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RESUMO

LELIS, Daiana Lopes,M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, junho de 2017.
Fotossensibilizagcdo em ovinos submetidos ao pastejo &hochloa decumbens em
monocultivo ou sistema silvipastoril Orientadora: Fernanda Helena Martins Chizzotti.
Coorientadored:uciana Navajas Renné e Mario Luiz Chizzotti.

A Urochloa decumbens (sinonima: Brachiaria decumbens) é uma graminea que pode

ser toxicaaos animais em pastej@rincipalmente aos ovinos.A intoxicacdo €
associada com a ingestdo de um metabdlito secundéario das plantas, uma saponina
esteroidal, a protodioscindJma vez metabolizadas no trato digestivo, as saponinas se
associam com ions calcio, formando sais insollveis, que podem obstruir as vias biliares
interferindo no metabolismo dos hepatoécitos. Essas alteracdes hepaticas interferem na
eliminacdo de um composto fotoativo derivado da clorofila, a filoeritrina, que acumula
na corrente sanguinea e posteriormente nos tecidos da pele, e por meio da acdo dos raios
solares, gera intensa inflamacgéo, caracterizarfdtossensibilizacdo. Assim, o trabalho
consistiu na avaliacdo da fotossensibilizagdo em ovinos submetidos ao pastejo em
Urochloa decumbens cv. Basilisk em sistema silvipastoril (capim-braquiaria e
eucalipto) ou em monocultivo do capim-braquiaria (a plend, shirante 60 dias.
Nossas hipoteses foram que a sombra proporcionada pelas arvores no sistema
silvipastoril previne ou ameniza os sintomas classicos de fotossensibilizacdo em ovinos
em pastejo e afeta a concentracdo da saponina protodioscina no capim-braquiaria.
Foram utilizados 20 ovinos mesticos (Dorper x Santa Inés) ndo adaptados ao pastejo de
capim-braquiaria, com idade média de quatro meses, distribuidos em um delineamento
em blocos casualizados, com dois blocos e cinco animais por bloco, totalizando 10
repeticbes por tratamento. Foram avaliados a concentracdo de saponina protodioscina
no capim-braquiaria, o consumo de saponina, indicadeg&os bioquimicqs
histopatologia hepética, bem como os sintomas clinicos apresentados pelos Animais.
concentracdo média de saponina protodioscina encontrada no capim-braquiaria foi de
1,37% e 0,9% na pastagem em monocultivee em sistema silvipastoril
respectivamente. Tanto os animais mantelossistema silvipastoril quanto os animais

gque permaneceram no monocultivo do capim-braquiaria apresentaram sintomas
clinicos, alteracdes no figado, elevagbesetasmasgama-glutamiltransferase (GGT) e

da aspartato aminotransferg@€ST) e aumento dos niveis séricos de bilirrubiaas

longo do periodo experimental. Embora o teor de saponina protodioscith na

decumbens em sistema silvipastoril tenha sido menor do que no monocultivo, foi

Vi



suficiente para causar fotossensibilizacdo secundaria nos animais. O sombreamento
natural proporcionado pelo sistema silvipastoril ndo previne ou ameniza os sintomas de
fotossensibilizagdo em ovinos jovens nao adaptados ao pastejdJrechloa
decumbens.
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ABSTRACT

LELIS, Daiana Lopes,M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, June, 2017.
Photosensitization in sheep submitted to grazing inJrochloa decumbens in
monoculture or silvopastoral system Adviser: Fernanda Helena Martins Chizzotti
Co-advisersiuciana Navajas Renno and Mario Luiz Chizzotti.

The Urochloa decumbens (synonym:Brachiaria decumbens) is a grass that can be toxic

to grazing animals, especially to sheep. The intoxication is associated with the ingestion
of a plant secondary metabolite, a steroidal saponin, protodioscin. Once metabolized in
the digestive tract, the saponins associate with calcium ions, forming insoluble salts,
which can obstruct the bile ducts interfering in the metabolism of hepatocytes. These
hepatic alterations interfere in the elimination of a photoactive compound derived from
chlorophyll, phylloerythrin, which accumulates in the bloodstream and subsequently in
the skin tissues, and through the action of the sun's rays generates intense inflammation,
characterizing photosensitization. Thus, the work consisted of the evaluation of
photosensitization in sheep submitted to grazingriochloa decumbens cv. Basilisk in

a silvopastoral system (signal grass and eucalyptus) or monoculture of the signal grass
(full sun) for 60 days. We hypothesized that the shade provided by trees in the
silvopastoral system prevents or alleviates the classic symptoms of photosensitization in
grazing sheep and affects the concentration of the saponin protodioscin in signal grass.
Twenty crossbred sheep (Dorper x Santa Ines) not adapted to grazing of signal grass
were used, with a mean age of four months, distributed in a randomized block design,
with two blocks and five animals per block, totaling 10 replicates per treatment. The
concentration of protodioscin saponin in signal grass, protodioscin intake, serum
biochemical indicators, liver histopathology, as well as the clinical symptoms presented
by the animals were evaluated. The average concentration of protodioscin saponin
found in signal grass was 1.37% and 0.98% full sun and silvopastoral systems,
respectively. Both the animals kept in the silvopastoral system and the animals that
remained in the monoculture of the signal grass presented clinical symptoms, alterations
in the liver, elevations of the gamma-glutamyltransferase (GGT) and aspartate
aminotransferase (AST) enzymes and increased serum bilirubin levels throughout the
experimental period. Although the concentration of protodioscin saponit.in
decumbens in the silvopastoral system was lower than in full sun treatment, it was

sufficient to cause secondary photosensitization in the animals. The natural shading
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provided by the silvopastoral system does not prevent or attenuates the symptoms of

photosensitization in young sheep not adapted to grazikly @l oa decumbens.



1. INTRODUCAO

As gramineas do génerbrochloa ssp. sdo amplamente utilizadas para
alimentacdo animal em muitas regiées do mungoredominam nas areas de pastagens
cultivadas do Brasil, principalmente as espédigschloa decumbens e Urochloa
brizantha, constituindo hojea base da alimentacdo de relevante fracdo do rebanho
brasileiro. Isso se deve ao fato dessas gramineas serem altamente adaptadas ao clima
tropical, apresentarem alta producéo de massa de forragem ao longo do ano, bom valor
nutritivo e serem adaptadas a solos de baixa fertiidade natural. Porém, alguns
compostos presentes nessas gramineas podem ser tOxicos aos animais em pastejo e su
utilizacdo tem sido um obstaculo a criacdo de ruminantes, podendo provocar severas
perdas nos rebanhos, devido a suscetibilidade desses a intoxicacao.

As ocorréncias de intoxicagdo e morte de animais ruminantes sdo observadas
desde a introducdo derochloa spp. no pais (TOKARNIA et al., 2000), sendo os
ovinos segundo Riet-Correa et al. (2011), a espécie mais suscetivel a intoxicacao.
Dentre as gramineas forrageiras, a maioria dos relatos de intoxicacao foi verificada em
pastagens de&rochloa decumbens (capim-braquiaria), sendo, portantmnsiderada a
espécie forrageira de maior capacidade de intoxicacdo aos afBRaiM et al., 2007).

O principio téxico do capim-braquiaria foi atribuido primeiramente a presenca
de um fungo, oPythomices chartarum, o qual, através da producao txina
esporidesmina era correlacionado com a intoxicacdo animal. Porém, pesquisadores
constdaram que na maioria dos casos de fotossensibilizagcdo dos animais em pastejo
com o capim-braquiaria, a quantidade de esporos encontrados nas areas eram
inexistentes ou insuficientes para producdo de toxinas com potencial para intoxicacao
animal (ALBERNAZ et al., 2010; MOREIRA et al., 2008lUSTAFA et al., 2012
PORTO et al., 2013) e além dessa baixa densidade de esporos do fungo, apenas uma
pequena porcentagem das colénias desse fungo isoladas de pastos no Brasil, é capaz de
produzir a toxina esporidesmina. Frente a essa realidade, a intoxicagdoogdna
passou a ser associada com a ingestdo de metabdlitos secundarios da propria planta,
denominadas saponinas esteroid&$ET-CORREA et al., 2011; MUSTAFA et al.,

2012).

As saponinas séo glicosideos formados por uma porcao lipofilica denominada
aglicona ligada glicosidicamente a uma ou mais cadeias de eg@capresentam
funcdo principalmente relacionadas ao sistema de defesa da planta (FAIZAL &

GEELEN, 2013), mas, para o animal, agem como fatores anti-nutricionais. Embora



existam diferentes tipos de saponinas esteroidaidrexhloa spp., a protodioscina tem
sido a principal saponina esteroidal usada como indicador e associada a intoxicagdo em
animais sob pastejo em capim-braquiaria (PORTO et al.)2013

As saponinas, uma vez metabolizadas no trato digestivo, se associam aos ions
calcio, formando sais insoluveis, obstruindo as vias biliares e interferindo no
metabolismo dos hepatécitos. Essas lesGes hepaticas interferem na excrecdo da
filoeritrina, que € um pigmento formado a partir do metabolismo da clorofila, onde, em
condicBes normais é eliminada pelo figado através da bile. Porém, com a disfuncao
hepatica, o processo de excrecao da filoeritrina é prejudicado, e seus niveis circulantes
aumentam no organismo, podendo alcancar os tecidos da pele, que por ser fotoativa,
produz reacdo local por meio da acdo dos raios solares, resultando na formacdo de
radicais livres de oxigénio no citosol da célula, que causa ruptura de lisossomos,
degranulacdo de mastécitos cutaneos, gerando intensa inflamacao, caracterizando a
fotossensibilizacdo secundaria ou hepatdgena (SANTOS et al., 2008). Segundo Quin et
al. (2014), a fotossensibilizacdo também pode ser classificada como priméaria e ocorre
guando um composto fotodindmico € ingerido ou absorvido pela pele agindo
diretamente como agente fotodinamico, desencadeando as lesdes inflamatérias de pele
caracteristicas da fotossensibilizacdo, emBareenos impactante quando comparada a
fotossensibilizacdo secundaria ou hepatogena.

Os principais sintomas clinicos geralmente observados em ovinos intoxicados
pelo capim-braquiaria sdo edemas de face e orelhas, ulceracbes na pele, fotofobia,
ictericia, apatia, anorexia, alopecia e ataxia (CASTRO et al., 2011; RIET-CORREA et
al., 2011). Contudo, existem casos mais agudos descritos na literatura onde os animais
nao apresentam os sinais clinicos de fotossensibilizacdo, porém podem vir a 6bito
rapidamente devido a desordens metabdlicas que se formam de maneira inaparente,
provocada por alteracdes hepaticas (PORTO et al., 2013).

A concentracdo de protodioscina no capim-braquiaria é bastante variavel,
provavelmente afetada por varios fatores como luminosidade, temperatura, umidade,
idade da planta (LOSANO et al., 2017) e por fatores biéticos, incluindo patégenos e
herbivoria. Contudo, ja se sabe que a ocorréncia de casos de intoxicacdo pode ser
observada em diversos periodos do ano (estacfes seca e chuvosa) e nos diversos
estadios de desenvolvimento da planta (crescimento, rebrotacdo e florescimento), com
concentracdes de protodioscina variando de 0,03% a 1,09% (MOREIRA et al., 2009),
0,3% a 2,56% (MUSTAFA et al., 2012), sendo que na maioria dos estudos, as maiores

concentracdes sdo observadas no periodo das aguas, e quando a plamastatiio
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de rebrotacdo, conforme concluido por Low (2015) e Mustafa et al. (2012). Nesse
contexto, é possivel que a concentracdo de protodioscina no capim-braquiaria no
sistema silvipastoril seja alterada devido ao sombreamento das arvores, uma vez que a
capacidade fotossintética da planta é afetada, podendo alterar a sintese de metabdlicos
secundarios e consequentemente alterando sua toxicidade. No entanto, o efeito da luz
natural sobre a biossintese de saponinas esteroidais permanece pouco compreendido.

Sistemas silvipastoris podem ser definidos como combinagdo de espécies
forrageiras, arbéreas e animais em pastejo em uma mesma area, manejados de forma
integrada. Nestes sistemas, a planta forrageira cresce em ambiente com restricdo de
radiacdo solar, que sera mais ou menos impactante dependendo do nivel de
sombreamento do sistema. Tal condicdo, pode alterar a capacidade das plantas
forrageiras no sub-bosque de produzir compostos secundarios, incluindo as saponinas
protodioscinas, alterando sua capacidade de intoxicacdo. Além disso, nos sistemas
silvipastoris os sintomas clinicos da fotossensibilizacdo podem ser atenuados com o
acesso a sombra; jA que, uma vez acumulada na corrente sanguinea e na pele, a
filoeritrina é ativada pela radiacdo solar, resultando em danos as camadas da derme,
porque as células da pele tornam-se altamente reativas na presenca de radiatdo visi
ou UV (QUINN et al., 2014), levando tipicamente os animais fotossensibilizados a
procura de areas sombreadas para se abrigar ou pastejar (ALBERNAZ et al., 2010;
LOW, 2015. Assim, embora a fotossensibilizacdo causada pelo capim-braquiaria seja
secundaria (devido a danos no figado) e o sombreamento natural proporcionado pelo
sistema silvipastoril ndo seja totalmente protetor, animais expostos a radiacdo solar
direta podem apresentar sintomas clinicos agravados devido ao maior fluxo de fétons de
maior energia com comprimentos de onda mais curtos (entre 400 e 500 nm) no espectro
visivel, além dos raios UV. Além disso, este é o primeiro trabalho a relatar o efeito do
sombreamento natural na concentracdo de saponina protodioscina em capim-braquiaria
no contexto dos animais sob paseosistema silvipastoril.

Portanto, € evidente que alteracées no microclima, provocam modificacdes tanto
nas plantas quanto nos animais. Contudo, ainda s&o necessarias mais pesquisas
envolvendo alteragbes no ambiente com a resisténcia e suscetibilidade dos animais
intoxicacdo. A suscetibilidade a intoxicacao pelo capim-braquiaria também tem relacao
com a categoria animal inserida. Animais jovens sao mais suscetiveis do que os adultos,
e 0s sinais clinicos mais agudos e severos ocorrem em animais jovens que nunca
tiveram contato prévio com a pastagem (MUSTAFA et al., 2012). Segundo 0S mesmos

autores, os pesos dos animais influenciaram a suscetibilidade a intoxicagdo, onde, 0s
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animais mais leves foram os mais suscetiveis a doenga com sinais clinicos mais graves,
concluindo que o peso deva ser um fator a ser considerado na exploracéo de ovinos em
pastagens formadas por plantas do géheozhloa. Animais considerados resistentes
podem assim ser devido a capacidade de degradar compostos que podem vir a ser
toxicos embora ainda ndo sao totalmente conhecidos quais mecanismos estao
diretamente envolvidos nessa defimdcdo Faltam estudos para verificagdo se é uma
caracteristica herdada pela progénie ou adquirida por uma populacdo. Segundo Pupin et
al. (2016), a capacidade de resisténcia dos animais esta vinculada a hereditariedade
entre populacGes adaptadas ao pastejo para a progénie ainda ndo adaptada, denominad:
resisténcia genética. Para Castro et al. (2048gsisténcia a intoxicagdo pode ser
alcancada sob forma induzida, pela administracao diaria de doses néao letais da planta,
ou seja, adaptacdo ao pastejo de forma controlada e gradual, bem como por
transfaunacédo de contetudo ruminal de animais resistentes para animais susceptiveis. Um
mecanismo envolvido nesses processos de detoxificagdo das saponinas citado por
Gracindo (2014) esta relacionado a metabolizacdo pelo figado, através do sistema
citocromo P450, os quais sao constituidos por enzimas com capacidade de oxidacao e
metabolizacdo dessas substancias.

Quanto ao diagndstico dos casos de fotossensibilizacdo hepatmgerdlises
anatomo-histopatolégicas de animais que foram em Obito pela intoxicécao,
evidenciado hepatomegalia, coloracdo amarelada ou amarronzada do figado,
evidenciacdo do padrdo lobular, tumefacdo e vacuolizacdo difusas de hepatdcitos,
presenca de cristais birrefringentes nos ductos biliares e a presenca de macréfagos com
citoplasma de aspecto espumoso (CASTRO et al., 2018; PORTO et al., 2013). Além
disso, também sdo observadas alteracdes em outros parametros como, vesicula biliar
distendida, ascite, rim e urina com coloracéo escurecida (ALBERNAZ et al), R0
caso de alteracdes no funcionamento dos rins, o diagndstico pode ser realizado através
da observacdo dos niveis séricos deaugécreatinina, onde elevacdes destes, indicam
ma funcionalidade renal, poia,uréa e a creatinina séricas sdo dependentes do indice
de filtracdo glomerular.

AvaliacOes ds atividades de algumas enzimas que agem no funcionamento do
figado, como a gama-glutamiltransferase (GGT) e da aspartato aminotransferase (AST),
assim como, quantificacdo da concentragdo sérica de bilirrubina total, bilirrubina direta
e bilirrubina indireta tem sido bons padrdes indicativos para predizer a saude do figado,
auxiliando no diagnostico da intoxicacdo, uma vez que alguns animais acometidos

podem ndo apresentar os sintomas classicos da fotossensibilizacdo, sendo comum,
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apresentarem elevacdes desses parametros (BADIEI et al., 2009; CASTRO et al., 2018;
PORTO et al., 2013). Nesse sentido, o diagndstico eficiente da intoxicacdo animal esta
vinculado aos sinais clinicos, patologia macroscépica e histoldgica e epidemiologia.

O tratamento dos ovinos intoxicados ainda é pouco conhecido e oneroso, por
isso, a melhor alternativ@evitar a exposicdo de animais suscetiveis a intoxicacao pelo
capim-braquiaria. Além disso, torna-se importante o desenvolvimento de pesquisas que
visem identificacdo de condi¢cdes que diminuam os compostos toxicos da planta, assim
como ambientes que minimizem as manifestacées clinicas da intoxicacdo. E necessario
conhecer os niveis da saponina protodioscina no capim-braquiaria consideradastoxica a
diferentes espécies e categorias anireas fatores envolvidos na susceptibilidade ou
resisténcia dos animais a intoxicacao, sejam eles ambientais ou inerentes aos préprios
animais, para que se possa delinear o0 manejo correto para adaptacdo desses ao pastej
emUrochloa decumbens de forma segura e produtiva.

Assim, o0s objetivos deste estudo foram avaliar a ocorréncia de
fotossensibilizacdo em ovinos submetidos ao pastejo em capim-braquiaria, a pleno sol
ou sistema silvipastoril, e quantificar o teor de saponina protodioscina na planta

forrageira em ambos o0s sistemas.



2. MATERIAL E METODOS

O projeto encontra-se de acordo com os preceitos da lei n° 11.794, de oito de
outubro de 2008, do decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009 e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagcdo Animal (CONCEA), sendo
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais de Producdo da Universidade
Federal de Vicosa (CEUAP- UFV), com protocolo n® 068/2016.

2.1.Area experimental

O experimento foi conduzido no periode 22 de janeiro a 22 de marco do ano
de 2016,em uma area de aproximadamente 0,64 hectares de pastagem, pertencente
Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo em Forragicultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vicosa, na cidade de Vicosa-MG, localizado a
20 45’ de latitude sul, 46'51° de longitude oeste e 689 m de altitude. O solo da area
experimental é caracterizado como Latossolo Vermelho-Amarelo, de textura argilosa
(EMBRAPA, 2006).0 clima da regido de Vicosa, de acordo com o sistema Kdppen, é
do tipo Cwa(clima tropical de altitude com inverno seco e verdo quewta))
precipitacdo anual em torno de 1.340 mm e umidade relativa do ar média de 80%.

A area experimental € formada por um sistema silvipastoril implantado desde
2010, composto pela associacdo de uma espécie arborea, o eucalgagpius
urograndis), que € um clone hibrido das espédiegalyptus grandis x Eucalyptus
urophylla, com uma espécie forrageira, representada petghloa decumbens cv.

Basilisk. O espacamento entre as arvores é de quatro metros na linha de plantio e de 10
metros entre as linhas de plantio, com o arranjo de 10x4 m, plantadas seguindo
declividade do terreno em curva de nivel. Além do sistema silvipastoril, a area possui o
monocultivo do capim-braquidria, caracterizando assim, dois sistemas de cultivos
distintos.

Foram realizadas mensuracdes do sombreamento proporcionado pelasearvores
mensuracdo da radiacdo fotossinteticamente ativa durante o periodo experimental
utilizando um analisador de dossel, AccuPAR PAR/LAI Ceptometer, modelo LP 80,
marca Decagon Devices®. Foram tomadas 40 leituras abaixo do dossel das arvores por
bloco, sendo 20 realizadas sob a linha de plantio e 20 na parte central da enfelinha.
mensuragao do sombreamento foi calculada com base na radiagéo fotossinteticamente
ativa (PAR): [(PAR da pastagem a pleno sdPAR da pastagem sombreada) x 100/
PAR da pastagem a pleno sdl}sombreamento médio proporcionado pelas arvores de
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eucalipto foi de 50,5% durante o periodo experimeAtahdiacdo fotossinteticamente
ativa que chegava ao desslas plantas forrageiras em monocultivo foi em média de
1446 fétons pmam?s, enquanto que para as gramineas em sistema silvipastoril foi de
709 fotons pmdin?'s.

2.2. Tratamentos e delineamento experimental

O trabalho consistiu em avaliar a ocorréncia de fotossensibilizagdo hepatdégena
em ovinos submetidos ao pastegmn Urochloa decumbens em dois sistemas de
producado; em sistema silvipastoril, onde os animais tinham acesso a sombra das arvores
e em monocultivo, onde 0s animais permaneciam em pastejo a pleno sol.

Devido a topografia acentuada da area experimental, essa foi dividida em dois
blocos, sendo que cada bloco foi composto por quatro repeticbes dos tratamentos.

Foram utilizados 20 carneiros machos mesticos (Dorper x Santa Inés) néao
castrados, com idade média de quatro meses e peso corporal médio inicial de 23 kg
(2,63 kg). Os animais eram provenientes de uma condi¢cdo de confinamento, em que
recebiam dieta a base de silagem de milho, concentrado e sal mineral, sem acesso a
qualquer tipo de pastejo, portanto, sem contato prévio com o capim-braquiaria. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente entre os sistemas, onde 10 foram alocados no
monocultivo de capim-braquiaria e 10 permaneceram na area sob sistema silvipastoril.
O delineamento utilizado foi em blocos casualizados, com cinco repeti¢cdes por bloco,
totalizando 10 animais por tratamento e 20 unidades experimentais.

Para as andlises de composicdo morfologica, quimica e quantificacdo da
saponina protodioscina no capim-braquiaria, amostras de forragem foram coletadas a
cada 28 dias, totalizando trés cortes. O delineamento utilizado foi em blocos
casualizados, com quatro repeticdes dentro de cada bloco, sendo cada repeticdo a média

dos trés cortes avaliados.

2.3. Dados climéticos

Os dados de precipitacdo, temperatura minima, média e maxima durante o
periodo experimental foram obtidos na estagcdo meteorologica do Departamento de
Engenharia Agricola da UFV, situada a cerca de 550 m da area experimental (Figura 1).
Também foram feitas mensuracdes na propria area experimental dos parametros de
temperatura maxima e minima, temperatura de bulbo imido, temperatura de bulbo seco,

temperatura do globo negro e velocidade do ar, com utilizagcdo de equipamento medidor



de estresse térmico, modelo TGD-400 e termbmetros de maxima e minima, situados em
trés pontos representativos da area experimental. Um equipamento foi posicionado na
area em monocultivo, ou seja, a pleno sol e os outros dois equipamentos foram
instalados nos sub-bosques do sistema silvipastoril, sendo um medidor em cada bloco.
Foram realizadas trés mensuracdes diarias durante todo o periodo experimental, nos
horarios de 07h00min, 13h00min e 18h00min para caracterizagéo climatica diéria dos
dois sistemas de producéo.

400.0 35.0

350.0 -
300.0
250.0 -
200.0 -
150.0 -

(D.eineladwa]

100.0
50.0 -

Precipitacdo acumulada- PA (mrr

jan/16 fev/16 mar/16
m PA e T° Média = = T° Maxima == -T° Minima

Figura 1 - Dados climaticos registrados durante o periodo experimental pela
estacdo meteoroldgica do Departamento de Engenharia Agricola da
UFV.

2.4. Preparo e manejo da area experimental

Para implantacdo do experimento, a area foi rocada para homogeneizacdo dos
piquetesem dezembro de 2015 e na ocasido foram aplicados 50kaehdPK (20-10-
20) para rebrotagdo da graminea. Toda a area foi contornada com cerca de arame
farpado e tela, para protecdo dos carneiros e para divisdo dos tratamentos. Abrigos
foram construidos para que o0s carneiros pudessem se afrigarante a noite e se
protegerem de chuva.

O meétodo de pastejo adotado foi lotacdo continua pelos ovinos, com altura
média do capim-braquiaria em torno de 25 cm (x10%). Para isso, foram feitas medi¢cGes
semanais da altura do pasttlizando-se uma régua graduada em centimetros e as

leituras realizadas no plano das folhas superiores em 40 pontos aleatérios por
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tratamento.Animais reguladores foram utilizados quando necessarios, para manutencao
da altura do pasto dentro da meta almejada. Os animais receberam durante todo o
periodo experimental suplementacdo mineral e aduiditum.

2.5. Avaliactes na planta forrageira

As determinacbes da massa de forragem, da propor¢cdo de folha, colmo e
forragem senescente foram estimadas por meio de amostragens diretas (destrutivas) a
cada 28 dias, totalizando trés cortes ao longo do periodo experimental. Para isso, seis
amostras compostas foram colhidas por piquete, nos pontos médios da altura ¢do dossel
com o auxilio de uma armacio metalica de area de ,2&esouras de poda. O corte
das plantas foi realizado ack da superficie do solo com colheita de todos os perfilhos
contidos no interior da armacgéo. As amostras foram identificadas e divididas em duas
subamostras. Uma subamostra de cada amostra apds pesadas, foram acondicionadas en
sacos de papel e colocadas em estufa de ventilacdo forcada de 4, alGEante 72
horas, quando novamente foram pesadas para calculo da concentracdo de amostra sece
ao ar (ASA). Na outra subamostra foi feita também a pesagem do material fresco e
depois separacdo manual dos componentes, folha, colmo e forragem senescente, com
posterior pesagem de cada porcdo. Apos isso, as porcdes de colmo e material senescente
também foram acondicionadas em sacos de papel e levadas a esttfaduishte 72
horas para obtencéo do peso seco e determinagdo de suas proporcdes na forragem. As
porcdes das laminas foliares foram liofilizadas obtendo também sua proporcao na
forragem. Os valores dos componentes morfolégicos e a relagdo lamina foliar:colmo
foram expressos como propor¢éo (%) da massa de forragem por unidade de area. Apés
a secagem as amostras de laminas foliares foram moidas em moinho de facas tipo
Willey com peneira de porosidade denin para avaliac6es quimicas, assim como para
guantificacdo da saponina protodioscina.

Diante das observacdes do habito de alimentacdo dos carneiros, foi realizado o
pastejo simulado, buscando seguir de maneira fidedigna as por¢cdes pastejadas pelo
ovinos. Foram feitas seis amostragens compostas simulando o pastejo dos ovinos por
piquete, realizadas durante as coletas de fezes para estimativa do consumo e
digestibilidade descritas no item 2.8.1. Essas amostras foram liofilizadas e divididas em
duas subamostras. Uma porcdo da amostra foi moida com peneira de porosidade de 1
mm para posteri@s avaliacdes da concentracdo de saponina protodioscina, da matéria
seca definitiva (INCT-CA G-003/1), da proteina bruta (INCT-CA N-001/1) e avaliacédo



da fibra insolavel em detergente neutro corrigido para cinzas e proteina (INCT-CA F-
002/1), seguindo metodologia de Detmann et al. (2012). A outra por¢cdo da amostra foi
moida com peneira de porosidade de 2 mm para determinagcdo da fibra em detergente
neutro indigestivel (INCT- CA F-009/1) segundo Detmann et al. (2012).

2.6. Contagem de esporos d&ythomices chartarum

Para a contagem de esporos do fulythomices chartarum 6 amostras de

plantas foram colhidas em pontos representativos da altura do pasto em cada piquete, a
altura de 5 cm do sol®ara realizagdo da contagem dos esporos do fungo foi utilizado o
método de lavagem em amostras frescas da forrageira, adotando o método proposto por
Tokarnia et al. (1979). Este método se refere a adicdo de dez vezes o volume de agua
destilada a quantidade em gramas da planta, e homogeneizacdo desse conteudo por
agitacdo por um minuto. O sobrenadante dessa solucéo foi analisado em cémara de
Neubauer para analise microscopica e identificacdo morfolégica do fungo pela
descricdo de Russomanno et al. (2003), onde cada esporo observado por 2 mm?3 foi

multiplicado por 5000.

2.7. Determinacéo de saponina protodioscina

A quantificacdo da protodioscina foi realizada aa®stras de pastejo simulado
e laminas foliares coletadas durante o periodo experimental a cada 28 dias. As laminas
foram utilizadas uma vez que representam a porcdo que contém as concentracdes
significativas do composto e em geral o componente dominante do consumo seletivo
pelos ovinos. Desse material seaxmoido, foi pesado em tubos ependorff de 2 ml cerca
de 20 mg do material. Apés isso, foi realizada a extracdo dos compostos por uma
solucdo de extracdo, composta por metanol: isopropanol: 4cido acético, na proporcao
20:79:1. Nesta etapa, foi adicionado acido naftalenoacético (NAA) como normalizador
interno na concentracd@ada amostra foi vortexada quatro vezes por 20 segundos e
sonicadas por 10 minutos. Apos esse procedimento, as amostras foram deixadas por 30
minutos em gelo, sonicadas por mais 10 minutos e centrifugadas a 13.000 RCF por 10
minutos a 4°CCerca de 30@L do sobrenadante de cada amostra foi transferido para
tubos vials para leitura. Para quantificacdo da protodioscina foi utilizado cromatografia
liquida acoplado a espectrémetro de massas (LC/MS) em aparelho UPLC QgQ 6430
(Agilent), pertencente ao Nucleo de Analise de Biomoléculas (NuBioMol) do Centro de

Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal de Vigasatilizado o
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padrdo protodioscina (G0299) da Sigma- Aldrich Brasil Ltd., Sdo Paulo. Os dados

foram processados pela plataforma MassHunter.

2.8. Avaliacfes nos animais

Para avaliacdo dos sinais clinicos dos animais, esses foram submetidos
diariamente a exames clinicos com verificagcdo das mucosas oculares e orais, além de
alteracdes do comportamento, incluindo apatia, anorexia, fotofobia, observagao de
alteracdes cutédneas e edemas. Também foram monitoradas a temperatura corporal dos
animais através de termdmetro retal, para observacdo de alguma anormalidade. Os
anmais que apresentaram sinais da intoxicacdo foram imediatamente retirados do
experimento e transferidos para o setor de ovinocultura, onde ficavam em ambiente com
sombra e recebiam alimentacdo a base de silagem de milho para tratamento e
recuperacao.

Os animais foram vermifugados ao chegarem a area experimental com
Ivermectina injetavel subcutéanea (0210 kg PV). Ao longo do periodo experimental
mais duas vermifugagdes foram realizadas de acordo com o método FAMACHA
(EMBRAPA, 2007).

2.8.1. Consumo e digestibilidade

O consumo de matéria seca diario por animal foi estimado utilizando o diéxido
de titdnio e a fibra indigestivel em detergente neutro como indicadores externo e
interno, respectivamente. O diéxido de titanio Q)i ministrado com doses diarias
de 2g animal, em um periodo de dez dias, onde no sexto dia de aplicacdo oral do
indicador, iniciaram-se as coletas de amostras fecais em trés dias alternados e em
horarios diferentes a cada dia. No dia seis de marco foram colhidas amostras de fezes no
horério de 06h00min, no dia oito de marco a coleta foi realizada as 12h00min e no dia
10 dez de mar¢o as 18h00min. As amostras fecais foram secas em estufa de circulacao
forcada de ar por 72 h a 55°C e depois moémasnoinho de facas tipo Willey com
peneira de porosidade de 2 mw concentracdo de T¥Oem amostras fecais foi
estimada utilizando o método proposto pelo INCT- CA M- 007/1.

Amostras de forragem oriundas do pastejo simulado colhidas entre os dias de
coleta de amostras fecais foram incubadas no rumen de trés bovinos fistulados,
juntamente com amostras fecais, por 288 horas, para posterior analise da fibra em

detergente neutro indigestivel (INCT-CA F-009/1). Assim como em amostras da planta
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forrageira, as amostras de fezes moidas com peneira de porosidade de 1 mm foram
utilizadas para determinagédo da proteina bruta (INCT-CA N-001/1), da fibra insoltvel
em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina (INCT-CA F-002/1), e matéria
seca definitiva seguindo metodologia de Detmanri. §2812). A partir desses dados,
foi possivel estimar as digestibilidade da matéria seca, da proteina bruta, da fibra em
detergente neutro, e os consumos diarios de massa seca, de proteina bruta, de fibra em
detergente neutro e de protodioscina por animal.

Os animais foram pesados no inicio e final do periodo experimental com jejum

de 14 horas para avaliacdo da variacdo de peso diario dos animais.

2.8.2. AvaliacGes histopatoldgicas

Os animais que foram a 6bito antes do fim do experimento foram necropciados e
retirados fragmentos do figado para posterior analise. Os fragmentos hepaticos foram
processados segundo técnicas rotineiras em histopatologia, secciongamiasas Huais
foram posteriormente corados com eosina e hematoxilina, para posterior analise em
microscopia de luz. No final do experimento, todos os animais foram abatidos inclusive
0s animais que foram transferidos da area experimental, para coleta de fragmentos do
figadg com objetivo de avaliacbes de lesdes histopatologicas, em conjunto as
manifestacbes clinico-patoldgicas. A avaliacdo histopatolégica foi realizada no
Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa, adotando os seguintes

padrdes para as lesdes: 0- Ausente; 1- Discreta; 2- Moderada; 3- Intensa.

2.8.3. Avaliacdes bioquimicas

Foram realizadas cinco coletas de sangue para 0os exames séricos bioquimicos,
onde a primeira foi realizada antes do inicio do experimento, ou seja, valores de pré-
exposicao dos animais aos tratamentos (dia zero) e as demais realizadas até o dia do
abate {5, 30, 45 e 60 dias de experimentdsas amostras foram colhidas por meaio d
puncéo da veia jugular. O sangue foi mantido em tubos a vacuo, protegidos da luz, e em
seguida centrifugados a 3000 RPM, por 20 minuto$Ca @ara obtenc&o do soro. Esse
soro foi acondicionado em tubos ependorff em duplicata de cada animal e coagelado
20°C. As concentracdes séricas de uréia (K056), creatinina (K067), colesterol (K083),
triglicerideos (K117), das enzimas aspartato aminotransferase (K048), gama-
glutamiltransferase (K080), bilirrubina total (K106), bilirrubina direta (K107) e

proteina total (KO31) foram mensuradas usando kits da Bioclin (Belo Horizonte, Brasil),
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em equipamento automatico para bioquimica, modelo BS200E (Shenzhen Mindray Bio-
Medical Electronics Co. Ltd., China) no laboratério de fisiologia e reproducéo animal

do departamento de zootecnia.

2.9. Abate dos animais

O abate foi conduzido de maneira humanitaria, onde os animais foram
insensibilizados através de injuria cerebral promovida pela pistola pneumética com
dardo cativo penetrativo. Em seguida realizou-se a sangria via veia jugular, conforme
Instrucdo Normativa R8 de 13/01/2000 (Regulamento Técnico de Métodos de
Insensibilizacdo para o Abate Humanitario de Animais de Acougue). Amostras de
sangue e fragmentos do figado foram coletadas de todos os animais para posteriores

analises bioquimicas dos parametros séricos e analises histopatolégicas.

2.10. Analise estatistica dos dados

Todas as andlises foram realizadas utilizando o software PROC MIXED do
SAS® (versédo 9.4). Primeiro, a suposicao de independéncia das unidades experimentais
foi testada através do teste de esfericidade de Huynh-Feldt usando a opcdo TYPE = HF.
Uma analise de variancia (ANOVA) foi realizada considerando o delineamento de
blocos casualizados previamente descrito ao nivel de significancia de 5%. Para a andlise
dos parametros séricos do sangue, utilizou-se a andlise de medidas repetidas
comparando as diferentes estruturas de covariancia, utilizando o critério de informacao
de Akaike (AIC). No modelo em questéo, os efeitos do tratamento, os dias de coleta e
suas interacdes foram considerados fixos, e o efeito animal foi considerado aleatério. A

comparacao das médias foi realizada pelo teste F ao nivel de 5% de significancia.
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3. RESULTADOS
3.1. Dados climaticos

A caracterizagdo climéatica do ambiente em monocultivo com o capim-braquiéria

(SOL) e em sistema silvipastoril (SSP) esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1-Valores médios de temperatura maxinia NJ&x) e minima (T Min),
temperatura de bulbo umido (WET) e bulbo seco (DRY), temperatura do
globo negro (Globo) e velocidade do ar no monocultivo do capim-braquiaria
(SOL) e no sistema silvipastoril (SSP), em trés horarios distintos, ao longo
do periodo experimental

Sistema
Variavel SOL SSP EPM P-Valor
07h00min
T Max(°c) 26,86 25,97 0,43 0,093
T Min(ec) 19,50 19,27 0,24 0,456
WET°C) 20,87 20,55 0,21 0,226
DRY (°C) 23,18 22,62 0,31 0,154
Globo(°c) 29,07 24,37 0,87 0,001
Vento(m/s) 0,60 0,62 0,13 0,922
13h00min
T Max(°C) 30,02 27,91 0,38 0,001
T Min(°c) 21,97 20,87 0,42 0,034
WET(°C) 22,99 22,34 0,15 0,007
DRY (°C) 28,95 28,71 0,54 0,715
Globo(°c) 38,82 33,04 1,11 0,001
Vento(m/s) 1,39 1,00 0,17 0,069
18h00min
T Max(°C) 30,31 28,25 0,38 0,001
T Min(ec) 24,29 22,93 0,53 0,040
WET(C) 20,84 20,91 0,16 0,719
DRY (°C) 28,73 25,74 4,04 0,547
Globo(°c) 26,96 24,95 0,99 0,099
Vento(m/s) 0,86 0,58 0,13 0,089

EPM: erro padrdao da média; Médias na linha comparando os sistemas diferem pelogtestdd-P <
0,05
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No horario de 07h00min houve diferenca apenas nos dados de temperatura do globo
negro P = 0,001), sendo essa maior no ambiente em monocultivo de capim-braquiaria.
J& no horério de 13h00min, os dados que diferiram foram, temperatura mBxima (
0,001), temperatura minim& (= 0,034), temperatura de bulbo umid® £ 0,007),
temperatura de globo negro (P = 0,001), apresentando-se maiores em monocultivo do
capim-braquiaria. Observou-se elevacdo apenas para os parametros de temperatura
méxima P = 0,001) e de temperatura minim® € 0,040) no tratamento em

monocultivo para o horario de 18h00min.

3.2. Massa e composicado morfologica da forragem

Na Tabela 2 sdo apresentados os valores médios de produtividade da forragem
(kg hal MS) e a composicdo morfoldgica (% na matéria seca) do pasto em monocultivo
e em sistema silvipastoriHouve diferenca na massa de forragem produzida entre os
tratamentosK = 0,004), onde a forrageira apresentou maior produtividade em condicéo
de monocultivo. Para as porcentagens de lamina foliar, colmo, forragem senescente e a

relacdo lamina foliar/colmo ndo foram encontradas diferencgas entre os tratamentos.

Tabela 2- Massa de forragem, proporcado de lamina foliar, de colmo e de forragem
senescente na massa de forragem e relacao lamina foliar/colmo do capim-
braquiaria em monocultivo (SOL) e em sistema silvipastoril (SSP)

Sistema
Variavel SOL SSP EPM P-Valor
Massakg/ha) 3893,09 3026,56 209,31 0,004
Lamina foliar(%) 23,32 27,06 1,38 0,059
Colmo (%) 46,25 47,19 2,14 0,755
Senescenteo) 30,44 25,75 2,33 0,160
Folha/Colmo 0,63 0,59 0,06 0,640

EPM: erro padrdo da média; Médias na linha comparando os sistemas diferem pelogtestdd=P <
0,05

3.3. Avaliacdo da composicdo quimica da forragn

Avaliacdo da composicdo quimica das laminas foliares e das amostras de
simulagédo de pastejo do capim-braquiaria em monocultivo e em sistema silvipastoril
estdo apresentadas na Tabela 3. Houve diferenga na composi¢cdo quimica das laminas
foliares do capim-braquiaria entre os tratamentos monocultivo e silvipastoril para

avaliacdes da fibra insoluvel em detergente neutro corrigida para cinzas e préteinas (
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0,003) e na concentracdo de protodiosciha 0,007), sendo maiores em condicéo de
monocultivo. As demais variaveis nao diferiram entre os tratamentos.

N&o foram observados presenca de esporos do fytgomices chartarum no
material colhido em ambos os sistemas avalig@msanto, foi assumido que a causa de
fotossensibilizacdo hepatdogena nos animais foi devido exclusivamente a saponina

protodioscina presente no capim-braquiéria.

Tabela 3- Proteina bruta (PB), fibra insolivel em detergente neutro corrigida para cinzas
e proteina (FDNcp), fibra em detergente neutro indigestivel (F2Ni)
protodioscina nas laminas foliares e nas amostras de simulacdo de pastejo do
capim-braquiaria em monocultivo (SOL) e em sistema silvipastoril (SSP)

Sistema
Variavel SOL SSP EPM P-Valor

Laminas foliares (% MS)

PB 12,49 13,13 0,40 0,232
FDNcp 54,88 52,59 0,58 0,003
FDNI 15,67 15,44 0,37 0,628
Protodioscina 1,37 0,98 0,10 0,007
Pastejo simulado (% MS)
PB 14,45 12,85 0,92 0,236
FDNcp 53,12 52,24 0,75 0,417
FDNi 13,46 13,97 0,54 0,519
Protodioscina 1,17 0,90 0,10 0,089

EPM: erro padrdo da média; Médias na linha comparando os sistemas diferem pelogtestdd=P <
0,05

3.4. Avaliacfes nos animais

Estéo representados na Tabela 4 os consumos médios diarios de matéria seca, de
proteina bruta, de fibra em detergente neutro e de protodioscina por animal, as
digestibilidades e a variagcdo de peso médio diario dos ovinos. Houve efeito dos
tratamentos apenas para o consumo diario de protodiogeira Q,007), onde os
animais em monocultivo apresentaram maior consumo desse metabdlito, pois, apesar do
consumo de matéria seca dos animais nado ter sido influenciado pelos tratamentos, a
forrageira em monocultivo apresentou maior concentracdo de protodioscina. Ja para

digestibilidade dos nutrientes néao foi observada nenhuma diferenca.
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Os animais mantidos no monocultivo do capim-braquiaria mantiveram o seu
peso vivo e quase nao obtiveram ganho de peso diario, com média de ganho de 4 g
animat! dia! enquanto que os animais mantidos em sistema silvipastoril apresentaram
em média perda de 16 g animdia’. Contudo, ndo houve diferenca para esta variavel
entre os tratamentoR &€ 0,339.

Em relagdo a temperatura corporal dos animais, também n&o houve alteragfes
entre os dois grupos de animdfs= 0,480), registrandee valores médios de 39,35 °C

e 39,52 °C nos animais em monocultivo e em sistema silvipastoril, respectivamente.

Tabela 4- Consumos de matéria seca (MS), de proteina bruta (PB), de fibra insoltvel
em detergente neutro (FDNcp) e de protodioscina. Digestibilidade da matéria
seca, da proteina bruta e da fibra insolivel em detergente neutro do capim-
braquiaria em monocultivo (SOL) e em sistema silvipastoril (SSP). Variacédo
de peso médio diario (VPD) dos ovinos em ambos sistemas

Sistema
Variavel SOL SSP EPM P-Valor
Consumo
MS (kg/dia) 1,11 0,88 0,11 0,177
PB (kg/dia) 0,15 0,12 0,01 0,123
FDNcp (kg/dia) 0,59 0,47 0,06 0,180
Protodioscindg/dia) 13,01 7,95 1,06 0,007
Digestibilidade
MS (%MS) 60,95 63,56 1,27 0,166
PB (%MS) 64,28 66,26 1,65 0,397
FDNcp (%MS) 59,96 61,16 1,97 0,661

Variacdo de peso diario
VPD (g/dia) 4,00 -16,00 0,02 0,339

EPM: erro padrdo da média; Médias na linha comparando os sistemas diferem pelogtestdd=P <
0,05

3.4.1. Avaliacao clinica e alteragfes histopatoldgicas hepaticas dos animais

Na Tabela 5 estdo apresentados os principais sintomas dos animais intoxicados
com o capim-braquiaria. Tanto os ovinos submetidos ao pastejo em monocultivo com a
forrageira quanto os submetidos ao sistema silvipastoril apresentaram alteracdes
clinicas, ou seja, 0 acesso dos animais ao ambiente com sombra, ndo foi suficiente para

impedir a intoxicagdo desses e nem amenizou 0s sintomas clinicos. Apenas o animal A8
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do monocultivo e os animais A5 e A6 do sistema silvipastoril chegaram ao final do

experimento sem apresergarsinais clinicos.

Tabela 5- Principais sinais clinicos observados em ovinos submetidos ao pastejo em
capim-braquiaria em monocultivo (SOL) e em sistema silvipastoril (SSP),
durante o periodo experimental

Sinais clinicos
APE FTF HSO SCN EFO DER ICT ALO ATA

Tratamento Animal

SOL Al + + - - + - - - -
SOL A2 - - - - + - + - -
SOL A3 + + + + - - - + -
SOL Ad + + - + - - + - +
SOL A5 - + + + - - - - -
SOL A6 + + + + + + - - -
SOL A7 + + - + - - + - +
SOL A8 - - - - - - - - -
SOL A9 + + + - - + - + -
SOL A10 - - - - + - + - -
SSP Al + + + + + + + - -
SSP A2 + + - - + - + - -
SSP A3 - - - + - - + - -
SSP A4 + + + + + + - - -
SSP A5 - - - - - - - - -
SSP A6 - - - - - - - - -
SSP A7 + + + + + - - - +
SSP A8 + - + + - + - + -
SSP A9 + - - - + - - - +
SSP Al10 + + + - - - - - -

APE: apatia e emagrecimento; FTF: fotofobia; HSO: hiperemia e secre¢éo da pargostva; SCN:
secrecao nasal; EFO: edema de face e orelhas; DER: dermatite; ICT: ictericia; ALO: alopAcia; A
ataxia. Sinais clinicos: Auséncia (-) ou presenca (+).

Na Figura 2 estédo representados alguns sintomas clinicos caracteristicos da
intoxicagdo, que ocorreram nos animais durante o periodo experimental.
Na Tabela 6 estdo representadas as alteracfes histopatoldgicas hepéticas
encontradas nos animais e na Figura 3 estdo expostas imagens microscopicas do tecido
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hepatico lesado que caracterizam os achados da fotossensibilizacdo hepatégena. Tanto
0S animais em sistema silvipastoril quanto os submetidos ao monocultivo do capim-
braquiaria apresentaram alterac6es microscépicas no figado, com lesGes caracterizadas
por degeneracdo e/ou necrode hepatécitos e infiltrado inflamatdrio no espaco
peribiliar. Logo, 0 acesso dos animais a sombra, também néo foi suficiente para evitar

ou amenizar os danos hepéticos.

Figura 2- Animal com edema de orelhas e hiperemia da mucosa conjuntiva (A); Animal
com edema de face e orelhas, com éareas focais de alopecia em inicio de
dermatite (B); Animal com edema de orelhas e alopecia (C); Areas de
alopecia, hiperemia, ulceracdo e crostas na o(Blha
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Tabela 6- Principais alteracdes histopatologicas observadas em figado de ovinos
alimentados com capim-braquiaria em condicdo de monocultivo (SOL) e
em sistema silvipastoril (SSP), durante periodo experimental

_ Alteracdes histopatologicas
Tratamento  Animal

DGN NCR INF HDB
SOL Al 1 0 2 1
SOL A2 1 0 1 0
SOL A3 1 1 1 1
SOL A5 1 1 1 0
SOL A6 2 0 1 0
SOL A8 1 1 1 0
SOL A9 1 0 1 1
SOL A10 1 1 1 1
SSP A2 1 1 1 1
SSP A3 2 3 2 2
SSP A4 1 0 1 1
SSP A5 1 0 1 0
SSP A6 1 1 1 0
SSP A8 1 0 1 0
SSP A9 1 0 1 0

DGN: degeneragdo hepatocelular; NCR: necrose de hepatdcitos; INF: infiltrado inflamei@Bo;
hiperplasia de ductos biliares. Avaliacdo histopatoldgica: 0- Ausente; 1- Discreta; derada; 3-
Intensa.

Y A \ LANE \4‘;, o N\ | 3 3 A pa A A Y \ AL +

Figura 3- Figado: Infiltrado acentuado de células inflamatorias mononucleares no
espaco peribiliar (A). Na imagem B a regido da seta representa vacuolizacao
citoplasmatica de hepatocitos.
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Na Figura 4 no lado esquerdo, uma imagem representando um figado de animal
acometido pela fotossensibilizacdo hepatdgena, com coloracdo mais amarronzada
(animal A3 do sistema silvipastgrie do lado direito um figado de animal que nao

apresentou nenhum sintoma da intoxicacao (animal A8 do monocultivo).

Figura 4- Figado de ovino com fotossensibilizacdo hepaté@esquerda e a direita
figado de animal que ndo apresentou sintoma clinico da intoxicacao.

3.4.2. Andlises bioquimicas

Na Tabela 7 estdo apresentados 0s niveis séricos bioquimicos dos animais ao
longo do experimento. Uma analise feita antes do inicio do experimento, ou seja, no dia
zero, sdo os valores de pré-exposicdo dos animais aos tratamentos e as subsequentes
feitas nos dias 15, 30, 45 e 60 dias de experimento.

N&o foram encontradas interacées entre os tratamentos e os dias de coleta de
sangue para nenhum dos indicadores bioquimicos avaliados. Também ndo houve
diferenca nos niveis de nenhum parametro sérico em relacdo ao tratamento dos animais
em monocultivo e em sistema silvipastoril. Contudo, foram observadas diferencas nos
indicadores de uréiaP(= 0,001) creatinina P = 0,001), colesterol P = 0,001),
triglicerideos P = 0,001), AST (P =0,001), GGT @ = 0,001),bilirrubina total P =
0,030),bilirrubina direta P = 0,005)e proteinas totaig?(= 0,001 em relagédo aos dias
de coleta, onde, foram observados elevac¢des dos valores séricos conforme aumento do
tempo de exposicdo dos animais nos tratamentos, ou seja, com a crescente exposicao

dos animais ao capim-braquiaria, maiores foram as alteracées no metabolismo hepatico.
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Tabela 7- Média dos indicadores séricos bioquimicos dos animais no dia zero e nos diad516,&Ddo periodo experimental dos animais em
monocultivo decapim-braquiarigSOL) e dos animais em sistema silvipastoril (SSP)

Variavel Dia 0 ot 5P EPM P-Valor
15 30 45 60 15 30 45 60 T D TD
Uréia(mg.dL) 30,01 30,87 46,81 49,62 5620 3507 4631 5541 60,36 641 0479 0001 0979
Creatininamgdl) 086 101 112 125 1,28 112 118 120 130 o008 >4 0001 0861
Colestero(mg.dil) 4574 5805 6523 6964 77,89 5885 6855 7215 7966 344 0417 0001 0,987
Triglicerideogmg.di?) 23,43 3854 3917 39,81 4535 3322 3406 39,65 4978 526 0091 0001 0853
AST (ULLY) 116,73 153,97 168,23 196,66 22142 150,20 18511 224,95 277,65 2051 0264 0001 0815
GGT(UI.LY 63,60 103,21 150,55 172,97 20499 12303 163,98 182,56 201,69 29,04 0721 0001 0,994
BILIR T (mg.dLY) 018 198 205 222 318 089 183 256 371 128 0712 0030 0773
BILIR D (mg.dL%) 0,10 086 091 100 133 054 098 104 165 04g 0941 0005 0821
BILIR | (mg.dL?) 008 114 117 122 186 035 084 152 206 o4 0002 0073 0720
Proteinas totaig.dl’) 543 602 634 634 6,36 603 646 638 646 015 0222 0001 0989

AST: aspartato aminotransferase; GGT: gama-glutamiltransferase; BILIR T: lilartdial; BILIR D: bilirrubina direta; BILIR I: bilirrubina indiretaEPM: erro

média; T: tratamentos; D: dias; T*D: interacdo tratamentos e dias, diferem pelo testelé- [gua0,05.
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Na Figura 5 abaixo, estdo representadas as atividades séricas médias do

indicadores uréia, creatinina, colesterol, triglicerideos, AST, GGT, bilirrubina total,

bilirrubina direta e proteinas totais nos animais ao longo do periodo experimental.
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Figura 5- Atividades séricas médias dos indicadores uréia, creatinina, colesterol,
triglicerideos, aspartato aminotransferase (A$jBma-glutamiltransferase
(GGT), bilirrubina total, bilirrubina direta e proteinas totais nos ovinos sob
pastejo em monocultivo (SOL) com o capim-braquiaria e em sistema
silvipastoril (SSP) durante as coletas de sangue ao longo do periodo
experimental.

Os primeiros sinais clinicos da fotossensibilizacdo nos ovinos ocorreram 20 dias
apos inicio do experimento e permaneceu até o ultimo dia de avaliacdo dos animais.
Dos 20 animais em avaliacdo, sete morreram antes do término do periodo de avaliacéo,
sendo dois do grupem monocultivo do capim-braquiaria e cinco do sistema
silvipastoril. Todos esses animais apresentaram ictericia e elevacdo dos indicadores
séricos de bilirrubinas totais, diretas e indiretas, bem como elevagéo das enzingas AST
GGT. Desses sete animais que foram em O6bito, quatro apresentaram alteracdes
neurolégicas, como ataxia e foram a Obito rapidamente, com evolugédo clinica da doenca
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de dois dias. Dos animais que permaneceram na area experimental até o fim do
experimento, apenas trés nao apresentaram sintomas de intoxicacdo e permaneceram
sem elevacdo das taxas séricas, sendo dois animais do sistema silvipastoril e um do
monocultivo. Dos 11 animais que foram transferidos da area experimental no decorrer
do experimento (seis do grupo do monocultivo e cinco do grupo silvipastoril) apenas
seis conseguiram sobreviver e obter uma melhora clinica e uma diminuicdo dos
indicadores séricos, sendo quatro animais do monocultivo e dois do sistema

silvipastoril.
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4. DISCUSSAO

O sistema silvipastoril apresent@ombreamento médio de 50,5% durante o
periodo experimental, e consequentemente as plantas forrageiras abaixo das arvores de
eucalipto obtiveram menor incidéncia de radiacdo fotossinteticamente ativa quando
comparado ao capim-braquiaria em monocultiVal condicagermitiu amenizacéao da
temperatura local, onde no horario de maior pico de radiacdo solar, por volta de
13h00min, houve diminui¢cdo da temperatura de maxima e minima, pelo termémetro de
bulbo umido e reducdo na radiacdo absorvida pelo globo negro. Além dessas alteragfes
ambientais, podem também ser observado em sistemas silvipastoris alteracGes
estruturais, morfolégicas e na produtividade da planta forrageide@ modificacdes no
hébito de crescimento e desenvolvimento da graminea podem ser observado devido a
limitac&o luminosa.

Confirmando essas possiveis alteracdes, o capim-braquidria apresentou
decréscimo na producdo S com o sombreament&egundo Andrade et al. (2004),
0s niveis de sombra acima de 50% de radiacao solar plena, causam reducao na producao
de forragem, até para as plantas forrageiras consideradas tolerantes ao sombreamento.
Paciullo et al. (2007), estudando o padrdo de respostaratdloa decumbens em
sistema silvipastoril, observou reducdo na producéo de forragem, quando submetida ao
sombreamento, e essa perda de producdo foi inversamente proporcional ao nivel de
sombra. Apesar desta graminea ser considerada tolerante ao sombreamento, a
diminuicdo da intensidade luminosa e da qualidade espectral dbaixe, fluxo de
fétons e baixa relacdo vermelho/vermelho distgmteyoca reducédo na produtividade,
uma vez que a sombra impde limitacdes a sua capacidade fotossintética. Por outro lado,
essa reducdo da radiacdo solar em sistema silvipastoril ndo foi suficiente para
modificagdo na composicdo morfolégica das plantas, haja visto que, ndo foram
encontradas diferencas morfoldgicas nas plantas forrageiras entre os dois sistemas de
cultivo.

Na avaliacdo da composicdo quimica do capim-braquiaria, foi observado
maiores valores de fibra insolivel em detergente neutro (FDN) nas laminas foliares
cultivadas em monocultivo, porém essa alteracdo n&o influenciou a digestibilidade da
MS e nem o consumo ddS dos animais em pastejo nos dois tratamentos, que foram
semelhantes. Paciullo et al. (2007), também observaram reducdo da FDN em plantas
cultivadas em sistema silvipastoril, e ainda observaram incrementos na digestibilidade

da MS em plantas sombreadas. Essa reducéo no teor de fibra pode estar relacionada
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com a menor disponibilidade de fotoassimilados para o desenvolvimento de parede
celular, culminando na reduc&o dos constituintes de parede celular nas plantas em
sombreamento. Tal fato foi constatado por Berlyn & Cho (2000), que também
observaram teores de fibra menores em plantas cultivadas a sombra, e sup6s que o
sombreamento pode causar reducdo na proporcdo dos tecidos @ma@utde
sustentacdo e em adicéo a isso, reducao na espessura da parede celular. A ndo alteraca
da digestibilidade do capim-braquiéria nos dois tratamentos pode ser devido a pequena
variacdo no conteudo de parede celular das plantas, o que ndo permitiu influenciar os
coeficientes de digestibilidade e a ndo alteracdo do consuritSdentre os animais
expostos ao pastejo em monocultivo da forrageira e em sistema silvipastoril.

As protodioscinas atuam como uma barreira quimica ou como um protetor do
sistema de defesa da planta (WINA et al., 2005). Essa atividade seria devido a sua
capacidade de formar complexos insollveis com esteroides, proteinas e fosfolipidios
nas membranas celulares, alterando sua permeabilidade (FRANCIS et al., 2002).
Concentragbes maiores de protodioscina foram observadas nas laminas foliares do
capim-braquiaria em monocultivo. Apesar das amostras de simulacdo de pastejo ndo
terem apresentado essa alteracdo, houve uma tendéncia de elevagcao na concentracao de
composto também na graminea em monocultivo. Resultado semelhante foi observado
por Costa et al. (2013), onde observaram elevacdes de saponinas triterpénicas em
plantas sob alta irradiancia. A protodioscina € um composto secundario a base de
carbono que pertence ao grupo dos glicosidos esteréides que sdo principalmente
produzidos através da via do acido mevalbnico. Existem algumas hip6teses sobre o
acumulo de metabdlitos secundarios em plantas, como o balanco de nutrientes de
carbono e o equilibrio de diferenciacdo de crescimento. Segundo Massad et al. (2012),
essas duas hipdteses postulam que as plantas alocam recursos excedentes no
metabolismo secundéario quando o crescimento se torna limitado (devido a deficiéncias
de carbono ou nutrientes) antes que a fotossintese seja afetada. Esse aumento na
concentracdo de protodioscina observado no capim-braquidria em condicdo de
monocultivo, impactou diretamente no maior consumo de protodioscina nos ovinos
submetidos a esse tratamento.

As concentragbes medias de protodioscinas encontratadas no capim-braquiaria
nesse trabalho foram de 1,37% nas laminas foliarés decumbens em monocultivo e
0,98% em sistema silvipastoril. Nas amostras de simulacéo de pastejo, foram 1,17% e
0,90% nas gramineas em monocultivo e sistema silvipastoril, respectivamente. Apesar

dessa diferenca entre os tratamentos, ndo houve diferenca em relacéo a intoxicacdo dos
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ovinos em pastejo nesses dois sistemas, ou seja, a concentracdo de protodioscina
encontrada foi suficiente para causar fotossensibilizagdo tanto nos ovinos submetidos a
intensa radiagao solar, quanto nos ovinos expostos a menor radiacdo. No trabalho de
Porto et al. (2013) foi avaliada também a intoxicacdo de ovinos submetidos a
decumbens, com um grupo de animais exposto ao sabutro a sombra e um grupo
controle, onde os animais permaneceram no sol, mas receberam fé&ymoden
dactylon e capimPennisetum purpureum como alimentacéo. Os autores encontraram
valores médios de saponina de 0,94 = 0,80% no capim-braquiaria e observaram
intoxicacdo nos animais nos dois grupos que receberam essa graminea na alimentacéo,
nao havendo alteragbes nos animais do grupo controle. Mustafa et al. (2012),
encontraram variagdo entre as concentragdes de protodioscina de 0,30 a 2,56%, sendo
observado nesse intervalo, a intoxicagdo dos animais em pastejo. Para Castro et al.
(2011), os valores de 0,52 a 1,06% encontrados de protodioscinas garantiram a
intoxicacdo de ovinos jovens em pastejo. Esses valores corroboram com as
concentracdes encontradas nesse trabalho, permitindo inferir que a concentragdo da
saponina protodioscingi suficiente para promover a fotossensibilizacdo hepatégena
nos ovinos submetidos aos dois tratamentos.

Geralmenteem ambientes a pleno sol, estdo presentes grandes quantidades de
luz solar visivel de alta energia, com comprimentos de onda mais curtos (entre 400 e
500 nm) no espectro visivel (violeta/azul). No entanto, em ambientes sombreados, h&a
um aumento de luz com maiores comprimentos de onda (acima de 700 nm [vermelho
distante]), que tém menos energia do que 0os comprimentos de onda mais curtos. Além
disso, ainda ha decréscimo na radiacdo UV em ambientes sombreados (FIORUCCI &
FANKHAUSER, 2017). Assim, mesmo que 0S animais mantidos no sistema
silvipastoril ndo tivessem sido totalmente protegidos dos raios solares; eles receberam
luz com menos energia para ativar a filoeritrina (fotossensibilizador) acumulada na pele.
No entanto, isso nédo foi suficiente para melhorar ou impedir o aparecimento dos
sintomas de fotossensibilizacdo. De acordo com os achados clinicos, tanto os ovinos
expostos ao monocultivo do capim-braquiaria, quanto os expostos ao sombreamento em
sistema silvipastoril apresentaram os sintomas clinicos da fotossensibilizacéo, ou seja, a
nao exposicdo dos animais a intensa radiagdo ndo atenuou os sinais clinicos da
intoxicacdo. Isso pode ser justificado devido a alguns fatores. A concentragdo de
protodioscina no pasto foi suficientemente elevada para os ovinos dos dois grupos; 0s
animais vieram de uma condi¢cdo de confinamento, onde néo tiverem contato previo

com a graminea; eram animais novos, leves e por isso mais suscetiveis. Ovinos que
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nunca tiveram contato com o capim-braquiaria séo considerados animais ndo adaptados,
sendo mais suscetiveis a intoxicagdo do que animais criados e mantidos em pastagens
de Urochloa spp. (GRACINDO et al., 2014, FACCIN et al., 2014Além do mais,

embora a sombra represente uma forma significativa de protecdo contra os efeitos
nocivos dos raios ultravioletas e da luz solar visivel de alta energia, nem toda sombra
pode ser considerada efetivamente protetora e homogénea (ou seja, mesmo a sombra, 0s
animais no sistema silvipastoril certamente ainda recebem radiagéo solar). Isso ocorre
porque os raios solares podem atingir a pele indiretamente através da radiacdo difusa e
refletida.

Os sinais clinicos observados nos animais que apresentaram a
fotossensibilizacdo hepatdgena devido a ingestadrdehloa decumbens foram perda
de peso (70%) ou manutencéo do peso corporal, com ganhos irrelevantes ao dia (30%),
apatia (65%), hiperemia e secrecdo na mucosa conjuntiva (35%), secrecdo nasal
(50%), fotofobia (60%), edema na face e orelhas (45%), dermatite (25%), ictericia
(35%), alopecia (15%), ataxia (20%) e morte (35%). O emagrecimento citado por
Riet Correa et al. (2011), pode estar relacionado com a alteracdo no metabolismo do
figado, induzindo o balango energético negativo aos animais. A hiperemia, secrecao da
mucosa conjuntiva, secrecdo nasal e ictericia foram relatados nos trabalhos de Mustafa
et al. (2012) e Santos et al. (2008). A ictericia ocorre devido a obstru¢do dos canais
biliares pelos cristais formados pela ligacdo das saponinas ao acido glicurénico, esse
complexo formado se liga aos sais de calcio, formando os cristais insplaveis
contribuindo para a colestase. Essa obstrucéo dificulta metabolizacdo da bilirrubina,
eliminacdo de derivados da filoeritrina assim como os pigmentos biliares, onde esse
acumulo de pigmentos promove coloracdo amarelada observada nas mucosas
despigmentadas, caracterizando a ictericia (SANTOS et al., 2008).

A dermatite em ovinos sob pastejo com o capim-braquiaria tende a ocorrer
quando o dano hepatico € mais generalizado e ainda pode ser mais agravada em regides
despigmentadas e mais expostas ao sol. Para Castro et al. (2011), a auséncia de lesdes
cutdneas, como encontrado na maioria dos animais deste trabalho (75%), ocorre em
ovinos nao-adaptados ao pastejo da graminea, que morreram intoxicados por braquiaria,
possivelmente justificada pela grande susceptibilidade desses animais, ou seja, em casos
mais agudos da doenca.

O edema de face e orelhas foram observados em diversos trabalhos como o de
Badiei et al. (2009) e Oliveira et al. (2012). Para Tokarnia et al. (2000), a causa dessas

alteracdes esta relacionada com o aumento da sensibilidade cutdnea causada pelo
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acumulo da filoeritrina nessa regido, o que pode estar correlacionado também com o
sintoma de hiperemia da mucosa conjuntiva e ulceracbes na pele. Esse acumulo de
filoeritrina em areas da pele, quando em contato com o sol, desencadeia um processo
inflamatorio, pela formacéo de radicais livres de oxigénio no citosol da célula, que pode
causar ruptura de lisossomos e degranulacdo de mastocitos. Os mastocitos sendo
lesados liberam histamina, levando ao aumento da permeabilidade vascular, acarretando
o edema. E ainda, os animais apresentam o sintoma de fotofobia, ja que o agente
causador da fotossensibilizac&o, a filoeritrina, € fotoativa.

Santos et al. (2008) relataram um quadro clinico hiperagudo nos ovinos
intoxicados, sendo que o aparecimento dos sinais clinicos foi abrupto. Os animais que
apresentaram sintomas de ataxia nesse trabalho, também tiveram quadro hiperagudo,
com morte rapida. Sintomatologia neurolégica também foi verificada por Albernaz et al.
(2010), isso pode ser decorrente da alteracdo do metabolismo hepatico, com acumulo de
substancias como aménia, acidos graxos de cadeia curta no sangue e no encéfalo, além
de alteracGes nas concentragcdes de neurotransmissores.

Alteracdes microscopicas no figado foram observadas em todos os animais
avaliados, incluindo os trés animais que ndo apresentaram nenhum sintoma clinico
durante o experimento. As principais alteracdes observadas foram, degeneracao
hepatocelular, necrose de hepatdécitos, infiltrado inflamatério e hiperplasia de ductos
biliares. Nos trabalhos de Saturnino et al. (2010) e Souza et al. (2010) além desses
achados, também foram encontrados, presenca de macréfagos espumosos e presenca d
cristais birrefringentes O principal achado microscopico que caracteriza a
fotossensibilizacdo hepatégena é a presenca de cristais birrefringentes nos ductos
biliares e presenca de macrofagos com citoplasma espumoso (RIET-CORREA et al.,
2017). Porém nesse trabalho ndo foram encontradas essas alteracfes. Isso pode ser
devido a forma aguda da intoxicacdo que 0s animais apresentaram, ndo dando tempo
para ocorréncia de alterac6es mais severas no figado. Gomar et al. (2005), observaram
correlacdo entre a presenca de macrofagos espumosos com o grau de obstrucao biliar,
portanto, o que pode ter contribuido também para a ndo observacdo desses macréfagos
nesse trabalho seja que o grau de retencao biliar foi insuficiente para aparecimento
desses parametros. Para Driemeier et al. (2002), esses macrofagos séao indicativos de
cronicidade, pois ndao foram observados em curtos periodos de consumo, eles apenas
observarana presenca de macréfagos espumosos quando o periodo de ingestdo da
decumbens foi superior a 150 dias, o que néo foi o caso desse trabalho. Segundo esses

mesmos autores, essas lesbes no figado e ductos biliares estdo relacionadas a lesdes
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inespecificas no parénquima que resultam em atividade proliferativa, refletindo o
aumento na metabolizacdo do figado perante a toxina. A alteragdo na coloracdo do
figado e a evidenciagdo do padrao lobular observada nesse trabalho em animais afetados
pela intoxicacdo dos dois tratamentos podem ser devido a tumefacdo dos hepatdcitos,
infiltrado inflamatorio e degeneracao nas células do figado, como proposto por Cullen
et al. (2009).

Na avaliagdo dos niveis séricos de indicadores bioquimicos dos animais, como
em outras avaliacdes, também nao foi encontrado diferenca entre os animais nos dois
tratamentos. Foram identificadas diferencas em relacdo aos dias de coletas de sangue
para concentracdes de uréia, creatinina, colesterol, triglicerideos, para as enzimas AST e
GGT, bilirrubina total, bilirrubina direta e proteinas totais. Onde pbéde ser observada
uma elevacdo dos niveis séricos ao longo do aumento da exposi¢cdo dos animais ao
pastejo com a planta forrageira. Permitindo inferir que existe uma correlacdo da
severidade da intoxicagdo com a elevagao desses parametros.

A concentracio de uréia no dia zero foi de 33@1dL?, dentro dos valores de
referéncia para ovinos segundo Kaneko et al. (2008), que € de 15,2 a 42, 8. MgsiL
seus niveis foram se elevando, chegando a 56,20 rhgal_animas em monocultivo
do capim-braquiaria e a 60,36 mgllpara os animais em pastejo sob sistema
silvipastoril. Os valores iniciais para creatinina foi de 0,86 mg.dhegando a valores
mais altos no Ultimo dia de coleta, 1,28 e 1,30 mi§mhra animais em monocultivo e
em sistema silvipastoril respectivamergendo que os valores dentro do intervalo de
referéncia para Kaneko et al. (2008) esta entre 1,2 a 1,9 tdedka elevacido da
concentracao sérica de uréia e creatinina implicam que as func¢des renais podem ter sido
afetadas durante a intoxicacdo pela saponina protodioscina (BADIEI et al., 2009), e
essas elevacfes estdo relacionadas com a diminuicdo na taxa de filtracdo glomerular.
Contudo, essa alteracdo glomerular pode nado ter sido tdo acentuada, ja que a
concentragdo do indicador creatinina ficou dentro dos valores de referéncia para a
espécie animal.

Como dito acima, aumentando os dias de exposi¢do dos animais ao pastejo com
a U. decumbens houve elevacédo seérica dos indicadores colesterol e triglicerideos,
chegando a valores superiores na ultima coleta. Os valores de pré-exposicdo dos
animais aos tratamentos (dia zero) para o colesterol e triglicerideos foram de 45,74 e
23,43 mg.dt! respectivamente, semelhantes ao descrito por Kaneko et al. (2008), 52 a
76 mg.dL! para colesterol e 9 a 30 mg:tlpara triglicerideos. Houve elevacido do

colesterol até valores de 77,89 mglddara os carneiros em monocultivo e de 79,66
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mg.dL! para os animais em sistema silvipastoril. O colesterol € um indicador confiavel
do metabolismo energético do figado, embora a variacdo observada seja semelhante aos
valores de referéncia para Kaneko et al. (2008), foi observado elevacao desse indicador
ao longo da alimentacdo com o capim-braquiaria, indicando possivel desbalanco das
atividades hepaticas. Pacheco (2014), também observou elevacédo de colesterol sérico
nos animais que morreram em relacdo aos animais intoxicados por capim-braquiaria
mas que se mantiveram vivos. A bile é a principal via de excrecdo do colesterol do
corpo, portanto um distarbio no fluxo biliar pode aumentar a concentracdo sérica de
colesterol. Observose elevacio de triglicerideos até valores de 45,35 e 49,78 thg.dL
em monocultivo e sistema silvipastoril, sendo guelacéo entre sintese, metabolizacdo
e distribuicdo entre colesterol e triglicerideos pode explicar a elevacado desse Ultimo
também como disturbio hepatico e colestase.

Os animais intoxicados apresentaram aumento sérico das enzimas AST e GGT,
como observado também nos trabalhos de Badiei et al. (2009) e Brum et al. (2007),
existindo uma relagéo entre a elevacdo dessas enzimas com a severidade da intoxicacao
hepatica. Os valores iniciais para AST e GGT foram de 116,73 e 63,76, Séhdo
que para Kaneko et al. (2008), os valores de referéncia para essa espétipanima
AST é de 6280 Ul.L'e para GGT de 20 a 52 U'LNo entanto, houve elevacéo da
concentracdo da GGT até valores204,99 e 201,691.L1 nos animais em monocultivo
e em sistema silvipastoril respectivament&. GGT apresenta intensa atividade no
figado e nos rins, sua elevacdo sérica pode ser devido a colestase e lesdo no epitélio
biliar, sendo indicador eficiente de lesdes hepéticas, hiperplasia biliar e proliferacdo de
ductos biliares. A sua elevacéo sérica pode permanecer elevada por mais tempo, 0 que
pode facilitar o diagndstico da intoxicacdo hepatica (CASTRO et al.).2bdibora a
concentracdo de AST encontrada foi dentro do intervalo de referéncia descrito por
Kaneko et al. (2008), pode-se observar elevacédo linear dos valores ao longo do
experimento. A enzima AST estd presente no citoplasma e na mitocéndria dos
hepatdcitos, além de células musculares, portanto, lesdo no figado provoca elevacdo em
seu nivel sérico (TOKARNIA et al., 2000). Por isso, em geral, as enzimas AST e GGT
sdo bons parametros de avaliacdo de lesGes hepaticas, sendo opcdes de auxilio no
diagnostico da fotossensibilizacdo hepatdgena.

No diagnostico da funcdo hepética incluem também a analise das bilirrubinas
séricas, que estao envolvidas em mecanismos de transportes. A bilirrubina pode estar na
forma de hemobilirrubina, sendo chamada de bilirrubina indireta ou n&o conjugada. A

fracdo da bilirrubina sérica conjugada com o acido glicurénico € a bilirrubina direta,
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sendo a soma de ambas, a bilirrubina total. O valor médio da bilirrubina total da
populacéo no dia zero foi de 0,18 mgidlalcancando no fim do experimento valores

de 3,18 e 3,71 mg.dL para animais do monocultivo e sistema silvipastoril
respectivamentesendo muito além dos valores de referéncia da espécie animal descrito
por Kaneko et al. (2008), entre 0,1 a 0,5 mg.dIOs valores de referéncia da espécie
para a bilirrubina direta também descrito por esses autores esta no intervalcade 0,0
0,27 mg.d}, muito inferiores aos valores encontrados nesse trabalho, onde as
concentragdes foram de até 1,33 a 1,04 mbmdra os animaism monocultivo eem

sistema silvipastoril. A concentragcao sérica de bilirrubina indireta apresentou tendéncia
em ser maior com o0 aumento da exposi¢cao dos carneiros ao capim-braquiéria, chegando
a valores de 1,86 e 2,06 mg:Htespectivamente nos animais em monocultivo e em
sistema silvipastoril, sendo os valores referenciais descritos por Kaneko e colaboradores
de 0,1 a 0,23 mg.dk As elevactes séricas em geral das bilirrubinas estdo associadas a
disfungbes hepéticas, hemdlise e colestase, sendo eficientes e importantissimos
indicadores para diagndsticos da intoxicacdo hepatdgena e principais causas da ictericia.
Aumento nas concentracdes séricas de bilirrubina total e bilirrubina direta também
foram observados no trabalho de Faccin et al. (20d@)ovinos intoxicados pelo
capim-braquiéria.

Foram observados também, aumentos séricos de proteinas totais nos animais
afetados ao longo do tempo de exposicdo ao capim-braquiaria. Os valores de pré-
exposicdo da populacdo em estudo foi de 5,43g.dhquanto Kaneko et al. (2008)
descreveram como valores de referéncia para a espécie animal entre 6,0 a7,2 g.dL
valores préximos ao encontrado na ultima coleta de sangue dos animais, correspondente
aos maiores valores para esse indica8@4 e 6,38 g.dt para animais em pastejo em
monocultivo do capim-braquiaria e para animais em sistema silvipastoril
respectivamente. Pacheco (20&4Badiei et al. (2009) também constataram aumento
nas concentracdes séricas de proteina nos animais com sintoma de fotossensibilizacao
hepatdgendsto pode estar relacionado com a desidrata¢cdo dos animais intoxicados, ou
seja, diminuicdo do volume de distribuicdo. A desidratagdo pode ter contribuido tanto
para elevacao dos niveis séricos de proteina, quanto para o0s niveis séricos de uréia, ja
que ela produz uma hemoconcentracédo e em decorréncia disso, possibilita elevacdo nos

niveis de proteina e uréia.
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5. CONCLUSAO

O sombreamento natural de 50,5% propiciado pelo sistema silvipastoril ndo
previne ou atenua os sintomas de fotossensibilizagdo em ovinos jovens ndo adaptados
ao pastejemUrochloa decumbens.

Contudo, a concentracdo de saponina protodioscitlx awhloa decumbens em
sistema silvipastoril € menor do que em condicdo de monocultivo. Porém, para melhor
entendimento dos mecanismos envolvidos nas variacdes deste metabdlito, pesquisas
adicionais envolvendo a avaliacdo de saponinas em capim-braquiaria submetidas a
diferentes niveis de sombreamento ao longo das estacbes do ano permanecem

necessarias.
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