-pubere “B III”. Lamen aumentado, as células da camada basal
apresentam o nlcleo mais basofilico com desorganizagdo das células germinativas e diminuigdo do nimero de
camadas de células germinativas. Tdbulo seminifero central apresentando severa perda celular para a luz do tdbulo.

HE. Obj. 40X.
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5.3 GRUPOS PUBERES
5.3.1 Avaliacao clinica dos ratos, grupo pubere da intoxicacdo ao desfecho morte

Ap0s a administracdo das dosagens aos ratos dos grupos puberes (A e B), notou-se leve
depressdo transitoria 3 horas apds a ultima administracdo nos ratos do grupo intoxicado (B)
(Fig. 19).

Foi possivel observar sinais clinicos iniciais como pelos eri¢cados, depressao acentuada,
dispneia (Fig. 20), e com a evolucdo da intoxicacdo acentuam-se significativamente
observando-se dispneia, pelos difusamente ericados, letargia, palidez de membros e orelhas, os
quais foram dispostos na tabela 12.

Os ratos do grupo “B” intoxicados, apresentaram sinais clinicos acentuados
caracteristicos da intoxicacdo aproximadamente duas horas antecedendo a eutanasia. Os sinais
clinicos evidenciados variaram em tempo e intensidade entre os individuos do grupo e a
eutandsia foi realizada em um periodo compreendido entre 12 e 17 horas ap6s a Ultima
administracdo do extrato (Tab. 11).

Os ratos DI, DII, DIIl, DIV e DV, foram eutanasiados (in extremis) conforme a
acentuacéo dos sinais clinicos, enquanto que os ratos do grupo controle “A” foram eutanasiados

paralelamente ao animal do grupo intoxicado.
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TABELA 11 — Grupos puberes “A” (controle) e “B” (desafiado): Peso dos ratos, volume
extrato aquoso de S. brasiliensis e/ou dgua destilada administrado, nimero de administracfes e

desfecho apds administragéo.

Grupo / Peso Dose (mL) N° de Desfecho / horas
Rato corporeo (g)  H20/ Ext. administracdes /
agquoso intervalo
Alll 443 30,12 (H20) 3/4h Eutanasia / 12h
AlV 565 38,42 (H20) 3/4h Eutanasia / 12h
AV 490 33,32 (H20) 3/4h Eutanasia / 12h
Al 458 31,14 (H20) 3/4h Eutanasia / 16h
All 469 31,89 (H20) 3/4h Eutanasia/ 17h
B Il 423 28,76 (E. A)) 3/4h Eutanésia /12h
B IV 429 29,17 (E. A)) 3/4h Eutanasia /12h
BV 456 31,00 (E. A) 3/4h Eutanasia /12h
Bl 493 32,70 (E. A) 3/4h Eutanasia /16h
Bl 510 34,68 (E. A) 3/4h Eutanésia/ 17h

Obs. O volume da dose do extrato administrado corresponde a 6,8% em rela¢&o pv do rato.

FIGURA 19 — Grupo puberes “A e B”. (A) Imagem obtida trés horas apés Ultima administracdo. Ratos controle
grupo C, sem alteracGes. (B) Ratos grupo D que receberam extrato aquoso S. brasiliensis, 0s ratos intoxicados
apresentam leve depresséo e pelos levemente erigados.
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TABELA 12 - Ratos puberes, grupo B: Sinais clinicos observados apds a administragédo do

extrato aquoso de S. brasiliensis.

GRUPO /RATO SINAIS CLINICOS
Bl 1;2;3;5
B Il 1;2;3;5
B Il 1,2;3;5
B IV 1,2;3;5
BV 1;2;3;5

Sem sinais clinicos (0); dispneia (1); pelos ericados (2); letargia (3); convulsdo (4); palidez de membros e orelhas

).

FIGURA 20 — Grupo pubere “B”. Ratos desafiados apresentando pelos ericados, depressdo acentuada, dispnéia.
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5.3.2 Achados de necropsia ratos grupos puberes “A e B”.

Macroscopicamente, as ratos apresentaram, palidez das mucosas e extremidades e pelos
erricados. No exame interno foram observados 6rgdos com leve congestdo, hidrotorax,
acentuacdo do padrdo lobular do figado e congestéo hepatica (Fig. 22), estdmago com conteldo,
intestinos com vasos sanguineos congestos. As alterac6es observadas na avaliacao de necropsia
estdo demostradas e quantificadas na tabela 13, com diferenciacdo do grau de acometimento
entre os individuos. Os testiculos apresentavam moderada reserva de tecido adiposo nas regides
da cabeca e cauda de epididimo, nota-se a visualiza¢do dos tubulos seminiferos com alguns de
coloracdo mais brancacentos (padrdo de mosaico) (Fig. 23).

Os ratos do grupo controle (C) ndo apresentaram alteragdes macroscépicas (Fig. 21).

TABELA 13 — Grupo pubere “B”: Avaliagdo macroscopica e intensidade das lesdes.

Grupo / Rato Hidrotorax Figado
Acentuaco padréo lobular
Bl - ++
Bl ++ ++
B I - ++
BIV - +
BV - ++

Ausente (-); grau leve (+); grau moderado (++); grau intenso (+++).
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FIGURA 21 — Rato pubere, controle “A 11", Visualiza-se os principais 6rgdos sem alteracdo: figado (seta branca),
coracao (seta preta), pulmdo (seta preta vazada), intestino delgado e intestino grosso (seta branca vazada).

FIGURA 22 — Rato pubere, intoxicado “B I1”. Visualiza-se: hidrotorax (seta preta), veia cava caudal ingurgitada
(seta branca vazada), alteracdo do padrdo hepatico (seta branca) e pulmédo (seta preta vazada).
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FIGURA 23 — Rato pubere, “B 11”. Testiculo: coleta de testiculos, apresentam acimulo moderado de tecido
adiposo na periferia da cabeca e cauda do epididimo, visualiza-se tabulos seminiferos do parénquima testicular
com padrdo de coloragdo tipo mosaico.

5.3.3 Exame histopatoldgico ratos grupos puberes “A e B”

Observa-se no figado dos ratos intoxicados (Grupo B) lesdes caracterizadas por necrose
centrolobular e mediozonal, além de leve infiltrado inflamatorio neutrofilico com megalocitose
moderada (Fig. 25). A necrose foi observada preferencialmente na periferia do lobo hepético e
com distribuicdo multifocal a coalescente com intensa perda de hepatdcitos, hemorragia e
congestdo acentuada, leucocitostase neutrofilica acentuada em sinusoides adjacentes em areas

de necrose.

Sdo observados alguns hepatdcitos mediozonais degenerados, com até quatro
megaldcitos por campo de maior aumento (40x) especialmente em areas com menor quantidade
de células necréticas. Os megalGcitos caracterizavam-se por apresentarem cromatina mais
frouxa e ndcleo grande. Além disso observou-se grande nimero de hepatécitos com ndcleo
picnotico, o grau de lesdo observado nas 1dminas do tecido hepatico estdo descritas na tabela
14).

Os animais do grupo pubere controle (A) ndo apresentaram alteragdes dignas de nota
(Fig. 24).
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Cortes de testiculo e epididimo foram avaliados em ambos 0s grupos ptberes “A ¢ B”.

Os ratos do grupo B apresentaram leve a moderada diminuicdo do ndmero de
espermatides iniciais e tardias com consequente diminui¢do do nimero de espermatozoides e
em alguns tubulos seminiferos foram observadas células multinucleadas caracteristicas de
degeneracdo testicular (Fig.27). Foi possivel observar quando comparado com o controle
congestdo de grandes vasos periféricos (na tunica vaginal). No lumem dos tdbulos seminiferos
e no epididimo foi observada consideravel diminuicdo do volume de espermatozoides e

presenca de substancia amorfa significativa (Fig. 29).

O Grupo pubere “A” ndo apresentou alteracdes microscopicas. Nos tubulos seminiferos
dos ratos pode-se observar até 4 camadas de células germinativas com grande quantidade de
espermatozoides; nos tdbulos seminiferos apresentam quantidade significativa de

espermatozoides (Fig. 26).

TABELA 14 — Ratos puberes, grupo B. Avaliagdo microscépica de figado e intensidade das
lesGes.

Grupo/ Necrose  Hemorragia  Leucocitostase = Congestdo  Megalocitose  Degeneracdo  Apoptose
rato

Bl +++ ++ +++ ++ ++ + +
Bl ++ + ++ ++ + + ++
B Il ++ + + + + + ++
B IV ++ + + + + + ++
BV ++ + ++ ++ ++ + +

Ausente (-); grau leve (+); grau moderado (++); grau intenso (+++).
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(B) Rato intoxicado “B I”, hemorragia difusa acentuada, hepatocitos (multiplos hepatécitos com ndcleo picnético,
citoplasma vacuolizado) necrose e apoptose difuso acentuado HE. Obj. 40X.

FIGURA 25 - Rato pubere intoxicado “B V”. Figado. Espago periportal. Apresenta nucleos picndticos (setas
vazada); hemorragia (cabeca de seta vazada); megalocitose (seta preta) e necrose (cabeca seta preta). HE. Obj.
40X.
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FIGURA 26 - Rato pubere, controle “A I’. Corte longitudinal. Lumem diminuido onde visualiza-se as caudas dos
espermatozoides, as células germinativas apresentam a cromatina normocoradas onde visualiza-se a divisdo celular
até espermatozoides. HE. Obj. 40X.
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FIGURA 27 - Rato pubere, “B I”. Tubulos seminiferos. Lumem aumentado, as células da camada basal

apresentam o ndcleo mais basofilico, visualiza-se descontinuidade das células germinativas e diminuigdo e perda
das camadas adjacentes. HE. Obj. 40X.
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FIGURA 28 - Rato pubere, controle “A TV”. Ductos cabega do epididimo. Presenca de grande quantidade de
espermatozoides, indicando a maturidade sexual do rato. HE. Obj. 20X.

p—

FIGURA 29 - Rato pubere, “B V”. Ductos cabec¢a do epididimo. Diminui¢do significativa de espermatozoides na
luz dos ductos. HE. Obj. 40X.
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6 DISCUSSAO

A intoxicacao por plantas toxicas do género Senecio € a mais relevante causa de morte
em bovinos, consequentemente repercutindo em grandes perdas econdmicas na regido sul do
Brasil e principalmente no estado do Rio Grande do Sul, ao qual na regido conhecida como
pampa gaucho concentra significativa porcéo do rebanho bovino (Pilati & Barros, 2007; Grecco
et al., 2010; Panziera et al., 2018). Recentemente Krabbe et al. (2014) relatou a ocorréncia de
lesdo direta causada pela intoxicacdo por plantas que contém APs, em células luteinicas. No
entanto o efeito deletério causado por plantas toxicas em animais é pouco conhecido (Anjos
2019, comunicacdo pessoal) bem como os estudos referentes ao impacto econdmico causado
pela intoxicacao subclinica por APs nos rebanhos destinados a reproducéo (Krabbe et al., 2014).
No presente estudo foi possivel desenvolver um modelo experimental adequado para estudo da
intoxicagdo aguda por APs contido em Senecio brasiliensis, o que permitiu uma avaliagdo
sistematica dos testiculos de ratos plberes e pre-puberes. Alguns autores demonstram acgéo
toxica de APs para essa espécie, porém nao foram encontrados estudos com avaliacéo do efeito
gonadal dos APs em animais (Moraes, 1952; Gimmler-Luz & Erdtmann, 1998; Sandini et al.,
2012; Osuigwe & Margret, 2017). O estudo permitiu ainda estabelecer um modelo para futuras
analises de patogénese quanto a dano hepatico causado por intoxicacdes em animais € humanos.

Os ratos macho Wistar (Rattus norvegicus) pré-puberes e puberes que receberam dose
(6,8% pc) do extrato aquoso, desenvolveram a forma aguda da intoxicacéo, sendo a dose toxica
equivalente ao que foi reproduzido com a espécie bovina por Tokarnia & Dobereiner (1984),
assim a dose toxica letal que causou a morte aos ratos na forma aguda foi compativel aos niveis
de intoxicacdo apresentado.

O quadro toxico desenvolvido pelos ratos no experimento, foram similares em
parametros de variacao toxica entre as espécies animais (Hooper 1978), e conforme as seguintes
equivaléncias apresentadas, sendo ratos considerados 4 vezes mais resistentes que bovinos e
equinos segundo Hooper (1978).

Os sinais clinicos observados (Tab. 4, 8 e 12), estes evoluiram progressivamente em um
curto espacgo de tempo antes da eutanasia ou morte. A evolucdo entre a apresentacao dos sinais
clinicos progressivos até a morte nos ratos foi em média de 2 horas. A rapida evolugéo entre a
apresentacdo dos sinais clinicos até a morte na intoxicacdo aguda por S. brasiliensis também
foi observada em ovinos com progressédo dos sinais clinicos e morte entre 4 e 24h. (Grecco et
al., 2012).
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Os sinais clinicos observados nos grupos intoxicados variaram em grau e intensidade
entre os ratos (evolugdo da biotransformacédo organica de cada individuo), que pode diferir entre
as espécies animais por apresentarem diferentes processos enzimaticos de detoxificacdo dos
APs (Hooper, 1978; Torres & Coelho, 2008). Também foi observado que ratos pré-puberes
desenvolveram a evolucdo da intoxicacdo com intervalo latente superior aos ratos puberes,
situacdo compreendida em relagdo a idade do animal, ja que em animais mais jovens as enzimas
do citocromo P450 sdo menos ativas do que nos animais adultos (Stewart & Hampton, 1987;
Maclachlan e Cullen, 1998). As alterac@es clinicas citadas por (Riet-Correa e Méndez, 2007)
em bovinos caracterizadas por quadros clinicos cursando com apatia, incoordenaco,
agressividade, tenesmo, diarreia, ictericia, ocasionalmente prolapso retal e incluindo
emagrecimento progressivo sdo observadas normalmente em intoxicacdes cronicas, esses
aspectos ndo devem ser confundidos com quadros agudos da intoxicacdo, embora apatia, sinais
neuroldgicos, ictericia e fotossensibilizagdo sdo relatados em ambas as formas clinicas (Corréa
et al., 2008; Basile et al., 2005; Grecco et al., 2012).

As alteracbes macroscopicas observadas nos ratos desafiados foram compativeis aos
quadros de intoxicacdo por plantas do género Senecio visualizadas e descritas em outras
espécies como bovinos e ovinos (Basile et al., 2005; Grecco et al., 2012; Panziera et al., 2017).

Uma caracteristica marcante nos ratos desafiados foi o transudato modificado (ascite),
embora esse achado seja mais frequente em animais com a forma cronica da intoxicagédo por
APs (Grecco et al., 2011, 2012; Krabbe et al., 2017; Panziera et al., 2017, 2018) também séo
aspectos relatados em experimentos com reproducdo da forma aguda em bovinos e ovinos
(Grecco et al., 2012; Panziera et al., 2017, 2018).

A intensa acentuacdo do padrdo lobular do figado foi outra caracteristica marcante na
intoxicacdo aguda nos ratos desse experimento. Ambos grupos apresentaram padrdo moteado
do figado, caracteristico de dano tdxico agudo centrolobular em humanos e animais causado
por diferentes tipos de toxicantes (Santos et al., 2008; Sandini et al., 2013). Na avaliacdo
macroscopica dos 6rgdos genitais, ndo foram observadas alteracoes significativas, embora trés
dos ratos (BIl; BIV e BV) tenha apresentado efusdo para cavidade da tunica vaginal em
decorréncia da acentuada ascite. Alteracbes macroscopicas nos testiculos e epididimos de
animais sdo observadas com maior frequéncia em disturbios cronicos, quando o agente
etioldgico ou o distdrbio provocam dano direto as células gonadais ou alteracdes circulatorias
duradouras como processos agudos ou crénicos, causados principalmente por traumatismo ou

agentes infecciosos (Jones et al., 1997; Megid et al., 2007).
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Microscopicamente, figados dos ratos intoxicados apresentaram alteracfes compativeis
com as vistas nas intoxicagOes por APs, observa-se que estas lesbes sdo decorrentes da
intoxicacdo aguda que, na maioria das espécies quando ndo causam morte rapida dos animais,
culminam no aparecimento de fibrose em processos mais tardios como a seneciose crénica
(Karam et al., 2004; Basile et al., 2005; Grecco et al., 2012; Krabbe et al., 2015).

O efeito toxico da planta é varidvel entre espécies animais, isso é devido a eficacia da
metabolizacdo e bioexcrecdo destes metabolitos toxicos (Hooper, 1978), também as
intoxicacOes podem variar em relacédo a idade do animal, ja que em recém nascidos as enzimas
do citocromo P450 sdo menos ativas do que nos animais adultos (Stewart & Hampton, 1987,
Radostitis, 2002; Maclachlan e Cullen, 1998), a diferenca nos padrdes da intoxicacao foi
observada entre 0s animais do grupo pré-puberes e puberes.

Histologicamente, o grupo de ratos pré-puberes apresentou dano testicular direto em
células germinativas caracterizado por degeneracdo e necrose com desprendimento de células
para o lumen do tibulo. Esses achados sdo compativeis com processos degenerativo-necroticos
causados por lesbes traumaticas, vasculares e toxicas no tecido gonadal (Nascimento e Santos,
2011; Montanari, 2013). Ressalta-se que a observacdo dessas lesdes ocorreu em um grupo que
experimentalmente cursou com um quadro clinico mais longo que os animais puberes,
possivelmente pela diminuicdo da atividade do grupo de enzimas citocromo P450, em especial
no figado, mas também em células de outros tecidos (Radostitis et al., 2002; Santos et al., 2008;
Karam et al., 2011; Santos, 2017). O tecido gonadal de animais pré-puberes é caracterizado por
membrana basal e células da camada basal progenitora com pequeno numero de
espermatogonias (Junqueira & Zago, 1987; Moore & Persaud, 2004; Montanari, 2013), sendo
essas Ultimas as mais intensamente acometidas pelo efeito dos APs. As caracteristicas celulares
observadas nas células mortas nos tubulos seminiferos apontam para inducdo de necrose, por
possivel acdo direta dos APs e componentes pirrolicos circulantes. Esse achado difere um pouco
do que foi observado no figado desses ratos, que por sua vez apresentaram degeneracdo, necrose
e intensa atividade apoptotica.

Quanto ao grupo dos ratos puberes, esse se diferenciou do grupo pré-pubere por
apresentar diminuicdo do nOmero de espermatogbnias, espermatdcitos primarios,
espermatocitos secundarios e espermatides com aumento do lumem dos tubulos seminiferos e
menor dano degenerativo necrético que o observado no grupo pré-pubere. Esse fato pode ter
sido influenciado pela rapida evolugdo dos sinais clinicos apresentada por esse grupo, tendo em
vista sua maior capacidade de biotransformagdo dos APs em pirrdis por esses animais

apresentarem idade superior aos animais pré-puberes e maior competéncia enzimatica
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necessaria para biotransformacao de toxicantes (Radostitis et al., 2002; Torres & Coelho, 2008),
facilitado especialmente pela maior atividade de enzimas citocromo P450 no figado, o que torna
esses compostos tdxicos mais polares promovendo melhor transito dessas moléculas toxicas
pela barreira hematotesticular (Costa et al., 2004; Silva et al., 2006; Kopera et al., 2010; Franca
et al., 2012; Santos, 2017), o que permite a chegada de pirréis nas células dos tubulos
seminiferos.

O entendimento da toxicodinamica dos APs nos diferentes tecidos ainda é limitado, e a
maior parte das informaces se limita a biotransformacéo no figado (Silva et al., 2006; Santos
et al., 2008). A diferenca no grau de maturidade das enzimas citocromo P450 entre animais
jovens e a adultos ja é bem estabelecida (Stewart & Hampton, 1987; Radostitis et al., 2002),
essa limitacdo da atividade enzimatica pode se mostrar em diferentes tipos celulares (Silvado,
2008). Em humanos e diferentes espécies de animais, incluindo ratos, ja foi comprovada a
expressdo de citocromo P450 em células de Sertoli que participa da barreira hematotesticular,
bem como nos diferentes tipos de células germinativas (Kopera et al., 2010; Franca et al., 2012;
Santos, 2017).

A lesdo observada nos ratos pré-puberes pode estar associada a circulacdo sistémica
mais duradoura dos APs e passagens desses em maior quantidade pela barreira hematotesticular
e consequentemente maior quantidade do principio toxico sendo convertido em pirrGis
diretamente nas células de Sertoli que fazem parte da barreira hematotesticular (Kopera et al.,
2010; Franca et al., 2012; Sandini et al., 2013; Santos, 2017) e pelas proprias células causando
degeneracdo e morte celular de forma mais intensa.

Quanto aos ratos puberes, por serem animais mais desenvolvidos, ha maior atividade do
citocromo P450 a nivel hepatico (Radostitis et al., 2002; Torres & Coelho, 2008) o que fez
com que além do dano hepatico grave seja estabelecido, uma maior quantidade de moléculas
pirr6licas mais polares circule sistemicamente e, por endocitose, chegue mais facilmente as
células gonadais, o que pode causar acdo antimitética direta nas células, com possivel
diminuicdo dos indices de mitose das espermatogdnias, promovendo a reducdo dessa classe de
células germinativas. Em se tratando de ratos adultos, o processo de meiose a espermatogénese
se completa, porém, com a falha na mitose os espermétdcitos ndo sao reposto e ha diminuicéo
do namero de camadas no tabulo seminifero com posterior aumento da luz dos tdbulos e
diminuicdo da quantidade de espermatozoides no interior dos tubulos seminiferos e no
epididimo. Esse mecanismo de regulacdo da entrada de agentes tdxicos no lumem dos tubulos

seminiferos é regulado pela barreira hematotesticular e também pode sofrer pela agéo direta de
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agentes toxicos como APs, como pode ser observado em outros processos toéxicos (Romano et
al., 2008, 2012; Santos, 2017).

Segundo Krabbe et al. (2015), foram observados fetos de vacas com a intoxicacao
crénica por Senecio spp. também apresentando leséo hepatica, o que demonstra a passagem dos
pirrois por via transplacentaria, conforme ocorre com diversos outros agentes toxicos (Dalmolin
et al., 2010; Sandini et al., 2012). Como é sabido, a formacao das gbnadas masculinas, ainda na
vida fetal, ocorre por meio de mitose dos gondcitos (Junqueira & Zago, 1987; Moore & Persaud,
2004; Montanari, 2013). Os achados histopatoldgicos no tecido gonadal dos ratos com a forma
aguda da intoxicacdo por S. brasiliensis, sugerem fortemente a passagem no principio toxico
da planta e seus produtos da biotransformacéo pela barreira hematotesticular, causando danos
direto nas células germinativas.

Dessa forma, embora mais estudos devam ser realizados, é importante ressaltar que
animais, especialmente vacas preenches, que ingerem Senecio, podem estar sob risco de
produzirem terneiros machos com menor capacidade reprodutiva por apresentarem
comprometimento no desenvolvimento dos gondcitos e suas posteriores linhagens. A avaliacdo
desse efeito na vida reprodutivas dos touros em idade reprodutiva deve ser avaliada, no entanto
ja é possivel alertar sobre o possivel efeito deletério dos APs no tecido gonadal para que
medidas de controle possam ser adotadas a campo. Atencdo também deve ser dada aos touros
que estdo em contato com a planta a campo, esses podem ndo apresentar sinais clinicos
evidentes da intoxicacdo porém apresentarem reducao na producdo de espermatozoides.

Diversas patologias gonadais podem ser observadas nas mais variadas espécies animais
e inclusive na espécie humana, sendo que a degeneracdo testicular comumente é a mais
relevante para a diminuicdo ou perda da fertilidade (Cunha et al., 2015). A degeneracéo
testicular pode ser resultante de diferentes etiologias, tanto como temperatura ambiente elevada,
desequilibrio nutricional, infeccdes, alteracbes vasculares, disturbios hormonais, células
tumorais e intoxicacdes (Nascimento e Santos, 2011; Cunha et al., 2015).

Essas afec¢Bes gonadais na maioria das vezes quando removido e corrigido a causa ou
0 agente primario, € possivel reestabelecer parcialmente ou totalmente a regeneracdo celular e
o reestabelecimento da espermatogénese. J& em casos graves em que o dano gonadal pode ter
resultado na formacé&o de tecido fibroblastico e comprometendo a génada nos niveis de fibrose
parcial ou total essa situacao torna normalmente o dano irreversivel, nos casos de deposicao de
calcio e/ou calcificacdo do parénquima testicular, nessas situagdes de lesdo podemos observar

perda definitiva da funcédo reprodutiva (Nascimento e Santos, 2011; Cunha et al., 2015).



61

Os ratos intoxicados nesse experimento apresentaram a forma aguda da intoxicacao,
cabe ressaltar aqui que se faz necessaria avaliagdes posteriores sobre a recuperacdo ou ndo do
dano testicular em animais com a formas aguda e especialmente com a forma cronica da
intoxicacdo por Senecio, considerando ainda fetos, produzidos por médes com sinais da
seneciose cronica.

O reflexo desse dano pode se mostrar na diminuigéo na capacidade de fecundidade, sem
aparentemente apresentar sinais clinicos da doenca e neste caso os indices reprodutivos podem
estar diminuidos sem que se perceba a disfuncdo gonadal e conheca sua real etiologia.

Com relacdo a planta os niveis de APs tendem a variar em funcéo do estagio vegetativo,
solo e outros fatores ambientais, e em média sdo encontrados 0s seguintes niveis em plantas
secas: caule 20,5 a 45,7mg/100g, folhas 208 a 380,9 mg/100g e extremidades florais 591 a
969,7mg/100g (Hirschmann et al., 1987), o que nos leva a determinar que as extremidades
florais s@o as que apresentam a mais alta concentracdo dos APs.

Naturalmente pode haver variacdo na toxicidade pela diferenca de concentracao e teores
dos APs, devido a fatores ambientais como clima e solo, dando origem a plantas com mais ou
menos quantidade de APs, e que pode variar de regido para regido ou até na mesma area, em
virtude da diversidade das condic¢Ges climaticas ou préaticas de correcdo de solo empregadas
(Riet-Correa et al., 2012b). Perante estas condi¢cGes adversas foi necessario que na
formulacéo do extrato aquoso fosse realizado um estudo preliminar (piloto) para avaliagcdo da
eficacia da intoxicacdo bem como avaliar o tempo decorrido até a morte dos animais.

No experimento realizado os niveis de toxicidade do extrato aquoso foram proporcional
ao apresentado na literatura o qual ndo houve variacdo significativa entre matéria verde e
matéria seca, tanto a dose tdxica quanto os paramentros de evolucdo até a morte mantiveram-
se nos padrdes semelhantes (Pilati & Barros, 2007; Grecco et al., 2012; Riet-Correa et al.,
2012b; Panziera et al., 2017).
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7 CONCLUSOES

Conclui-se que o extrato aquoso de S. brasiliensis, no presente estudo, promoveu dano
celular direto nas células germinativas dos testiculos de ratos pré-plberes e puberes.

Ratos pré-puberes apresentam sinais clinicos e morte de forma mais tardia que ratos
adultos e as ledes testiculares em animais mais jovens caracterizam-se por necrose, enquanto
ratos adultos apresentam diminuigdo do nimero de camadas e da producao de espermatozoides.

A lesdo hepéatica na forma aguda da intoxicacdo por S. brasiliensis também se

caracteriza por apoptose.
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