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Cestrum axillare Vell. (formerly Cestrum laevigatum Schltd.), family Solanaceae, is the most
important hepatotoxic plant in Brazil that causes acute poisoning. It occurs in the Southeast and
Center-West regions and in coastal areas of the Northeast Brazil. Spontaneous poisoning was
described in cattle, goats and sheep, with clinical signs evidenced within 24 hours after ingestion
of the leaves and death within 48 hours after signs onset. The clinical signs observed in acute
poisoning are apathy, anorexia, ruminal arrest, arched back, constipation with feces in small
spheres, sometimes covered with mucus and blood streaks, muscle tremors, staggering gait and
sometimes sialorrhoea. Neurological signs may be observed, due to interference in the urea cycle
due to hepatic insufficiency resulting in hyperammonemia (hepatic encephalopathy). The main
pathological finding is centrilobular hepatic necrosis. The toxic principle present in C. axillare was
not yet definitively proven, but some authors attribute the toxicity of the plant to the presence of
saponins gitogenin and digitogenin. However, it has not been determined whether the saponins
presentin C. axillare are responsible for the hepatotoxic effect of the plant. Thus, the objective
of this work is to determine if the saponins are the compounds responsible for the hepatotoxic
effects produced by the ingestion of the leaves of C axillare, using goats as experimental model.
For this, the effects of the administration of the leaves were compared with those produced
by the saponins isolated from the leaves in goats. Six goats were randomly assigned to three
experimental groups that received [1] dry leaves of C. axillare (animals A1 and A2), [2] saponins
extract from leaves (animals S1 and S2) or [3] control group (animals C1 and C2). For goats
receiving the dry leaves the administered dose of plant was 10g/kg for one animal (A1) and
5g/kg for the other one (A2). For animals receiving the saponins extract, administration was
done at a dose equivalent to 20g/kg repeated after 24 hours. The dry leaves administered at
a dose of 10g/kg to a goat produced toxic effects, with alterations in biochemistry (indicating
hepatic lesion) and histopathology showing centrilobular hepatic necrosis. At the dose of 5 g/kg
of dry leaves, clinical signs of poisoning were not observed, but hepatic necrosis was found;
after 15 days after the last administration, the hepatic parenchyma of this animal was already
normal, with only hemorrhagic areas, demonstrating full regeneration. The administration of
extracts of saponins containing gitogenin and digitogenin to goats did not produce significant
toxic effects, proving that these compounds are not responsible for intoxication. In addition,
goats are a good experimental model for studies of this intoxication.

INDEX TERMS: Poisonous plants, Cestrum axillare, saponins, goats, Cestrum laevigatum, hepatotoxic
plants, hepatic necrosis, saponins, plant poisoning, toxicoses.
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RESUMO.- Cestrum axillare Vell. (anteriormente C. laevigatum
Schltd.), familia Solanaceae, é a mais importante planta
hepatotéxica do Brasil que causa intoxicacdo aguda.
Tem ocorréncia nas regides Sudeste e Centro-Oeste e em dreas
litoraneas do Nordeste. A intoxicacdo natural foi descrita em
bovinos, caprinos e ovinos, com sinais clinicos evidenciados
em até 24 horas apds a ingestdo das folhas e morte em até
48 horas ap06s o inicio da sintomatologia. Os sinais clinicos
observados na intoxicacdo aguda sao apatia, anorexia,
parada ruminal, dorso arqueado, constipacdo com fezes
em formas de pequenas esferas, por vezes recobertas com
muco e com estrias de sangue, tremores musculares, andar
cambaleante e, as vezes, sialorreia. Podem ser observados
sinais neuroldgicos, devido a interferéncia no ciclo da ureia
pela insuficiéncia hepatica resultando em hiperamonemia
(encefalopatia hepatica). O principal achado patoldgico é a
necrose hepatica centrolobular. O principio toxico presente
no C. axillare ainda nao est4 definitivamente comprovado, mas
alguns autores atribuem a toxicidade da planta a presenca das
saponinas gitogenina e digitogenina. No entanto, ainda nao
foi determinado se as saponinas presentes em C. axillare sao
as responsaveis pelo efeito hepatotdxico da planta. Assim, o
objetivo deste trabalho é determinar se as saponinas sio os
compostos responsaveis pelos efeitos hepatotdxicos produzidos
pela ingestao das folhas de C. axillare, usando caprinos
como modelo experimental. Para isto, foram comparados os
efeitos da administragdo das folhas com os produzidos pelas
saponinas isoladas destas folhas em caprinos. Foram utilizados
seis caprinos, distribuidos aleatoriamente em trés grupos
experimentais que receberam [1] folhas secas de C. axillare
(Caprinos A1l e A2), [2] extrato de saponinas das folhas
(Caprinos S1 e S2), e [3] grupo controle (Caprinos C1 e C2).
Para os caprinos que receberam as folhas secas a dose
administrada de planta foi de 10g/kg para um animal (A1)
e de 5g/kg para outro (A2). Para os animais que receberam
o extrato de saponinas, a administragao foi feita na dose
equivalente a 20g/kg, repetida apés 24 horas. Foi verificado
que as folhas secas, quando administradas na dose de 10g/kg
a um caprino, produziram efeitos téxicos, com alteragoes
na bioquimica (indicando lesao hepatica) e histopatoldgica
apresentando necrose hepatica centrolobular. Na dose de
5g/kg de folhas secas, ndo foi observado sintomatologia clinica
da intoxicacao, mas houve necrose hepatica; 15 dias apds a
ultima administracdo, o parénquima hepatico deste animal
ja se encontrava normal, apenas com areas hemorragicas,
demonstrando plena regeneracdo. A administracdo do extrato
de saponinas contendo gitogenina e digitogenina a caprinos
ndo produziu efeitos téxicos significantes, comprovando ndo
serem estes compostos os responsaveis pela intoxicagao.
Além disto, a espécie caprina é um bom modelo experimental
para estudos desta intoxicacao.

TERMOS DE INDEXACAO: Plantas toxicas, Cestrum axillare, saponinas,
caprinos, Cestrum laevigatum, plantas hepatotdxicas, necrose hepatica,
saponinas, intoxicagdo por plantas, toxicoses.

INTRODUCAO

Afamilia Solanaceae estd incluida na subclasse Asteridae, ordem
Solanales. Compreende cerca de 3.000 espécies e 90 géneros
de ampla distribui¢do, principalmente em regides tropicais
e subtropicais da América do Sul. O género Cestrum pode

ser encontrado como arbusto ou arvore (Silva et al. 2003).
Cestrum axillare Vell., anteriormente Cestrum laevigatum Schltdl.,
é a mais importante planta hepatotdxica do Brasil que causa
intoxica¢do aguda. No Brasil, esta planta ocorre em muitas
areas das regides Sudeste e Centro-Oeste (Sul de Goias e Mato
Grosso do sul) e litoraneas do Nordeste (Bahia, Sergipe, Alagoas
e Pernambuco), sendo encontrada em areas ndo alagadas e
grotas (Marques 2010, Tokarnia et al. 2012).

Sob condi¢des naturais, a espécie mais frequentemente
intoxicada é abovina (Dobereiner et al. 1969, Afonso & Santos
1995, Coutinho etal. 2013), mas ja foram relatados casos em
bubalinos (Barbosa et al. 2010), caprinos (Brito etal. 2010)
e ovinos (Tokarnia et al. 2012). Apenas a intoxica¢do aguda
foi observada nos casos espontaneos (Tokarnia et al. 2012).

A planta nao possui boa palatabilidade; os caprinos s6 a
ingerem em casos de fome, quase sempre na época da seca
e na escassez de pastagem. Na regido Sudeste, costuma-se
rogar os pastos no inicio do ano, quando sao cortados também
os arbustos de C. axillare. Entdo, na época da seca a planta
estara em brotacao e pode ser ingerida pelos animais. Além
disto, as plantas murchas podem ficar mais palataveis e serem
ingeridas (Tokarnia et al. 2012).

Em bovinos, os primeiros sinais clinicos da intoxicacdo
aguda sdo observados 15 a 24 horas ap6s a ingestdo da planta,
e a morte ocorre entre 6 e 48 horas apds o aparecimento
das primeiras manifestag¢des clinicas (Tokarnia et al. 2012).
Coutinho et al. (2013) descreveram um surto de intoxicacao
natural na regido Agreste de Pernambuco afetando oito bovinos
leiteiros, dos quais quatro vieram a morte, com evolucido de
12 a48 horas apds o inicio da sintomatologia clinica. Os sinais
clinicos observados na intoxicacdo aguda sdo apatia, anorexia,
parada ruminal, dorso arqueado, constipacdo com fezes
em formas de pequenas esferas, por vezes recobertas com
muco e com estrias de sangue, tremores musculares, andar
cambaleante e, as vezes, sialorreia (Tokarnia et al. 2012). Sinais
nervosos como excitacdo e agressividade sao interpretados
como manifesta¢do da encefalopatia hepatica, sindrome
provocada por falha no processo de sintese hepatica da ureia
resultando em hiperamonemia, responsavel por degeneragdo
esponjosa no sistema nervoso central (Santos et al. 2008,
Tokarnia et al. 2012). Além disto, a intoxicagdo por C. axillare
induz hipoglicemia, que contribui para a sintomatologia
nervosa (Tokarnia et al. 2012).

Os achados de necropsia em bovinos que morrem pela
intoxicagdo aguda sdo bastante caracteristicos. A lesdo mais
importante estd localizada no figado, cuja superficie de corte
apresenta aspecto de noz moscada. A parede da vesicula biliar
apresenta edema, ha ressecamento do contetido do omaso e
do intestino grosso que aparece em forma de esferas envoltas
por muco sanguinolento (Tokarnia etal. 2012). Hd hemorragias
muito variaveis em quantidade e extensdo, em diversos drgaos
e tecidos, especialmente, no epi- e endocardio, mas também
tecido conjuntivo subcutaneo, intermuscular, peritraqueal,
nas mucosas da vesicula biliar e do intestino delgado
(Tokarnia et al. 2012). Coutinho et al. (2013) encontraram
areas hemorragicas no coragao, abomaso, baco, bexiga e
intestino delgado e grosso. Em bubalinos, Marques (2010)
observou figado de cor alaranjada com aspecto de noz moscada,
leve edema na parede da vesicula biliar, mucosa do abomaso
levemente avermelhada e endocardio do ventriculo esquerdo
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com equimoses extensas. Os exames histolégicos revelam
como lesdo mais constante e significativa a acentuada necrose
centrolobular com numerosas figuras de picnose e cariorrexia,
acompanhada por congestdo e hemorragia, e esteatose das
células hepaticas na periferia do 16bulo (Brito et al. 2010,
Tokarnia et al. 2012, Coutinho et al. 2013).

0 principio téxico presente no C. axillare ainda ndo esta
definitivamente comprovado, mas alguns autores atribuem
atoxicidade da planta a presenca das saponinas gitogenina e
digitogenina (Canham & Warren 1950, Tokarnia etal. 2012),
também encontradas em Cestrum nocturnum (dama da noite)
(Cuartas & Castano, 2008). Algumas saponinas, como as presentes
no pericarpo dos frutos do Enterolobium contortisiliquum
(tamboril, timbatva, orelha-de-macaco), podem promover
efeito hepatotdxico (Gadelha et al. 2015). No entanto, ainda
ndo foi determinado se as saponinas presentes em C. axillare
sdo as responsaveis pelo efeito hepatotoxico da planta. Assim,
o0 objetivo deste trabalho é determinar se as saponinas sdo
os compostos responsaveis pelos efeitos hepatotoxicos
produzidos pela ingestao das folhas de C. axillare, usando
caprinos como modelo experimental.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal. Foram colhidas folhas de Cestrum axillare Vell.,
na regido de Esmeraldas, MG, em propriedade com histérico de
intoxicacdes de bovinos por essa planta. Um exemplar da planta foi
depositado no herbario do Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB),
Departamento de Botanica -UFMG, sob o cédigo BHCB 182694.
As folhas coletadas foram secas em estufa a 50°C por 48 horas e
entdo trituradas em liquidificador.

Extrato de saponinas de Cestrum axillare. Foram utilizados 2kg
de folhas secas de C. axillare para extragdo alcodlica das saponinas.
As folhas foram submetidas a extragdo com alcool absoluto por uma
semana e o sobrenadante filtrado e armazenado, o procedimento
foi repetido por 3 vezes. Todo o sobrenadante foi misturado e o
solvente evaporado em sistema de rotavapor a 60°C sob pressdo
reduzida. O residuo etanélico foi dissolvido em agua, filtrado e
extraido exaustivamente com butanol em funil de separacdo. A por¢do
butanélica foi evaporada em sistema de rotavapor a 60°C. O residuo
butandlico obtido foi solubilizado em agua, extraido com hexano
e a por¢do aquosa residual foi novamente submetida ao sistema
rotavapor para remogao dos residuos de hexano. A concentragdo final
de saponinas foi quantificada por meio da técnica espectrofotométrica
descrita por Vigo etal. (2003), utilizando “Saponin from quillajabark”
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) como padrio.

Aidentificacdo das saponinas foi realizada através da cromatografia,
utilizando LC-MS/MS. A coluna utilizada foi a C18 da Waters, com
150 mm de comprimento, 2,1mm de didmetro interno e particulas
de 3,5mm. A analise foi realizada em modo positivo, temperatura na
fonte de 150°C, energia capilar 4kv, sampling cone 40, temperatura
do gas de solvatagdo 500°C, source off set 80, fluxo do gas 50L/h,
fluxo do gas de dessolvatagdo 1000L/h, varredura do espectro a cada
0,5 segundos e intervalo de massa de 100 a 1200 daltons. A fase
movel é constituida de acetato de amoénio 10mM em agua (10:90)
e acetato de amonio em metanol (50/50).

Administracdo das folhas e do extrato de saponinas de
Cestrum axillare em caprinos. O experimento foi conduzido no
galpao de Clinica de Ruminantes da Escola de Veterinaria-UFMG.
Foram utilizados seis caprinos, sem raga definida, de 4 meses a 6
meses de idade e peso de 18 a 41kg. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em trés grupos experimentais que receberam
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[1] folhas secas de C. axillare (Caprinos Al e A2), [2] extrato de
saponinas das folhas de C. axillare (Caprinos S1 e S2)e [3] grupo
controle (Caprinos C1 e C2). Os caprinos foram submetidos a jejum
de 8 horas previamente ao inicio do experimento.

Para os caprinos que receberam as folhas secas a dose administrada
de planta foi de 10g/kg para um animal (A1) e de 5g/kg para outro
(A2). A planta triturada foi misturada a 4gua e administrada aos
animais via sonda oro-gastrica, em dose Unica. Para os animais
que receberam o extrato de saponinas, a administragio foi feita
por meio de sonda oro-gastrica, com concentragdo equivalente a
20g de folhas secas/kg de peso vivo. Apds 24 horas da primeira
administragao do extrato, repetiu-se o mesmo procedimento.
Os animais do grupo controle receberam apenas dgua por meio de
sonda oro-gastrica com repeticdo da administracdo apés 24 horas
da administragdo inicial.

Avaliagio clinica e bioquimica sérica. Apds a administragao,
os caprinos foram monitorados por meio de exames fisicos para
avaliacdo de alteragcdes comportamentais, frequéncias cardiaca
e respiratdria, dos movimentos ruminais, da temperatura retal,
da coloragao das mucosas e do tempo de preenchimento capilar.
A avaliacdo foi realizada antes da administra¢do do extrato (T0) e
apds 3 horas (T3), 6 horas (T6), 12 horas (T12), 24 horas (T24),
27 horas (T27), 30 horas (T30) e 48 horas (T48).

Foram coletadas amostras de sangue por meio de puncdo da veia
jugular, em tubos sem anticoagulante para determinagdes bioquimicas
séricas. As coletas foram realizadas antes da administracdo do extrato
(TO) eapds 3 horas (T3), 6 horas (T6), 12 horas (T12), 24 horas (T24),
27 horas (T27),30 horas (T30) e 48 horas (T48). Imediatamente ap6s
acoleta, as amostras de sangue foram centrifugadasa 6.000 rpm por
6 minutos para a separagdo do soro. A avaliagdo bioquimica sérica
consistiu na determinacdo das atividades de aspartatoaminotransferase
(AST) e gama-glutamiltransferase (GGT) e das concentragdes de
proteinas totais, albumina, glicose e colesterol. As determinagdes
bioquimicas foram realizadas utilizando kits comerciais especificos
(Bioclin, Belo Horizonte, MG) e um aparelho espectrofotométrico
automatico (Cobas Mira Plus, Roche, Montclair, NJ, USA).

Estudo patolégico. Nos caprinos que nio vieram a morte em
48 horas apos a primeira administracdo foi realizada a coleta de
fragmentos do figado por meio de bidpsia hepatica percutidnea
guiada por ultrassonografia conforme descrito por Néspoli et al.
(2010). Nos animais que receberam as folhas e sobreviveram, foi
realizada a biopsia hepatica 15 dias apds o ultimo procedimento.

O instrumental cirtrgico e as agulhas de bidpsia percutanea
foram submetidos a desinfec¢do com solu¢do de glutaraldeido
a 2% por 15 minutos e lavados com solugéo fisiolégica estéril.
Apbs jejum alimentar de 24 horas, os caprinos foram anestesiados
usando cloridrato de xilazina 2% (0,1mg/kg), por via intramuscular.
Os animais foram mantidos em dectbito lateral esquerdo, para que
fossemrealizadas a tricotomia e assepsia do local da cirurgia. No local
da biopsia foi realizado bloqueio anestésico utilizando lidocaina
2% (3ml). A agulha (Tru-cut semi-automatica), foi introduzida através
de uma pequena incisdo de pele no 11° espaco intercostal direito
no ponto de interse¢do com uma linha paralela a coluna vertebral,
que partia da extremidade da tuberosidade iliaca. O aparelho
de ultrassom utilizado para guiar a biépsia foi o modelo Minday
DP2200 VT, com transdutor convexo com frequéncia de 5mHz e
profundidade da imagem de 8,4 cm em modo B. Os fragmentos de
figado coletados foram fixados em formalina a 10%, e posteriormente,
processados rotineiramente para histologia e corados pela técnica
de hematoxilina-eosina (HE).
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No caprino que veio a morte, foi realizada a necropsia para
observacdo macroscopica das alteragdes e coleta de fragmentos
de figado, rins, pulmdes e coragdo para estudo microscopico.
Os fragmentos foram fixados em formalina a 10%, e posteriormente,
processados rotineiramente para histologia por parafinacio e corados
pela técnica de hematoxilina-eosina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Extrato de saponinas

Canham & Warren (1950) realizaram extrac¢io alcodlica
das saponinas a partir dos frutos verdes de Cestrum axillare,
e encontrou os compostos denominados digitogenina e
gitogenina. Alguns autores consideram estas saponinas
como as responsaveis pelos quadros de intoxicacio pela
planta (Tokarnia et al. 2012). Assim, no presente estudo
foi feito um extrato de saponinas das folhas de C. axillare
para verificar sua toxicidade em caprinos. A quantificagcdo
das saponinas no extrato foi realizada segundo a técnica
descrita por Vigo et al. (2003), que utilizaram a raiz da planta
Pfaffia glomerata (ginseng brasileiro) para validar a técnica
de quantificacdo espectrotofotométrica das saponinas apos
extracdo hidroalcoodlica seguida por fracionamento com
butanol. Nas folhas utilizadas de C. axillare, foi verificado
que a concentracao de saponinas totais foi de 13,5+2,0%.
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A concentracido de saponinas nos extratos administrados
aos caprinos neste estudo foi de 6,17 mg/ml, resultando
em 1,5425g de saponina em cada administra¢ao do extrato.

Por meio de cromatografia LC-MS/MS, foi identificada a
presenca das saponinas gitogenina e digitogenina. A digitogenina
foi encontrada em um tempo de retencio de 8,96 minutos e
a massa 449,32 (Fig.1A). Ja a gitogenina foi identificada por
meio da infusdo direta com massa de 433,33. Além disto, a
gitogenina combinada com a fase mével (acetato de amonio)
formou um aduto com a amoénio, de massa 466,36 que foi
mais abundante que a gitonenina em sua forma monovalente
(Fig.1B). Evans (1974) identificou as saponinas de espécies
diversas da planta Digitalis através da espectometria de massas
de alta resolucgao, foi observado gitogenina e digitogenina
com massas iguais as encontradas neste estudo.

Efeitos das folhas e do extrato de saponinas de Cestrum axillare
em caprinos

O caprino que recebeu as folhas de C. axillare trituradas
na dose de 10g/Kg (A1), apresentou alteracdes ao exame
fisico 3 horas apo6s a administragdo. O animal se encontrava
apatico, cabeca pendular, auséncia de movimentos ruminais,
mucosas congestas e aumento da frequéncia respiratoria
(100 a 120 movimentos por minuto). Apés 6 horas, o
animal se encontrava em decubito esternal, extremamente
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Fig.1. (A) Cromatograma total do extrato saponinas, tempo de retengao 8,96 (digitogenina). (B) Gitogenina (massa 433,3318) combinada

com fase movel formando aduto com amoénio de massa 466,4253.
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apatico, desidratado e mucosas congestas. Doze horas apés
a administracdo da planta, o animal apresentava decubito
lateral, auséncia dos reflexos corneano e palpebral, opistétono,
hipotermia, reducdo da sensibilidade cutanea, movimentos
de pedalagem e inconsciéncia, culminando em morte.

Em bovinos os primeiros sinais clinicos, da intoxicagio
aguda, sdo observados 15 a 24 horas ap6s a ingestdo da planta,
e amorte ocorre entre 6 e 48 horas ap6s o aparecimento das
primeiras manifesta¢des (Dobereiner etal. 1969, Tokarnia et al.
2012). Em um surto da intoxica¢do natural por C. axillare em
periodo de seca, no agreste de Pernambuco, a taxa de morbidade
foide 13,3% do rebanho. Sendo que dos oito caprinos doentes
4 vieram a morte com evolucdo de 12 a 48 horas apds o inicio
dos sintomas clinicos (Coutinho etal. 2013). Marques (2010)
administrou a bufalos a dose de 40g/kg de planta fresca, e
observou os primeiros sinais clinicos da intoxicagdo 23h40min
apds o inicio da administracao da planta.

As alteracdes clinicas observadas neste estudo sdo similares
as encontrados por Brito etal. (2010), que relataram um caso
de intoxica¢do natural em caprino, que apresentou cansaco,
dificuldade me manter em estagio, andar cambaleante, dectibito
lateral e morte. Os sinais clinicos mais evidentes descritos
em bovinos foram tremores musculares, opistétono, apatia,
moderada desidratagdo, comprometimento em niimero e
intensidade da atividade reticulo-ruminal, fezes em pouca
quantidade, ressecadas e com muco (Dobereiner etal. 1969,
Van der Lugtetal. 1991, Coutinho etal. 2013). No trabalho de
Barbosa et al. (2010), os buifalos intoxicados experimentalmente
apresentaram apatia, anorexia, diminui¢ao ou auséncia dos
movimentos ruminais, sialorreia, dificuldade na inspiracao,
andar cambaleante, excitacao, agressividade, constipacao,
fezes recobertas por muco e estrias de sangue, dectbito
lateral, movimentos de pedalagem e entdo evoluiram para
morte. Estes mesmos sinais clinicos foram observados em
ovinos (Van der Lugt et al. 1992).

Em nosso estudo, o caprino que recebeu a planta na dose
de 5mg/kg de folhas secas (A2) e os caprinos que receberam
o0 extrato saponinas em concentracdo equivalente a 20g/kg de
folhas secas ndo apresentaram sinais clinicos da intoxicac¢io.
Dobereiner et al. (1969) administraram diferentes doses de
folhas frescas a bovinos e estabeleceu uma relagido entre
a quantidade ingerida e o grau de intoxicacdo; a planta
fresca foi toxica para bovinos a partir da dose de 10mg/kg.
Considerando que as folhas perdem cerca de 50% de seu peso

com a secagem, a toxicidade das folhas em caprinos parece
ser similar a dos bovinos. Por outro lado, apesar da relativa
elevada dose equivalente de folhas, o extrato de saponinas
ndo resultou em alteragdes clinicas, indicando ndo serem
estas o principio téxico da planta.

Avaliacao bioquimica sérica

A avaliacdo bioquimica sérica dos caprinos no presente
estudo consistiu na determinacdo das atividades de AST,
e GGT e das concentragdes de proteinas totais, albumina,
glicose e colesterol. Com relagdo a atividade sérica de AST,
apds a administracdo das folhas (A1l e A2), as atividades desta
enzima aumentaram gradativamente, sendo que no tempo
final de cada animal o aumento foi consideravel (Quadro 1).
Osvalores de AST em todos os caprinos, mesmo no tempo zero,
estdo abaixo dos niveis relatados por Kaneko et al. (2008).
Silva et al. (2004) estudou os niveis de AST em 355 caprinos
saudaveis da racga Saanen, na faixa de idade de 91 a 180 dias,
e o valor médio foi de 87,08+26,41 U/L. Valores similares
também foram encontrados por Duarte (2007) em caprinos
saudaveis e sem raca definida. Assim, podemos considerar
que a atividade sérica de AST em caprinos saudaveis chega
aaté 114 U/L.

A AST é uma enzima intracelular e se encontra em grande
quantidade nos hepatécitos. O aumento das atividades séricas
de AST é observado em injurias reversiveis e irreversiveis aos
hepatécitos e podem ser vistas como injuria hepatocelular
ou colestase. No entanto, essa enzima também pode estar
elevada na circulagdo sanguinea em casos de lesdo muscular
(Tennant & Center 2008). Em um surto natural de intoxica¢ao
por C. axillare em bovinos no estado de Pernambuco, todos os
caprinos apresentaram aumento de AST mais de duas vezes
em relacdo aos valores de referéncia (Coutinho et al. 2013).
Mesmos resultados foram relatados experimentalmente na
Africa do Sul em bovinos (Van der Lugt etal. 1991) e em ovinos
(Van der Lugt et al. 1992). Em bubalinos ap6s intoxicacao
experimental, o valor sérico desta enzima passou de 148,5 U/L
para 379,16 U/L. Neste estudo, o aumento foi de 39 vezes no
Al emrelacdo ao tempo 0 e no A2 o aumento foi de 12 vezes
em relacdo ao tempo 0.

As atividades séricas de GGT apresentaram alteracao
apenas no tempo final, ap6s a administracdo das folhas
de C. axillare nos Caprinos Al e A2 (Quadro 2), enquanto
nos demais caprinos as atividades se mantiveram dentro

Quadro 1. Niveis de AST (U/L) em caprinos que receberam o extrato saponinas (S1 e S2), grupo controle (C1 e C2) e folhas de
Cestrum axillare (Al e A2)

Iﬁgl‘;:)s Al A2 s2 c1 c2
0 87,35 107,12 108,90 124,27 62,25 61,14
3 113,97 102,19 133,26 65,18 65,11 68,64
6 133,67 91,60 132,45 65,18 61,42 69,44
12 3431,62 111,28 136,20 76,07 61,17 67,28
24 - 79,43 129,83 77,51 59,95 67,67
27 - 97,405 123,98 73,78 63,23 68,52
30 - 140,09 130,71 80,65 64,47 67,77
48 - 1321,49 113,95 70,52 60,51 63,04

Valores de referéncia segundo Kaneko et al. (2008) = 167-513 U/L, Silva et al. (2004) = 87,08+26,41 U/L.
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Quadro 2. Niveis de GGT (U/L) em caprinos que receberam o extrato saponinas (S1 e S2), grupo controle (C1 e C2) e folhas de
Cestrum axillare (Al e A2)

Tempos

(horas) Al A2 s1 ) c1 c2
0 38,71 35,20 53,63 60,14 30,32 36,28
3 39,30 35,25 69,32 47,61 32,03 39,77
6 45,70 31,51 68,04 48,68 29,33 39,73
12 63,45 34,26 66,05 51,55 29,04 39,25
24 28,25 62,60 51,29 29,86 39,19
27 29,68 64,98 51,14 30,79 39,12
30 38,63 64,01 52,75 32,60 38,06
48 112,65 57,65 45,20 24,71 35,93

Valores de referéncia segundo Kaneko et al. (2008) = 20-56 U/L.

da faixa de normalidade (Kaneko et al. 2008). Este mesmo
resultado foi encontrado em estudos experimentais com
bovinos (Van der Lugt etal. 1991) e ovinos (Van der Lugt et al.
1992). Coutinho et al. (2013) acompanharam um surto de
intoxicacdo natural em bovinos leiteiros e encontraram valores
dessa enzima extremamente aumentados (269,32+127,60).
Em bubalinos, o valor aumentou de 16,33 U/L no tempo
zero para 128,3 U/L ap6s aingestdo da planta (Barbosa etal.
2010). A GGT é considerada um marcador primdrio para
doengas hepatobiliares que sdo associadas a colestase, sendo
encontrada no figado (membranas canaliculares e do conduto
biliar), rim (tibulos renais), pancreas e intestino. Possui maior
atividade no figado de bovinos, equinos, ovinos e caprinos
(Tennant & Center 2008).

Na dosagem de proteinas totais (Quadro 3), ndo foi observada
diferenca entre os grupos controle e saponinas. Ja no grupo
que recebeu as folhas, houve um aumento principalmente
no Al, que veio a morte 12 horas ap6s a administragio das
folhas. Coutinho et al. (2013) encontraram elevagdo nos niveis
de proteinas totais, nos animais intoxicados por C. axillare.
A elevacdo dos niveis de proteinas totais neste estudo
provavelmente é devido a desidratacdo (Eckersall 2008).

A dosagem de albumina neste estudo esteve dentro dos
valores de referéncia nos grupos controle e saponina e no Caprino
A2 que recebeu as folhas na dose de 5mg/kg. O Caprino A1, a
partir de 3 horas apés a administragido da planta, apresentou
aumento nos teores de albumina (Quadro 4). A concentragio
plasmatica da albumina é determinada pela taxa de sintese
hepatica (Gnico 6rgio que a produz) em equilibrio com a
degradacdo (Kaneko et al. 2008). Coutinho et al. (2013)
encontraram em seu estudo 3 animais com hipoalbuminemia
e somente um animal com hiperalbuminemia. De acordo
com Eckersall (2008), a hipoalbuminemia pode ser causada
pela deficiéncia na sintese de albumina associada a doenga
hepatocelular ou aumento da perda por glomerulopatia,
inflamacdo intestinal severa ou linfangiectasia intestinal.
Ja a hiperalbuminemia neste estudo é provavelmente devido
a desidratacao.

Osniveis séricos de colesterol ndo apresentaram alteracoes
em todos os caprinos (Quadro 5). A hipercolesterolemia
pode ser causada pela dieta ou também por insuficiéncia
hepatica. Como o colesterol é eliminado na forma de acidos
biliares, o aumento da sua concentragdo no plasma pode
estar associado com obstrucdo biliar extra-hepatica, fibrose
hepatica e hiperplasia de ductos biliares (Aratjo & Silva

2008, Kaneko et al. 2008). O colesterol pode ser usado como
indicador direto do balanc¢o energético em ruminantes, assim
como triglicerideos, B-hidroxibutirato e 4cidos graxos nao
esterificados (Fernandes et al. 2012).

Os niveis séricos de glicose estdo apresentados no
Quadro 6.0 Caprino A1 apresentou um aumento da glicemia
3 e 6 horasap6s aadministragdo da planta, enquanto 12 horas
houve severa hipoglicemia. Em 24 horas apés a primeira
administracao houve hiperglicemia em todos os grupos, que
pode ser atribuida a alimentacio.

Achados patolégicos

Na necropsia do Caprino Al, foi observado figado
apresentando aspecto de noz moscada ao corte e presenga
da planta no rumen, reticulo, omaso, abomaso e duodeno;
os demais 6rgdos se encontravam macroscopicamente sem
alteracodes dignas de nota. Ao exame histolégico do figado,
foi verificado que os hepatdcitos da regido centrolobular
apresentavam citoplasma intensamente eosinofilico, com
nucleos picnéticos ou fragmentados (necrose centrolobular).
Naregido mediazonal, foram observados hepatécitos contendo
microvacuolos intracitoplasmaticos bem delimitados (degeneracao)
e infiltrado neutrofilico moderado (Figs. 2A e 2B). Os demais
6rgdos se apresentaram histologicamente normais. Na biopsia
hepatica do Caprino A2, foram observados hepatdcitos da regido
centrolobular com citoplasma intensamente eosinofilico, com
nucleos picndticos ou fragmentados (necrose centrolobular).
Na regido mediazonal, observou-se hepatécitos contendo
microvacuolos intracitoplasmaticos bem delimitados
(degeneracgao), infiltrado neutrofilico moderado e discreta
hemorragia (Figs. 2C e 2D). Apods 15 dias da administracdo
das folhas, foi realizada outra biopsia hepatica e o caprino
ja se encontrava sem altera¢cdes na morfologia das células
hepaticas, sendo somente encontrado pequenas areas de
extravasamento de hemacias (hemorragia). Os demais caprinos
submetidos a biopsia hepatica ndo apresentaram alteracdes
dignas de nota.

0 achado do figado em aspecto de noz moscada com a
confirmacdo da necrose hepdtica pela histologia presentes
nos caprinos que receberam as folhas no presente estudo é
similar a descrita por varios autores como lesdes caracteristicas
da intoxicacdo por C. axillare (Dobereiner et al. 1969, Van
der Lugt et al. 1991, 1992, Barbosa et al. 2010, Brito et al.
2010, Marques 2010, Tokarnia et al. 2012, Coutinho et al.
2013). Este resultado confirma que a espécie caprina é um
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Quadro 3. Niveis de proteinas totais (g/L) em caprinos que receberam o extrato saponinas (S1 e S2), grupo controle (C1 e C2)
e folhas de Cestrum axillare (Al e A2)

{Eg‘r‘;;’)s Al A2 s1 s2 c1 c2
0 6,33 6,47 5,78 5,54 5,16 5,02
3 7,18 6,44 6,05 5,38 5,62 5,39
6 7,69 5,86 5,95 5,42 5,51 5,41
12 9,66 6,53 557 5,38 5,28 5,34
24 - 5,26 5,47 5,53 5,29 5,37
27 - 531 5,76 5,55 5,53 5,57
30 - 6,99 5,70 5,63 5,64 5,30
48 - 5,99 5,46 5,02 5,64 531

Valores de referéncia segundo Kaneko et al. (2008) = 6,4-7,0g/L, Pinheiro et al. (2008) = 6,57+1,44g/L, Birgel (1969) = 5,78+0,504g/L.

Quadro 4. Niveis de albumina (g/L) em caprinos que receberam o extrato saponinas (S1 e S2), grupo controle (C1 e C2) e
folhas de Cestrum axillare (Al e A2)

Iﬁg}‘;‘s’)s Al A2 s1 2 c1 2
0 3,54 3,30 3,11 3,34 3,10 3,08
3 3,96 3,32 3,71 2,6 3,20 3,27
6 4,70 2,99 3,58 2,67 3,14 3,27
12 5,32 3,40 3,44 2,71 3,10 3,26
24 - 2,83 3,37 2,73 3,08 3,27
27 - 2,90 3,43 2,74 3,23 3,25
30 - 3,52 3,37 2,79 3,24 3,22
48 - 3,16 3,12 2,55 3,14 3,15

Valores de referéncia segundo Kaneko et al. (2008) = 2,7-3,9g/L, Birgel (1969) = 2,49+0,515g/L, Pinheiro et al. (2008) = 2,94+0,58g/L.

Quadro 5. Niveis de colesterol (mg/dL) em caprinos que receberam o extrato saponinas (S1 e S2), grupo controle (C1 e C2) e
folhas de Cestrum axillare (Al e A2)

{}elronrz‘s’)s Al A2 s1 S2 c1 c2
0 72,47 61,90 103,21 107,8 53,90 54,97
3 66,71 61,90 118,15 46,96 57,53 59,02
6 68,52 54,11 108,01 44,40 56,03 58,06
12 68,52 62,65 102,67 44,93 57,42 58,81
24 - 57,95 99,26 53,90 58,38 58,70
27 - 59,55 103,10 53,90 62,01 59,02
30 - 75,35 102,35 54,22 63,40 59,66
48 - 62,76 100,65 50,27 67,67 65,96

Valores de referéncia segundo Kaneko et al. (2008) = 80-130mg/dL, Aratijo & Silva (2008) =91,7+25,1mg/dL.

Quadro 6. Niveis de glicose (mg/dL) em caprinos que receberam o extrato saponinas (S1 e S2), grupo controle (C1 e C2) e
folhas de Cestrum axillare (Al e A2)

Iﬁg}g:)s Al A2 s1 s2 c1 c2
0 78,92 87,18 74,99 69,79 78,37 71,84
3 149,58 86,00 73,10 78,21 82,31 83,01
6 103,55 77,35 78,61 83,56 84,27 88,76
12 0,39 78,69 77,98 88,52 80,97 84,12
24 - 63,74 72,00 84,98 83,25 75,46
27 - 68,77 64,76 73,81 82,15 71,76
30 ; 82,70 64,84 85,06 84,27 73,26
48 - 84,04 65,07 72,94 70,97 63,50

Valores de referéncia segundo Kaneko et al. (2008) = 50-75mg/dL
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Fig.2. (A) I;lgacio de capriﬁo que réceBeu folhas de

Cestrum axillare na ddse e 1g/kg mosfranao necr

R

centrolubular, vacuolizagio dos hepatdcitos ao redor das areas de necrose. HE, obj.10x. (B) Figado do mesmo animal com neutroéfilos entre
as células necréticas, picnose, diferenciagdo entre as células necroéticas e hepatécitos normais. HE, obj.20x. (C) Biopsia hepatica de caprino
que recebeu folhas de C. axillare na dose de 5g/kg apresentando necrose centrolobular aguda com vacuolizagdo das células ao redor das
areas de necrose, picnose e cariorrexia e citoplasma eosinofilico. HE, obj.20x. (D) Biopsia hepatica de caprino que recebeu folhas de C.
axillare na dose de 5g/kg. Area de necrose centrolubular, hepatdcitos ainda integros e discreta hemorragia. HE, obj.40x.

bom modelo experimental para o estudo dos efeitos téxicos
desta planta.

Um aspecto caracteristico do figado é a habilidade de
regenerar de forma rapida e eficiente a massa hepatica perdida.
A necrose na area centrolobular do l6bulo leva a uma onda
de proliferacdo de hepatocitos nas areas remanescentes do
l6bulo, particularmente de hepatdcitos periportais. Um tinico
episédio de necrose hepatica extensa é geralmente seguido
por regeneracdo parenquimatosa sem cicatriz, desde que a
estrutura da matriz extracelular normal (reticulina) da parte
afetada permanega intacta e ndo entre em colapso (McGavin
& Zachary 2013). Reconhece-se que a regeneracgdo hepatica
é um evento que promove crescimento tecidual altamente
ordenado e organizado. A perda do parénquima hepatico,
induzida por tratamento agudo, cirirgico ou quimico,
desencadeia um processo regenerativo até que a massa
hepatica seja completamente restaurada. A restauracdo
ocorre por hiperplasia celular compensatéria do parénquima
remanescente, de forma regulada e precisa, até o figado
atingir seu peso original, com pequena variacdo de 5 a 10%
(Jesus et al. 2000).

A auséncia de alteracoes clinicas e patoldgicas significantes
nos caprinos que receberam o extrato de saponinas contendo
digitogenina e gitogenina é indicativa que estas ndo sdo o
principio toxico do C. axillare. Além disto, as alteragdes clinicas
e patoldgicas induzidas pelas folhas desta planta sdo similares
as induzidas pelo carboxiatractilosideo, que foi sugerido
como o provavel principio téxico desta planta (Santos et al.
2008). De fato, Driemeier et al. (1999) relataram a intoxicagao
espontanea pelos frutos de Xanthium cavanillesii (planta que
possui como principio toxico carboxiatractilosideos) em bovinos.
Os sinais clinicos foram similares aos encontrados neste estudo
e consistiam em anorexia, apatia, tenesmo retal com discreto
prolapso de reto, desidratacdo progressiva com retragcao
dos globos oculares e sinais nervosos como incoordenagdo
motora, tremores musculares e agressividade. Além disto, os
achados patolégicos do figado, caracterizados pela aparéncia
macroscopica de aspecto de noz moscada e microscopicamente
anecrose hepatica, observados na intoxicagio por C. axillare sdo
similares as descritas na intoxicagao de plantas que possuem
como principio téxico os carboxiatractilosideos (Cole et al.
1989), como Xanthium cavanillesii (Driemeier et al. 1999),
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Xantium strumarium (Turgutetal. 2005, Botha etal. 2014) e
Atractylis gummifera (Carlier et al. 2014). No entanto, ainda
ndo foi determinada a ocorréncia de carboxiatractilosideo
nas folhas de C. axillare.

CONCLUSOES

No presente estudo, foi verificado que as folhas secas de
Cestrum axillare, quando administradas na dose de 10g/kg
a um caprino, produziram efeitos téxicos, com alteracdes
na bioquimica (indicando lesdo hepatica) e histopatologica
apresentando necrose hepatica centrolobular.

Na dose de 5g/kg de folhas secas, ndo foi observado
sintomatologia clinica da intoxicacdo, mas houve necrose
hepatica. Por outro lado, sinais de regeneragio do parénquima
hepatico neste caprino foram observados 15 dias apds a
ultima administrac¢io das folhas.

Apesar do extrato de saponinas das folhas de C. axillare
conter gitogenina e digitogenina, apontadas na literatura
como as responsaveis pela intoxicacio, a administracio deste
extrato a caprinos em dose total equivalente ao contetido
de 40g/kg de folhas secas, ndo produziram efeitos toxicos
significantes, comprovando ndo serem estes compostos 0s
responsaveis pela intoxicacao.

A espécie caprina é um bom modelo experimental para
estudos desta intoxicagdo.
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