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RESUMO

Descrevem-se os dados epidemiolégicos e os achados clinicos e patolégicos
da intoxicagdo espontanea e experimental por Sida carpinifolia em bovinos. Foi
realizado levantamento sobre a ocorréncia da doenca espontanea em bovinos em
municipios da regido do Alto Vale do Itajai-SC. Clinicamente foram avaliados 16
bovinos doentes e destes, 9 foram necropsiados. Para a reproducdo experimental da
doenca, folhas verdes de S. carpinifolia foram coletadas semanalmente na regiao do
Alto Vale do Itajai e fornecidas in natura diariamente para 5 bovinos nas doses de 10
e 20g/Kg, por 120 dias, 40g/Kg por 30 dias e 30 e 40g/Kg por 150 dias. Ao final do
periodo de consumo da planta os bovinos foram eutanasiados. Os principais sinais
clinicos consistiam de andar em marcha, olhar atento, tremores de cabeca e
subdesenvolvimento. Histologicamente e ultra-estruturalmente a lesdo predominante
foi a vacuolizagdo e tumefacdo de neurdnios (principalmente os de Purkinje), das
células acinares pancreéticas e células foliculares da tire6ide.Os sinais clinicos e as
lesbes foram acentuados nos bovinos espontaneamente intoxicados e variaram de
leve a acentuado, nos bovinos experimentais conforme a dose de planta e tempo de
consumo. Em animais espontaneamente intoxicados e eutanasiados apds um
periodo de até 150 dias sem consumir a planta os sinais clinicos amenizaram,
porém lesbes residuais caracterizadas principalmente por esferdides axonais e
auséncia de neurbnios de Purkinje em algumas areas do cerebelo foram verificadas.
S. carpinifolia causa doenca de deposito lisossomal em bovinos quando consumida
por periodo prolongado, mesmo em pequenas doses.

PALAVRAS-CHAVE: Sida carpinifolia, bovino, doenca de armazenamento, alfa-
manosidose.



ABSTRACT

Epidemiological data, clinical and pathological findings of the spontaneous and
experimental poisoning by Sida carpinifolia in cattle are described. A survey on field
cases of Sida carpinifolia in cattle was carried out in farms of the Alto Vale do Itajai
region of the Brazilian state of Santa Catarina. Sixteen affected cattle were clinically
evaluated and 9 were necropsied. For the experimental reproduction of the disease,
fresh green leaves weekly harvest in the same region where spontaneous case
occurred were force-fed orally to five cattle at doses of 10 and 20g/kg/body weight
(bw) for 120 days; 40g/kg/bw for 30 days and 30 and 40g/kg/bw for 150 days. At the
end of the experiment the 5 experimental cattle were euthanatized. The main clinical
signals consisted of marching gait, alert gaze, tremors of head and poor growth.
Histological and ultrastructural main lesions consisted of vacuolization and distension
of neuronal perikarya (mainly from Purkinje cells), and of the cytoplasm of acinar
pancreatic cells and thyroid follicular cells. The clinical signs and the lesions were
more marked in cattle from field cases and varied from mild to marked in
experimentally poisoned cattle, depending on the dose size and the length of the
period of consumption. In cattle from field cases and in those euthanatized after a
period of up to 150 days without consuming the plant there was amelioration of
clinical signs, however residual lesions mainly characterized for axonal spheroids
and absence of Purkinje neurons of in some areas of the cerebellum were observed
in those cases. It is concluded that ingestion of even small amounts S. carpinifolia for
prolonged periods o time causes lisossomal storage disease in cattle.

KEY-WORDS: Sida carpinifolia, bovine, lisossomal storage disease, alpha-
mannosidosis.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Intoxicagdo espontanea por S.carpinifolia. Identificacdo, idade, sexo e
raga doS DOVINOS... ..o 10

Tabela 2 - Delineamento do experimento com S. carpinifolia verde em bovinos......11

Tabela 3 - Dados epidemioldgicos dos surtos onde ocorreu intoxicagdo espontanea
por S. carpinifolia €M DOVINOS...........ooiiiiiiii 16

Tabela 4 - Variagdo de peso médio/dia de bovinos experimentalmente intoxicados
COM S. CArPINIfOlIA. ...ceeeiiiiie e 23

Tabela 5 - Tempo de consumo de planta para inicio das alteracbes neurolégicas e
intensidade dos sinais clinicos relacionados a dose diaria de planta em
bovinos experimentalmente intoxicados com S. carpinifolia................... 24

Tabela 6 - Identificacdo, consumo diario, periodo de consumo, total de planta
consumida, periodo sem consumo, intensidade dos sinais clinicos e
principais lesdes  microscopicas observadas em  bovinos
espontaneamente e experimentalmente intoxicados por S.
(0= T o] 011 (0] 1 = VTR 30



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Forma do alcaléide swainsonina e da D-manose.............ccccoeiiieeeeeeennnnee. 8

Figura 2 — a. Sida carpinifolia. b. Area invadida por S. carpinifolia ( Municipio de
JOSE BOITEUX-SC).urvriiiiiiiiiiiiiiiieeeee e e e essis e e s e sttt eeaeaaaaaaaa e e e e e e e snnnnnnes 12

Figura 3 — Mapa do Estado de Santa Catarina. DiviSA0 por regido..........cccccceeeeennnn. 12

Figura 4 — Mapa da regido do Alto Vale do Itajai. Em marrom, municipios onde foi
diagnosticado intoxicacdo espontanea por S. carpinifolia ...................... 12

Figura 5 — Regides analisadas do SNC (COLODEL, 2005). a. Regides do SNC onde
foram realizados cortes para estudar a doenca. b. Regido 1, corte
transversal do coOrtex cerebral rostralmente ao quiasma éptico. c. Regido
2, corte transversal do cortex cerebral e talamo caudal ao corpo mamilar.
d. Regido 3, mesencéfalo cortado transversalmente sobre a fossa
interpeduncular. e. Regido 4, corte transversal do cerebelo e ponte sobre
o pedunculo cerebelar. f. Regido 5, corte transversal do bulbo sobre o

Figura 6 — Intoxicagdo natural por Sida carpinifolia. a. Piquete com grande
guantidade de S. carpinifolia onde ocorreu o surto 4. b. Detalhe de a. c.
Bovino 2. Subdesenvolvimento e posi¢cao de base larga. d. Bovino 5.
Subdesenvolvimento, tamanho da cabeca desproporcional ao corpo e
posicdo de base larga. e. e f. Bovino 1 e 6, respectivamente.
malformagao dos dentes € gengiVa...........ceuuvueeruiiiiineeenieeeeeeeeeeeeeiiieeeens 18

Figura 7 — Intoxicacdo espontanea por S. carpinifolia (HE). a. Bovino 4. Neur6nio
encarquilhado com nudcleo picnético, citoplasma eosinofilico e bordos
citoplasmaticos irregulares (seta) (objetiva 40x). Cerebelo. b. Bovino 2.
Cerebelo. Area com rarefacéo de neur6nios de Purkinje e proliferacéo de
células gliais de Bergman (objetiva 20x). c. Bovino 9. Esferdide axonal
na camada de células granulares do cerebelo (seta) (objetiva 20x). d.
Bovino 4. Bulbo. Esferdide axonais (setas) (objetiva 20x). e. Bovino 5.
Cerebelo. Vacuolizacdo em neurdonio de Purkinje (objetiva 40x). f.
Bovino 6. Cerebelo. Vacuolizagdo em neurbnio de Purkinje com
tumefacao e vacuolizagcédo axonal (seta) (objetiva 40X).........ccceeeeeeeeeennne. 20



Figura 8 Intoxicagdo espontanea por S. carpinifolia (HE). a. e b. Bovinos 6 e 8,
respectivamente. Vacuolizacdo em células acinares pancreéticas (objetiva
40x). c. Bovino 6. Vacuolizagdo em neurbnio da camada de células

gra

nulares do cerebelo (objetiva 40x). d. Bovino 6. Neurbnios do ramo

ventral da medula espinhal vacuolizados (objetiva 20x). e. Bovino 6.
Vacuolizacdo de células do epitélio da glandula salivar (objetiva 20x). f.
Bovino 8. Vacuolizacdo de neurdnios do plexo mioentérico (objetiva

Figura 9 - Intoxicacdo espontanea por S. carpinifolia (HE). Todas as fotos sao dos
bovinos 6 e 8 respectivamente. a. e b. Neurdnios encarquilhados (setas)
(objetiva 10x) e vacuolizagcédo e encarquilhamento (setas) (objetiva 20x)
em neurdnios do ganglio trigeminal. c. e d. Vacuolizagdo em neurdnios
de nucleos do bulbo (objetiva 20x e objetiva 40x). e. e f. Vacuolizacado
em células foliculares da tiredide (objetiva 40X).........cccceeevieiiiiiiiirnnnnnee. 22

Figura 10 —

Figura 11 -

Figura 12 -

Intoxicacdo experimental por S. carpinifolia. a. Bovino 14 (409/KQg)
comendo o restante da dose de S. carpinifolia do dia ap6s voltar do
periodo de pastejo. b., c., d. e e. Bovino 13 (30g/Kg) e 14,
respectivamente. Distlrbios proprioceptivos. F. Bovino 14 em queda
APOS O HR IESE.. .o 25

Intoxicagdo experimental por S. carpinifolia (HE). a. Bovino 12 .
Cerebelo. Vacuolizacdo de neurdnio de Purkinje, ao lado neurdnio
encarquilhado (seta) (objetiva 40x). b. Bovino 10 (10g/Kg/120 dias).
Vacuolizacdo em neurbnios de Purkinje e vacuolos com contetdo
finamente granular na camada molecular do cerebelo (setas)
(objetiva 20x). c. Bovino 12 (40g/Kg/30 dias). Vacuolizacdo em
células acinares pancreédticas (objetiva 20x). d. Bovino 10.
Vacuolizacdo em células foliculares da tiredide (objetiva 20x). e.
Bovino 13. Vacuolizagdo difusa em neurdnio de Purkinje (objetiva
10x). f. Bovino 14 (40g/Kg/150 dias). Vacuolizagdo em neurdnio da
camada de células granulares do cerebelo (objetiva

Intoxicagdo experimental por S. carpinifolia (HE). a. Bovino 13
(30g/Kg/150 dias). Vacuolizacdo em células acinares pancreaticas
(objetiva 20x). b. Bovino 14 (409/Kg/150 dias). Vacuolizacdo em
neurdnios do bulbo (objetiva 20x). c. Bovino 13. Esferdides axonais
no bulbo (setas) (objetiva 20x). d. Bovino 13. Vacuolizacdo em
neuronios da medula espinhal (objetiva 20x). e. e f. Bovino 14.
Vacuolizacdo em céulas foliculares da tiredide e em células epiteliais
do epididimo (0bjetiva 20X).........ccooeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 28

Figura 13 — Intoxicagdo por S. Carpinifolia. a. Pericario de neurénio de Purkinje com

vacuolos delimitados por membranas, alguns contendo material
finamente granular (setas) (Barra = 0,5um). b. Citoplasma de célula
folicular da tiredide com granulos de secrecdo eletrodensos (setas) e
vacuolos delimitados por membranas contendo material finamente
granular (cabecas de setas) (Barra =



SUMARIO

(R [ a1 doTo (U To}= o TP PP TP P PPN 1
2 ReVISA0 BIblIOGIAfiCa........ccooii i e e e e e 2
2.1 Sida carpinifolia: Aspectos botanicos, farmacotoxicolégicos e quimicos............... 2

2.2 Epidemiologia, aspectos clinicos e patoldgicos da intoxicacdo por S. carpinifolia

............................................................................................................................. 3
2.3 Doencas de Dep0sito LiSOSSOMAl (DDLS).......uuuuiruiiiiiiiiiieiiieiaieeeeeeeeesseesesseseeenennees 5
2.4 Alfa-MaANOSIAOSE. ... .ottt ee ettt b e e e e e e e e e e aaeeees 6
2.4.1 Swainsonina: Um potente inibidor da alfa-manosidase...........cccccceeiiiiinniieennennn. 7
2.4.2 Alfa-manosidose induzida por plantas que contém swainsonina........................ 9
3 Material @ METOUOS. ........ccoiiiiiieie et e e e e e eeeaeaaaeaeeeannnnnns 10
0 I o 1151 (o o o 1 PSS 10
3.2 EStudo EXPerimental..........oouuiuiiiiiiiiiieeie e 11
3.3 EXAME ClINICO....ci i i ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ennnnnns 12
I V) =Yg =T - OSSPSR 14
3.5 Necropsia € Coleta de AMOSIIAS. ......uuuuiiiiiaae e ee e e e eeee e eeeerirra e eaaeeaeeeeens 14
3.6 ANAIISE JAS AMOSIIAS. .. .uuuiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e ereaaaaaaaaaaeeeesassasan s e esaennnnnes 14
I Y/ [ox oot ] o = o] o) 1o TR 14
3.6.2 Microscopia eletronica de tranSMISSA0..........ccuuuuuurriiiiiiieeee e eeeeeeeeeeeeeneaes 14
TS U 1= To [0 I3 © ] o] 1o [0 1S PR RUPPPUPOTPRUPRP 16

4.1 INtOXICAGEAO ESPONTANEAL.......eeviiiiiiiiiiiiie et e e e e e e s 16



4.1.1 Epidemiologia, sinais clinicos e les6es MacroSCOPICAS.........uuvvverrreeeeeeeeeeeeenens 16

4.1.2 EXame hiStOIOQICO........ccoiieiiiie et ae e e e e 19
4.2 INtOXICAGEAO0 EXPEIMENTAL. ... ...t 23
4.2.1 Sinais clinicos e 1eS8ES MACIOSCOPICAS. .....cceeviiieeeiiieeecreereerere e e aa e e e e 23
4.2.2 EXGME HiStOIOQICO. ... .uuuuiiiiiiiiiiiiiee e ettt e e e e e e e e e e e e s ennnan e ennnnnnnnes 26
4.3 MIcrosScopia Bl trONICA. .......uuueeiiiiie e 26
B Yo 1157 (o J PSR 31
B CONCIUSDOES. ...ttt e e e e e e e e e e et ae e e e et b e b a e e e e e e e e e eaeaaeeeeens 37
7 Referéncias BibliOgrafiCas........uuuuuiriiiiiiiiiiiiieecciece e e s 38



1. INTRODUCAO

Uma enfermidade de carater crbnico, caracterizada por tremores de
cabeca e pescoco, olhar atento, ataques epileptiformes, andar cambaleante e
subdesenvolvimento ocorre em bovinos no Alto Vale do Itajai-SC. Em todas as
propriedades onde a doenca foi diagnosticada observou-se grande quantidade de
Sida carpinifolia, que tinha sinais de ter sido consumida pelos bovinos.

Enfermidades tremogénicas de bovinos, séo frequentes no Sul do Brasil, e
geralmente sdo ocasionadas por fitotoxinas. As plantas de acdo sobre o sistema
nervoso central € um grupo bem representado no Brasil. Dentro desse grupo
existem as plantas que causam, entre outros sinais, tremores principalmente de
cabeca e pescogo, sendo por isso chamadas plantas tremogénicas. Entre elas
estdo: Phalaris angusta (GAVA et al, 1999; SOUSA e IRIGOYEN, 1999), Solanum
fastigiatum var. fastigiatum (RIET-CORREA et al., 1983a), Ipomoea sp. (BALOGH et
al., 1999), Turbina cordata (DANTAS et al., 2006), S. carpinifolia (DRIEMEIER et al.,
2000) e os fungos Claviceps paspali (RIET-CORREA et al., 1983b) e Aspergilus
clavatus (LORETTI et al., 2003Db).

S. carpinifolia, da familia Malvaceae, € uma planta daninha bastante frequiente
em locais umidos e sombreados, infestando principalmente pastagens e terrenos
baldios (LORENZI, 2000). Essa planta € responsavel por produzir doenca de
depdsito lisossomal em caprinos (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al., 2002a,
GODOY et al., 2005), poneis (LORETTI et al., 2003a), ovinos (SEITZ et al., 2005) e
bovinos (FURLAN et al., 2005). Os principais sinais clinicos em caprinos e ovinos
sédo incoordenagéo, ataxia com dismetria e tremores de cabeca associados a
guedas frequientes. Na necropsia ndo sdo observadas lesdes. Microscopicamente as
lesdes mais significativas limitam-se ao sistema nervoso central e sdo caracterizadas
por vacuolizacdo citoplasmatica de neurénios (principalmente os de Purkinje) e de
células da glia (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al., 2002a; FURLAN et al.,
2005; GODOQY et al., 2005; SEITZ et al., 2005).

O presente trabalho tem por objetivo caracterizar a epidemiologia, sinais
clinicos bem como lesdes macroscopicas e microscopicas da intoxicacdo natural e

experimental por S. carpinifolia em bovinos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sida carpinifolia;: ASPECTOS BOTANICOS, FARMACOTOXICOLOGICOS E
QUIMICOS.

Sida carpinifolia € uma Angiospermae da familia Malvaceae e tem como
sinonimia S. acuta, S. acuta var. carpinifolia e S. Acuta spp. carpinifolia. E conhecida
como guanxuma, malva-branca, cha-da-india, vassoura (KISSMANN e GROTH,
1995; LORENZI, 2000). Na regido do Alto Vale do Itajai — SC Sida carpinifolia é
conhecida como mata-pasto (observacdes pessoais), € uma planta daninha bastante
freqliente em locais Umidos e sombreados, infestando principalmente pastagens e
terrenos baldios (LORENZI, 2000).

Na medicina popular S. carpinifolia, sob forma de infus@es, € utilizada como
emoliente em afec¢Bes respiratorias, como tbnica, antipirético e anti-hemorroidal.
Suas raizes amargas possuem acgdo antipirética e estomaquica. Dessa planta ja foi
isolado os &cidos oléico, linoléico, palmitico, estearico e araquidbnico e as
substancias beta-sitosterol, ecdisterona, rutina, quercitina, saponinas, taninos,
cumarinas, flavandides (HENRIQUES et al., 1989), além do alcaldide indolizidinico
swainsonina (COLODEL et al., 2002b). Essa planta possui acdo simpatomimética
devido a um alcaléide semelhante a efredina, acao anti-placa no tratamento da carie
dentaria (HENRIQUES et al., 1989), causa infertilidade em ratos (KHOLKUTE et al.,
1978) e doenca de deposito lisossomal em caprinos (DRIEMEIER et al., 2000;
COLODEL et al.,, 2002a; GODOY et al., 2005), poneis (LORETTI et al., 2003a),
ovinos (SEITZ et al., 2005) e bovinos (FURLAN et al., 2005).



2.2 EPIDEMIOLOGIA, ASPECTOS CLINICOS E PATOLOGICOS DA
INTOXICACAO POR S. carpinifolia.

A intoxicagdo espontanea por S. carpinifolia foi descrita em caprinos
(DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al., 2002a; COLODEL, 2005; GODOY et al.,
2005), ovinos (SEITZ et al., 2005) e poneis (LORETTI et al., 2003a). Essa planta tem
sido responsabilizada por produzir doenca nervosa em bovinos, no estado de Santa
Catarina (FURLAN et al., 2005) e Rio Grande do Sul, (BARROS et al., 2006).

Em caprinos os surtos sdo observados, de modo geral, em pequenas
propriedades onde S. carpinifolia é vegetacdo infestante e por vezes predominante
nos piquetes (COLODEL et al., 2002a).

O quadro clinico produzido por essa planta € semelhante para caprinos,
bovinos e ovinos e é caracterizado principalmente por sinais nervosos. Os animais
mais gravemente afetados apresentam olhar atento, movimentagcdo lenta,
incoordenacdo motora associada a dismetria grave, hiperestesia, balanco continuo
de cabeca e pescoco, além de quedas frequentes com decubitos prolongados e
dificuldade para voltar a estacdo (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al., 2002a;
COLODEL, 2005 ; SEITZ et al., 2005, FURLAN et al., 2005; GODOQY et al., 2005).
Fezes pastosas ou diarréicas e emagrecimento foram observadas em ovinos (SEITZ
et al., 2005) e em caprinos (COLODEL, et al., 2002a; COLODEL, 2005). Em bovinos
também foi observado subdesenvolvimento (FURLAN et al., 2005). Os sinais clinicos
se acentuam quando as animais sao movimentados (COLODEL et al., 2002a).

A doencga tem curso crbénico, 0s animais podem sobreviver por varios meses
apos o inicio dos sinais clinicos e a morte ocorre, de modo geral por acidentes como
guedas e afogamentos (COLODEL et al., 2002a). Em pbneis espontaneamente
intoxicados com S. carpinifolia 0 quadro clinico verificado inclui andar duro, tremores
musculares generalizados, sinais de dor abdominal caracterizados por chutes no
flanco, rolamento, quedas e gemidos, seguidos de recumbéncia e morte. O inicio da
doenca € abrupto com curso superagudo, ocorrendo a morte em até 24 horas apos
inicio dos sinais clinicos (LORETTI et al., 2003a).

Em caprinos, problemas reprodutivos como abortos e morte de recém
nascidos podem ocorrer quando animais prenhes consomem S. carpinifolia
(DRIEMEIER et al., 2000), porém ap0s alguns meses sem ingerir a planta podem
emprenhar e parir filhotes normais (COLODEL et al., 2002a). Em poneis n&o foram



verificados problemas reprodutivos em animais espontaneamente intoxicados
(LORETTI et al., 2003a).

Na necropsia ndo sdo observadas les6es macroscopicas importantes. Os
principais achados microscopicos sdo observados no SNC e sdo semelhantes para
todas as espécies caracterizando-se por distensdo e vacuolizagdo citoplasmatica,
mais evidente nas células de Purkinje do cerebelo (DRIEMEIER et al., 2000;
COLODEL et al., 2002a; LORETTI et al., 2003a; COLODEL, 2005; FURLAN et al.,
2005; GODOY et al., 2005; SEITZ et al., 2005). Em caprinos e ovinos também
podem ser encontrados esferéides axonais na camada de células granulares do
cerebelo (COLODEL et al., 2002a; COLODEL, 2005; SEITZ et al.,, 2005).
Vacuolizacdo citoplasmatica em graus varidveis podem também ser observadas no
epitélio dos acinos pancreaticos, em células foliculares da tireéide (DRIEMEIER et
al., 2000; COLODEL et al., 2002a; COLODEL, 2005; SEITZ et al., 2005), nos tubulos
renais (SEITZ et al.,, 2005; COLODEL et al.,, 2002a; COLODEL, 2005), nos
hepatécitos (DRIEMEIER et al., 2000; SEITZ et al., 2005), epitélio de glandulas
salivares e do epididimo (COLODEL et al.,, 2002a, COLODEL, 2005) e em
macrofagos de 6rgaos linféides (COLODEL et al., 2002a; SEITZ et al., 2005).

Nos estudos realizados em ovinos foi constatado que alguns dias ap0s cessar
0 consumo da planta pode haver recuperacéo clinica dos animais com auséncia de
lesdes em animais levemente afetados (SEITZ et al., 2005). Em caprinos e ovinos
com sinais clinicos acentuados, ha recuperacao clinica, porém ao exame histolégico
verifica-se eosinofilia citoplasmatica, picnose nuclear além de desaparecimento das
células de Purkinje (COLODEL et al., 2002a; COLODEL, 2005; SEITZ et al., 2005).

Ultra - estruturalmente verificam-se vacuolos delimitados por membranas, por
vezes contendo material finamente granular (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL,
2005; SEITZ et al., 2005).

Em caprinos (DRIEMEIER et al., 2000) e em poOneis (LORETTI et al., 2003a)
essa doenca foi caracterizada através da técnica de histoquimica com lectinas como
alfa-manosidose, uma doenca de depdsito lisossomal.



2.3 DOENCAS DE DEPOSITO LISOSSOMAL (DDLs)

Lisossomas séo organelas de formato redondo ou ovalado de 0,2 a 0,8 um de
diametro (AGAMANOLIS, 1995). Constituem o principal centro de eliminacdo e
reciclagem das células. Esses corpusculos catabolizam macromoléculas celulares e
extracelulares, gerando amino&cidos, acidos graxos, acidos nucléicos e acuUcares
para reutilizagdo na sintese celular. A degradacdo de todas as macromoléculas
biolégicas € mediada por grandes concentragBes de hidrolases acidas (KING e
ALROY, 2000; WARREN e ALROY, 2000), sao elas: fosfatases, nucleases,
glicosidases, proteases, peptidases, sulfatases e fosfolipases, aproximadamente 50
e tém atividade maxima em pH = 5,0 (AGAMANOLIS, 1995).

Essas enzimas sdo sintetizadas e glicosiladas no reticulo endoplasmatico
rugoso (RE) e translocadas até o aparelho de Golgi (AG), onde recebem a adi¢do de
um residuo manose-6-fosfato terminal que as segrega do restante das proteinas
recém sintetizadas. Esse residuo serve como marcador de identificacdo para
receptores especificos localizados na membrana plasmatica, e também nas
membranas do RE e do AG (KING e ALROY, 2000). Apenas duas enzimas,
glicocerebrosidase e fosfatase acida estéo localizadas na membrana lisossomal e
nao requerem o marcador (AGAMANOLIS, 1995). Depois que as enzimas se ligam
ao receptor de membrana do AG, o complexo enzima-receptor deixa essa organela
na forma de vesiculas limitadas por membrana, que se transformam em lisossomas
primérios (KING e ALROY, 2000). No lisossoma primério, a hidrolase é liberada de
seu marcador (manose-6-fosfato) pela acidificacdo do compartimento, e assim a
enzima assume sua conformacdo ativa (WINCHESTER, 2005). Constituintes
extracelulares ou intracelulares sédo transportados para serem catabolizados nos
lisossomas. Téao logo as macromoléculas tenham sido catabolizadas, os produtos de
degradacgao sao transferidos para o citosol, por uma combinacg&o de difusao passiva
e transportadores especificos, para serem reutilizados (AGAMANOLIS, 1995; KING
e ALROY, 2000; WINCHESTER, 2005).

Normalmente, a maioria das hidrolases lisossébmicas est4 presente em
guantidade suficientemente alta para que seu respectivo substrato ndo se acumule.
O acumulo de substrato ndo degradado ocorre quando a atividade residual é abaixo
do nivel critico de 10-15% da atividade normal enzimética (LEINEKUGEL et al.,

1992; KING e ALROY, 2000), levando a um comprometimento grave da estrutura e



funcionamento da célula (KING e ALROY, 2000). A les&o celular nas DDLs deve-se
principalmente aos efeitos mecénicos causados pelo depdsito anormal de
substratos, sdo eles: a alteracdo na circulacdo citoplasmatica e a impactacao de
axbnios e dendritos. A severidade do depdsito depende da quantidade de substrato
processado pela célula (AGAMANOLIS, 1995). O substrato acumulado em cada
célula é influenciado pela composicdo e taxa de reciclagem da membrana celular,
habilidade fagocitica da célula e pela natureza dos substratos fagocitados. Como
consequUéncia, diferentes tipos celulares sdo afetados diferentemente, e algumas
células podem ndo mostrar alteracdo alguma (WARREN e ALROY, 2000). Duas
classes celulares sdo mais vulneraveis: os neurbnios devido ao seu grande
tamanho, grande quantidade de gangliosideos em sua membrana celular e por
serem células post mitéticas e as células fagociticas devido a sua grande carga de
diferentes substratos a serem digeridos (SUMMERS et al., 1994; AGAMANOLIS,
1995).

O diagnéstico é realizado através de técnicas bioquimicas, morfolégicas
(ALROY et al., 1987), e moleculares (LUZI et al., 1997). A maioria das DDLs sao
diagnosticadas demonstrando-se a atividade deficiente da enzima no plasma, em
leucécitos ou em culturas de fibroblastos, bem como pela caracterizagdo do
substrato ndo degradado armazenado nos lisossomas de células afetadas ou
excretados por via urindria (WARREN e ALROY, 2000).

Muitas DDLs tém sido reportadas em animais domésticos. Algumas delas
como casos isolados envolvendo animais de companhia ou de produc¢do, mas outras
sdo de grande importancia econdmica ou podem servir como modelo para estudo de
doencas humanas anélogas (JOLLY e WALKLEY, 1997).

2.4 ALFA-MANOSIDOSE

Apesar de ser rara em humanos, a alfa-manosidose é provavelmente a mais
comum e economicamente importante DDL dos animais domésticos. Na Nova
Zelandia mais de 10% dos bovinos Angus eram heterozigotos para alfa-manosidose
antes do inicio de um programa de controle (JUBB e HUXTABLE 1992; JOLLY e
WALKEY, 1997). A doenga é caracterizada pelo depdsito intracelular e excregédo
urindria de oligossacarideos contendo manose, causado pela deficiéncia na

atividade da enzima alfa-manosidase lisossomal (JOLLY et al., 1981). Sua forma



congénita ja foi descrita em bovinos da raga Angus (WHITTEM e WALKEER, 1957),
humanos (OCKERMAN, 1967), felinos domésticos (BURDITT et al., 1980;
MAENHOUT et al., 1988) e em cobaios (MUNTZ et al., 1999). Em bovinos é uma
doenca neurologica hereditaria autossdmica recessiva (KING e ALROY, 2000)
afetando principalmente bovinos da raca Angus e seus cruzamentos como Galloway
e Murray Grey (JUBB e HUXTABLE 1992; JOLLY e WALKEY, 1997). Clinicamente a
doenca caracteriza-se por ataxia, incoordenacdo, tremores de cabeca,
agressividade, baixo desenvolvimento corporal e morte (RADOSTITS et al., 2002). A
necropsia observa-se hidrocefalia moderada, linfadenopatia e hepatorenomegalia. O
exame histolégico revela quantidade varidvel de vacuolos citoplasmaticos em
neurdnios (principalmente os de Purkinje) e neuroglia, macréfagos, fibroblastos,
endotélio vascular, pericitos e células de epitélio glandular (principalmente pancreas
e tiredide). Esferdides axonais sdo um achado constante. Ultraestruturalmente os
vacuolos mostram-se como vesiculas circundadas por uma membrana. Os vacuolos
de depdsito lisossomal estdo geralmente vazios devido a solubilidade do material.
Apesar da maioria das vesiculas serem eletroluscentes elas, as vezes, contém uma
guantidade moderada de material amorfo eletrodenso e ocasionalmente fragmentos
de membranas ou material fibrilar (JOLLY e THOMPSON, 1978; SUMMERS et al.,
1994).

Uma forma adquirida de alfa-manosidose de herbivoros ocorre
secundariamente a ingestdo de plantas que contém o alcaldide indolizidinico
swainsonina, um potente inibidor da alfa-manosidase lisossoOmica. Esta doenca,
embora muito similar a alfa-manosidose congénita, ndo € idéntica, pois a
swainsonina, além da alfa-manosidase lisossomal, inibe também a alfa-manosidase
Il do Aparelho de Golgi, interferindo na producdo de oligossacarideos do tipo
complexo (JOLLY, 1974; JOLLY e WALKEY, 1997).

2.4.1 Swainsonina: um potente inibidor da alfa-manosidase

Swainsonina, um alcaldide poli - hidroxilado e solivel em &agua, foi isolado
pela primeira vez da leguminosa Swainsona canescens (COLEGATE et al., 1979).
Posteriormente foi demonstrada sua presenca em plantas dos géneros Astragalus,
Astragalus spp. e Oxytropis spp. (MOLYNEUX e JAMES, 1982), Ipomoea
(MOLYNEUX et al., 1995; BALOGH et al., 1999; HARAGUCHI et al., 2003), Sida
(COLODEL et al.,, 2002b) e Turbina (DANTAS et al., 2006), sendo também



produzida pelos fungos Rhizoctonia legumnicola (SCHNEIDER et al., 1983) e
Metarhizium anisopliae (SIM e PERRY, 1997). Fungos enddfitos de Astragalus e
Oxytropis (Alternaria sp. e Embellisia sp.) podem também produzir swainsonina
(BRAUM et al., 2003; GARDNER et al., 2004), sendo esta uma importante
explicagdo para a variagdo da toxicidade em populacdes dessas plantas, pois
guando elas crescem sem esses fungos, perdem seu efeito toxico (ROMERO et al.,
2002). Swainsonina pode também ser sinteticamente produzida através de diversas
técnicas (PEARSON e HEMBRE, 1996; RAZAVI e POLT, 2002; LINDSAY e PYNE,
2002).

O alcaldide é permeavel a membrana plasmatica celular e tem caracteristica
lisossomotrofica, acumulando-se rapidamente nos lisossomas (CHOTAI et al., 1983).
Swainsonina € um potente inibidor da alfa manosidase lisossémica (DORLING et al.,
1980; ELBEIN et al., 1981; CHOTAI et al., 1983), resultando no acumulo e excrecao
de oligossacarideos parcialmente degradados. Esse alcaldide inibe também a alfa
manosidade Il do AG modificando assim a sintese e excrecdo de glicoproteinas
(TULSIANI et al., 1982; TULSIANI e TOUSTER, 1983).

O mecanismo de inibicdo se da devido ao fato do alcal6ide ter estrutura
similar & de um cation intermediario da hidrélise da manose (Figura 1). A alfa-
manosidase lisossomal e a alfa-manosidase Il do AG séo inibidas, possivelmente
por ligacdo competitiva com swainsonina (DORLING et al., 1980).

OH

OH
OH o)

N OH )—OH
OH OH OH

D-Manose

Swainsonina
Figura 1 — Forma do alcal6ide swainsonina e da D-manose.

Fonte: DORLING et al., 1980.



O principal produto, que se acumula nos lisossomas, resultante do catabolismo de
glicoproteinas na deficiéncia da alfa manosidase lisossomal induzida por
swainsonina, ndo é mais abundante na urina que a glicoproteina anormal resultante
da acédo do alcaldide sobre a alfa manosidade Il do AG. Entretanto a sintese anormal
de glicoproteinas na presenca de swainsonina tem pouco efeito sobre a satude dos
animais, ou seja, a doenca induzida pelo consumo de plantas contendo swainsonina
€ essencialmente uma DDL (ABRAHAM et al., 1983).

2.4.2 Alfa-manosidose induzida por plantas que contém swainsonina.

Acredita-se que nos Estados Unidos Astragalus sp. e Oxytropis sp. s@o
as mais importantes e destrutivas das plantas toxicas. As plantas desse género que
causam DDLs sdo conhecidas como locoweeds, a doencas causada por elas &
denominada locoism. Loco é uma palavra derivada do espanhol que esta associada
ao quadro neuroldgico observado nos animais afetados (JAMES et al., 1981). Ja as
plantas do género Swainsona sdo conhecidas na Australia como “ervilhas
venenosas” (poison peas). As doencas causadas por essas plantas jA& sado
reconhecidas ha muito tempo (LAWS e ANSON, 1968; JAMES et al., 1981). Essas
plantas contém swainsonina (COLEGATE et al., 1979; MOLYNEUX e JAMES, 1982)
e seu consumo leva a uma alfa-manosidose (DORLING et al., 1978). Plantas do
género Ipomoea também causam DDLs como mostram os trabalhos de Darmir et al.
(1987) no Sudao, Balogh et al. (1999) em Mocambique e Armesto et al. (2004) na
Argentina.

No Brasil DDLs associadas a swainsonina tém sido verificadas em
intoxicagbes por Ipomoea sericophylla, I. riedelii (BARBOSA et al., 2006), I. carnea
(BARROS et al., 2006, ARMIEN, et al., 2007), Turbina cordata (DANTAS et al. 2006)
e S. carpinifolia (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al., 2002a; LORETTI et al.,
2003a; SEITZ et al., 2005; FURLAN et al., 2005; GODOQY et al., 2005).



3. MATERIAL E METODOS

3.1 HISTORICOS

10

Um levantamento sobre a ocorréncia de doenca em bovinos com sinais

nervosos foi realizado em quatro municipios da regido do Alto Vale do Itajai - SC.

Foram avaliados clinicamente 16 animais doentes e nove foram necropsiados

(Tabela 1) para observacdo de lesGes macroscopicas e coleta de amostras para

microscopia optica. Para microscopia eletrénica foram coletadas amostras do bovino

6.

Tabela 1 — Intoxicacdo espontanea por S.carpinifolia. Identificacéo, idade, sexo e ra¢a dos bovinos.

Bovino Idade (meses) Sexo Raca
1 36 Fémea Mestico
2 36 Fémea Mestico
3 36 Fémea Mestico
4 48 Macho Jersey
5 36 Fémea Mestico
6 36 Fémea Jersey
7 24 Fémea Mestico
8 24 Fémea Mestico
9 48 Fémea Mestico
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3.2 ESTUDO EXPERIMENTAL

Folhas verdes de S. carpinifolia (Figura 2a e 2b) foram coletadas
semanalmente na regidao do Alto Vale do Itajai (Figura 3), nos municipios de José
Boiteux, Vitor Meireles, Witmarsum e Rio do Sul (Figura 4), sendo conservadas em
camera fria e fornecidas, in natura, diariamente aos animais no periodo da manha e
inicio da tarde (das 8 as 14 horas). No periodo da tarde (14 as 18 horas) os animais
eram soltos para pastoreio em piquete formado por capim quicuio (Pennisetum
clandestinum) e azevém (Lolium multiflorum), e recebiam &gua a vontade. No
periodo da noite os animais eram recolhidos para suas respectivas baias.

Para o estudo experimental, foram utilizados cinco bovinos oriundos de
propriedade livre de S. carpinifolia, os quais foram mantidos em baias individuais. O
delineamento do experimento esta ilustrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Delineamento do experimento com S. carpinifolia verde em bovinos.

Bovino Idade Dose Tempo
no (meses) Sexo Raga (g/kg/dia) (dias)
10 24 Macho HPB? 10 120
11 18 Macho HPB 20 120
12 16 Macho Jersey 40 30
13 24 Macho Jersey 30 150
14 18 Macho Jersey 40 150

a — Holandés Preto e Branco.

O experimento foi conduzido em duas etapas. Para a 12 etapa (bovinos 10, 11
e 12) a planta foi coletada no periodo de outubro a dezembro de 2005 e para a 22
etapa (bovinos 13 e 14) no periodo de fevereiro a julho de 2006. No final do periodo

experimental todos os animais foram eutanasiados e necropsiados.
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3.3 EXAME CLINICO

Durante o periodo em experimentacdo o0s bovinos eram observados
diariamente, avaliando-se comportamento, movimentagcdo espontanea e induzida,
consisténcia das fezes, coloragdo das mucosas e realizacdo do HR test “head
raising test” (PIENAAR et al.,1976) que consiste em levantar a cabeca do animal
dorso caudalmente ao tronco e solta-la apdés 60 segundos, sendo considerado

positivo quando o animal apresenta sinais neuroldgicos.
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3.4 EUTANASIA

Para necropsia dos animais espontaneamente e experimentalmente
intoxicados, foi realizado procedimento analisado e aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade do Estado de Santa Catarina
(CETEA/UDESC), baseado na Resolucdo N°. 714 de 20 de Junho de 2002 do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria, como segue:

1- Tranquilizacdo com acepromazina (ACEPRAN® 1%) — 0,2 mg/Kg

2- Relaxamento muscular com cloridrato de xilazina (Rompum® 2%) —
0,05mg/Kg

3- Anestesia geral com Barbitarico — a termo

3.5 NECROPSIA E COLETA DE AMOSTRAS

Apds a eutanasia os animais foram necropsiados e coletou-se amostras de
figado, rim, linfonodos, bago, ramen, reticulo, omaso, abomaso, segmentos
intestinais, adrenal, pancreas, pulmdo, coragdo, musculo esquelético, aparelho
reprodutor e ganglio trigémeo. O encéfalo e medula espinhal foram coletados
inteiros. As amostras coletadas foram fixadas em formalina tamponada 10%.
Fragmentos do cerebelo, pancreas e tiredide dos bovinos 6, 10 e 11 foram coletadas
para microscopia eletrébnica em glutaraldeido 2% tamponado em cacodilato de sédio.

3.6 ANALISE DAS AMOSTRAS

3.6.1 Microscopia 6ptica

As amostras coletadas foram fixadas por 72 horas. Do encéfalo, foram feitos
cortes transversais de cinco regides (Figura 5). A medula foi cortada
transversalmente sobre a intumescéncia cervical e lombar.

As amostras foram desidratadas em alcool, clarificadas em xilol e incluidas
em parafina. Secc¢fes de trés micrometros de espessura foram coradas pela técnica
de hematoxilina e eosina, HE, (PROPHET et al., 1992).

3.6.2 Microscopia eletronica de transmissao

As amostras foram refixadas em tetréxido de 6smio a 1%, desidratadas em
solugbes crescentes de etanol e incluidas em Epon. Os cortes ultrafinos foram
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo.
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Figura 5 — Regibfes analisadas do SNC (COLODEL, 2005). a. Regiées do SNC onde foram realizados
cortes para estudar a doenca. b. Regidao 1, corte transversal do coértex cerebral
rostralmente ao quiasma Optico. c. Regido 2, corte transversal do cortex cerebral e
talamo caudal ao corpo mamilar. d. Regido 3, mesencéfalo cortado transversalmente
sobre a fossa interpeduncular. e. Regido 4, corte transversal do cerebelo e ponte sobre o
pedinculo cerebelar. f. Regido 5, corte transversal do bulbo sobre o 6bex.
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4. RESULTADOS OBTIDOS
4.1 INTOXICACAO ESPONTANEA

4.1.1 Epidemiologia, sinais clinicos e lesdes macroscopicas
A doenca foi observada em seis propriedades de quatro municipios
localizados na regido do Alto Vale do Itajai-SC. Dados sobre os surtos estdo

descritos na Tabela 3.

Tabela 3 — Dados epidemioldgicos dos surtos onde ocorreu intoxicagao esponténea por S. carpinifolia
em bovinos.

Surto Descricao da propriedade

Propriedade com 15 bovinos. Em 10 anos morreram, com sinais clinicos semelhantes, 36

1 animais. Clinicamente foram avaliadas 5 novilhas, sendo que 3 delas foram eutanasiadas e
necropsiadas. Todos os animais afetados pastoreavam em piguetes com pastagem escassa
e invadidos por S. carpinifolia.

Um bovino com sinais clinicos acentuados era mantido em uma pequena area com grande

2 guantidade de S. carpinifolia e ap6s foi confinado em galpdo, recebendo alimentagdo no
cocho por aproximadamente 90 dias. Posteriormente, foi enviado ao Laboratério de Patologia
Animal, permanecendo por mais 30 dias, quando foi sacrificado.

Um lote de 84 bovinos foi colocado durante um periodo de seca em uma area invadida por S.
carpinifolia. Nove meses apds apareceram o0s primeiros casos da doenca. Adoeceram 76
animais. Estes foram transferidos para outra area livre de S. carpinifolia. Os sinais clinicos
suavizaram, porém todos tinham subdesenvolvimento. Foram examinados 5 animais doentes
e realizado eutanasia e necropsia de uma novilha.

Propriedade com 12 bovinos, dos quais um estava clinicamente doente e foi eutanasiado

4 para necropsia apds o animal ter caido em uma vala e ndo conseguir mais se levantar.
Todos os piquetes em que ficavam os animais estavam invadidos por S. carpinifolia (Figura
6a).

Nessa propriedade havia 40 bovinos em uma pastagem com grande quantidade de S.

5 carpinifolia. Trés animais estavam doentes, dos quais um foi eutanasiado e necropsiado e o
sistema nervoso de outro animal com os mesmos sinais clinicos foi enviado ao Laboratério
de Patologia Animal CAV/UDESC pelo proprietario.

Propriedade com 16 bovinos, adoeceu um animal. O bovino clinicamente afetado ficou em
6 piquete invadido por S. carpinifolia por um més. Foi retirado do piquete e abatido pelo
proprietario cinco meses depois, 0 SNC foi coletado para exame histologico.
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Foi observada morbidade de até 90% (surto3). A mortalidade foi baixa e
ocorreria, de modo geral apos acidentes. O bovino 6 foi eutanasiado apés cair em
uma vala e ndo conseguir mais se levantar e o bovino 8 foi eutanasiado apds
permanecer por 2 dias em decubito sem conseguir se levantar.

A doenca ocorreu de modo geral em pequenas propriedades, onde S.
carpinifolia invadia 0s piquetes e em algumas ocasides era a vegetacéo
predominante (Figura 6a e 6b). Os proprietarios dos animais espontaneamente
intoxicados relataram que apds algum tempo consumindo S. carpinifolia, os animais
desenvolvem apetite pela planta vindo a consumi-la mesmo com outros alimentos a
disposicao.

Os principais sinais neurologicos observados nos casos de intoxicagdo
espontanea por S. carpinifolia consistiam de olhar atento com movimentos
frequentes de orelhas, balanco continuo de cabeca e pescocgo, incoordenacéo
motora com andar cambaleante com hipermetria, quedas freqlentes e, quando em
estacdo ficavam em posicao de base larga (Figura 6¢). Nos casos mais graves, 0S
animais deitavam com frequéncia e tinham dificuldade em levantar. Ao HR test os
animais exacerbavam o0s sinais clinicos e 0s mais gravemente afetados
apresentavam quedas ao solo.

Os bovinos 3, 2, 4 e 9 apresentaram sinais clinicos neurolégicos discretos,
leves, moderados e severos, respectivamente, porém apdés ficarem sem consumir a
planta por um periodo de 90, 90, 120 e 150 dias, respectivamente, 0s sinais clinicos
suavizaram, mas 0S animais continuaram com baixa estatura, contudo voltaram a
ganhar peso.

Dos 16 animais doentes e avaliados clinicamente apenas um bovino (Bovino
8) tinha desenvolvimento esquelético normal. Todos os demais animais doentes
eram magros e apresentavam subdesenvolvimento corporal caracterizado por baixa
estatura e tamanho da cabeca desproporcional em relacdo ao corpo do animal
(Figura 6d) tinham dentic&o frouxa e deformacédo da gengiva (Figura 6e e 6f).

Os proprietarios relatavam ainda que com frequéncia os animais doentes

manifestavam diarréia intermitente.
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Figura 6 — Intoxicagdo natural por Sida carpinifolia. a. Piquete com grande quantidade de S.
carpinifolia onde ocorreu o surto 4. b. Detalhe de a. c. Bovino 2. Subdesenvolvimento e
posicdo de base larga. d. Bovino 5. Subdesenvolvimento, tamanho da cabeca
desproporcional ao corpo e posicdo de base larga. e. e f. Bovino 1 e 6,
respectivamente. malformacgao dos dentes e gengiva.
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4.1.2 Exame Histologico

A principal lesdo microscépica consistiu de graus variados de vacuoliza¢do
finamente granular no citoplasma de neurdnios do sistema nervoso central e
periférico, células foliculares da tiredide e células acinares pancreaticas. Essa
vacuolizag&o conferia a célula aspecto espumoso e tumefeito.

Os principais neurénios afetados foram os neurdnios de Purkinje do cerebelo
e com menor intensidade também os neurbnios das outras regides do sistema
nervoso central que compreendiam: nucleo caudado, ndcleo basal, capsulas interna
e externa, cortéx do encéfalo, hipocampo, tdlamo, hipotdlamo, mesencéfalo, bulbo e
medula espinhal. No sistema nervoso periférico foram observadas vacuolizagdes em
neurénios do ganglio trigeminal e plexos mioentéricos.

Os bovinos 2, 3, 4 e 9 foram retirados das areas contaminadas pela planta,
por um periodo de 90, 90, 120 e 150 dias, respectivamente. Nesses, 0s neurbnios
de Purkinje ndo estavam vacuolizados, porém, haviam grupos de neurbnios
encarquilhados apresentando nucleos picnéticos com citoplasma eosinofilico e
bordos citoplasmaticos irregulares (Figura 7a). Em algumas areas do cerebelo
verificou-se rarefacdo de neurdnios de Purkinje e proliferacdo de células gliais de
Bergman (Figura 7b). Esferéides axonais foram visualizados na camada de células
granulares do cerebelo e bulbo (Figura 7c e 7d), sendo mais frequentes nos bovinos
2, 3 e 4. Adicionalmente, no mesencéfalo dos bovinos 2 e 3 havia inflitrado de
macrofagos de intensidade leve na periferia de vasos.

Os bovinos 1, 5, 6, 7 e 8 apresentaram sinais clinicos moderados a
acentuados e foram eutanasiados nessa fase. Os bovinos 1 e 5 apresentavam
vacuolizagdo moderada a acentuada em alguns neurdnios de Purkinje (Figura 7e), e
vacuolizagédo leve em neurdnios da camada de células granulares no cerebelo e do
corno ventral da medula espinhal. Vacuolizagdo acentuada foi verficada em células
acinares pancreaticas e macrofagos reticulares de 6rgaos linféides. Grupos de
neurdnios encarquilhados e esferdides axonais foi um achado frequente, porém,
estes eram mais comumente visualizados na camada de células granulares do
cerebelo e bulbo. Na camada molecular do cerebelo observou-se a formacao de
vacuolos, as vezes com contetdo finamente granular. Nos bovinos 6, 7 e 8 as
lesdes eram semelhantes, porém de intensidade mais acentuada (Figura 7f, 8a, 8b,
8c e 8d). Nesses trés ultimos animais, adicionalmente havia vacuolizagdo em epitélio
dos ductos coletores das glandulas salivares (Figura 8e), vacuolizacdo leve em
neurbnios de plexos mioentéricos (Figura 8f), neurdnios do glanglio trigeminal
(Figura 9a e 9b) e vacuolizacdo moderada a acentuada em neurénios de nucleos do
bulbo (Figura 9c e 9d) e em células foliculares da tiredide (Figura 9e e 9f).
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Figura 7 - Intoxicagdo espontanea por S. carpinifolia (HE). a. Bovino 4. Neurénio encarquilhado com
ndcleo picnodtico, citoplasma eosinofilico e bordos citoplasméaticos irregulares (seta)
(objetiva 40x). Cerebelo. b. Bovino 2. Cerebelo. Area com rarefacdo de neurdnios de
Purkinje e proliferacao de células gliais de Bergman (objetiva 20x). c. Bovino 9. Esferoide
axonal na camada de células granulares do cerebelo (seta) (objetiva 20x). d. Bovino 4.
Bulbo. Esferéide axonais (setas) (objetiva 20x). e. Bovino 5. Cerebelo. Vacuolizagdo em
neurdnio de Purkinje (objetiva 40x). f. Bovino 6. Cerebelo. Vacuolizagdo em neur6nio de
Purkinje com tumefacéo e vacuolizagédo axonal (seta) (objetiva 40x).
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Figura 8 — Intoxicagdo espontanea por S. carpinifolia (HE). a. e b. Bovinos 6 e 8, respectivamente.
Vacuolizagcdo em células acinares pancredticas (objetiva 40x). ¢. Bovino 6. Vacuolizagéo
em neurdnio da camada de células granulares do cerebelo (objetiva 40x). d. Bovino 6.
Neurdnios do ramo ventral da medula espinhal vacuolizados (objetiva 20x). e. Bovino 6.

Vacuolizacdo de células do epitélio da glandula salivar (objetiva 20x). f. Bovino 8.
Vacuolizagdo de neurdnios do plexo mioentérico (objetiva 40x).
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Figura 9 — Intoxicacdo esponténea por S. carpinifolia (HE). Todas as fotos sdo dos bovinos 6 e 8
respectivamente. a. e b. Neurbnios encarquilhados (setas) (objetiva 10x) e vacuoliza¢éo
e encarquilhamento (setas) (objetiva 20x) em neurdnios do ganglio trigeminal. c. e d.
Vacuolizacdo em neurdnios de nucleos do bulbo (objetiva 20x e objetiva 40x). e. e f.
Vacuolizagcao em células foliculares da tiredide (objetiva 40x).
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4.2 INTOXICACAO EXPERIMENTAL

4.2.1 Sinais clinicos e lesdes macroscoépicas.

Os animais desenvolveram, ao final da primeira semana de experimento
apetite pela planta, vindo a consumi-la mesmo logo apds retornarem do periodo de
pastejo (Figura 10a).

Todos o0s animais apresentaram alteracdo na consisténcia das fezes
caracterizada por fezes pastosas, raramente liquidas com apresentacdo em
periodos intermitentes e curso clinico de 24 a 48 horas. Excepcionalmente, 0s
bovinos 13 e 14 apresentaram no final do primeiro més de experimentacéo fezes
escassas e com muco.

Com excessao do bovino nimero 10, todos o0s outros animais nao tiveram

ganho de peso ou apresentaram emagrecimento (Tabela 4).

Tabela 4 — Variagdo de peso médio/dia de bovinos experimentalmente intoxicados com S. carpinifolia.

Bovi Dose diaria Periodo Peso inicial Peso final Variagdo de peso
ovino
a/kg (dias) (Kg) (Kg) médio/dia (g)

10 10 120 269 300 250

11 20 120 250 250 0

12 40 30 101 100 0

13 30 150 221 200 -140

14 40 150 145 135 - 60

Os sinais clinicos iniciaram-se a partir da 32 e 42 semana de experimentacao
e consistiam de olhar atento com orelhas voltadas para tras, movimentacao lenta,
andar em “marcha” com passos curtos e pescoco esticado para frente e para baixo.

O quadro clinico classificado como leve teve inicio precocemente no bovino
11 (20g/Kg), ocorrendo durante a 42 semana de experimento e tardiamente no
bovino 13 (30g/Kg), durante a 82 semana de experimentacdo. Além desses sinais
havia ainda disturbios de propriocep¢do (Figura 10b, 10c, 10d e 10e), andar
cambaleante e as vezes tropecdes. Os animais apresentavam também
hiperexcitacéo, assustando-se facilmente com qualquer barulho ou toque e tinham
medo de sair da baia ou passar por canaletas.
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Os sinais clinicos considerados moderados foram observados apenas nos
bovinos 13 (30g/Kg) e 14 (40g/Kg) aos 99 e 77 dias de experimentacao
respectivamente e consistiam de aumento dos cambaleios com tropecdes mais
freqlentes e as vezes quedas. Havia dificuldades de transpor obstaculos como subir
e descer calcadas. Quando submetidos a estresse 0s animais as vezes
apresentavam tremores leves de cabeca e pescoco.

O Unico animal a apresentar sinais clinicos severos foi o bovino 14 aos 150
dias de experimentag&o. Esses sinais consistiam de tropecdes e quedas frequentes,
incoordenagdo motora com andar cambaleante com hipermetria, além de tremores
constantes de cabeca e pescoco.

Ao HR test e quando movimentados, os animais tinham os sinais clinicos
mais caracterizados. O bovino 14 ao final do periodo de experimentacdo
apresentava quedas quando submetido a esse teste (Figura 10f).

O bovino 12 foi encontrado morto na manha do 30° dia apés o inicio do
experimento.

Os sinais clinicos variaram entre 0os animais de acordo com o periodo de
consumo da planta e da dose diaria consumida. Esses dados estdo resumidos na
Tabela 5. Na necropsia ndo foram observadas alteracbes macroscopicas em

nenhum dos animais.

Tabela 5 — Tempo de consumo de planta para inicio das alteragdes neuroldgicas e intensidade dos
sinais clinicos relacionados a dose diaria de planta em bovinos experimentalmente
intoxicados com S. carpinifolia.

Inicio dos sinais neurolégicos (dias)

Bovino Dias Dose
consumo  (g/Kg) D L M A
10 120 10 24 41 - -
11 120 20 19 27 - -
12 30 40 - 7 - -
13 150 30 27 58 99 -
14 150 40 27 55 77 150

D = Sinais discretos: Olhar atento, movimentagdo lenta, andar em “marcha”.
L = Sinais leves: Além dos sinais discretos apresenta ainda cambaleios e as vezes tropecoes.

M = Sinais moderados: Aumentavam os cambaleios e tropecdes, as vezes apresentavam quedas e
tremores leves de cabeca e pescoco.

A = Sinais acentuados: Os tropecdes e quedas eram freqientes. Tinham tremores constantes de
cabeca e pescoco, incoordenacdo motora e hipermetria.



Figura 10 - Intoxicagdo experimental por S. carpinifolia. a. Bovino 14 (40g/Kg) comendo o restante da
dose de S. carpinifolia do dia apés voltar do periodo de pastejo. b., c., d. e e. Bovino 13

(30g/Kg) e 14, respectivamente. Distlrbios proprioceptivos. F. Bovino 14 em queda apés
0 HR test.

25
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4.2.2 Exame Histologico

As lesBes microscopicas induzidas experimentalmente foram semelhantes as
encontradas nos casos de intoxicacdo espontanea por S. carpinifolia.

Nos bovinos 10 e 12 que comeram Sida carpinifolia nas doses de 10g/kg por
120 dias e 40g/Kg por 30 dias, respectivamente, foi observado no cerebelo
vacuolizagéo leve de neurdnios de Purkinje (Figura 11a) e nos neurénios da camada
de células granulares. Na camada molecular verificou-se vacuolos, as vezes com
conteudo finamente granular (Figura 11b). Vacuolizacdo leve a moderada foi
observada nas células acinares pancreaticas (Figura 11c) e células foliculares da
tiredide (Figura 11d). Adicionalmente, no bovino 10 havia esfer6ides axonais,
principalmente na regido do Obex, focos de gliose no cértex do encéfalo e bulbo
além de infiltrado mononuclear leve ao redor de vasos do cortéx encefalico e na
piaméater.

O bovino 11 que comeu 20g/Kg de S. carpinifolia por 120 dias apresentou
lesdes semelhantes aos bovinos 10 e 12, porém de intensidade moderada. Em
algumas é&reas notava-se rarefacdo de neurdnios de Purkinje e proliferacdo de
células gliais de Bergman, bem como, areas com grupos de neurbnios
encarquilhados. Vacuolizacdo leve foi observada também em neur6nios do ganglio
trigeminal e neurdnios da medula espinhal e células foliculares da tiredide.

Nos bovinos 13 e 14 que comeram, respectivamente 30 e 40 g/Kg da planta
por 150 dias as lesGes eram mais acentuadas e difusas (Figura 1le, 11f e 12a).
Também havia vacuolizacdo em neurdnios e esferdides no bulbo (Figura 12b e 12c)
e vacuolizacdo em neurbnios da medula espinhal (Figura 12d). No cértex encefalico
do bovino 13 observou-se infiltrado mononuclear leve ao redor de vasos.
Adicionalmente no bovino 14 notou-se vacuolizagdo moderada de células foliculares
da tiredide (Figura 12e) e células epiteliais do epididimo (Figura 12f). Um resumo do
trabalho pode ser visto na Tabela 4.

4.3 MICROSCOPIA ELETRONICA

No pericario de neurbnios de Purkinje e citoplasma células foliculares da
tiredide verificou-se, ultraestruturalmente, vacuolos delimitados por membranas, por
vezes com conteudo finamente granular (Figura 13a). Adicionalmente no citoplasma
das células foliculares da tire6ide notaram-se granulos de secrec¢do eletrodensos
(Figura 13b).
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Figura 11 — Intoxicagdo experimental por S. carpinifolia (HE). a. Bovino 12 . Cerebelo. Vacuoliza¢éo
de neurbnio de Purkinje, ao lado neurénio encarquilhado (seta) (objetiva 40x). b. Bovino
10 (10g/Kg/120 dias). Vacuolizagdo em neurbnios de Purkinje e vactolos com conteldo
finamente granular na camada molecular do cerebelo (setas) (objetiva 20x). c. Bovino 12
(40g/Kg/30 dias). Vacuolizacdo em células acinares pancreaticas (objetiva 20x). d.
Bovino 10. Vacuolizagdo em células foliculares da tiredide (objetiva 20x). e. Bovino 13.
Vacuolizagao difusa em neurdnio de Purkinje (objetiva 10x). f. Bovino 14 (40g/Kg/150
dias). Vacuolizacao em neurbnio da camada de células granulares do cerebelo (objetiva
40x).
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Figura 12 — Intoxicacdo experimental por S. carpinifolia (HE). a. Bovino 13 (30g/Kg/150 dias).
Vacuolizacdo em células acinares pancreaticas (objetiva 20x). b. Bovino 14
(40g/Kg/150 dias). Vacuolizagdo em neurdnios do bulbo (objetiva 20x). ¢. Bovino 13.
Esferéides axonais no bulbo (setas) (objetiva 20x). d. Bovino 13. Vacuolizagdo em
neurdnios da medula espinhal (objetiva 20x). e. e f. Bovino 14. Vacuoliza¢do em céulas
foliculares da tiredide e em células epiteliais do epididimo (objetiva 20x).
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Figura 13 — Intoxicagdo por S. Carpinifolia. a. Pericario de neurbnio de Purkinje com vacuolos
delimitados por membranas, alguns contendo material finamente granular (setas)
(Barra = 0,5um). b. Citoplasma de célula folicular da tire6ide com granulos de secregéo
eletrodensos (setas) e vacuolos delimitados por membranas contendo material
finamente granular (cabecas de setas) (Barra = 3um).



Tabela 4 — Identificagcdo, consumo diério, periodo de consumo, total de planta consumida, periodo sem consumo, intensidade dos sinais clinicos e

principais lesées microscopicas observadas em bovinos espontaneamente e experimentalmente intoxicados por S. carpinifolia.

30

Idade Consumo Periodo de Tolt:rlnie Periodo sem Sinais incipai 5 i 4Di
Bovino Surto (meses) /Kg/dia consumo coEsumida consumo clinicos Principals lesdes microscopicas
g’te (dias) (dias)°
(Kg)
b d Vacuolizacdo moderada a acentuada em neurdnios de Purkinje, células foliculares da
1 1 36 ND ND ND ND +++ tiredide e células acinares pancreéticas, grupos de neurdnios encarquilhados e esferéides
axonais, principalmente em cerebelo e bulbo.
2 1 36 ND ND ND 90 o+ Grupg; de neurdnios encarquilhados associados a proliferacdo de células de Bergman,
esferéides axonais em cerebelo e bulbo.
3 1 36 ND ND ND 90 + Grupg; de neurdnios encarquilhados associados a proliferacdo de células de Bergman,
esferéides axonais em cerebelo e bulbo.
4 2 48 ND ND ND 120 . Grupg; de neurdnios encarquilhados associados a proliferacdo de células de Bergman,
esferéides axonais em cerebelo e bulbo.
Vacuolizacdo moderada a acentuada em neurdnios de Purkinje, células foliculares da
5 3 36 ND ND ND ND +++ tiredide e células acinares pancreéticas, grupos de neurdnios encarquilhados e esferéides
axonais, principalmente em cerebelo e bulbo.
Vacuolizacdo intensa e difusa em neurénios de Purkinje, células acinares pancredticas e
6 4 36 ND ND ND ND ++++  células foliculares da tiredide, grupos de neurdnios encarquilhados e proliferagdo de células
de Bergman. Esferéides axonais em cerebelo e bulbo.
Vacuolizacdo intensa e difusa em neurénios de Purkinje, células acinares pancredticas e
7 5 24 ND ND ND ND ND células foliculares da tiredide, grupos de neurdnios encarquilhados e proliferagéo de células
de Bergman. Esferéides axonais em cerebelo e bulbo.
Vacuolizacdo intensa e difusa em neurénios de Purkinje, células acinares pancredticas e
8 5 24 ND ND ND ND ++++  células foliculares da tiredide, grupos de neurdnios encarquilhados e proliferagdo de células
de Bergman. Esferéides axonais em cerebelo e bulbo.
9 6 48 ND ND ND 150 ot Grupg; de neurdnios encarquilhados associados a proliferacdo de células de Bergman,
esferéides axonais em cerebelo e bulbo.
Vacuolizacdo leve em neurdnios de Purkinje e moderada em células acinares pancreéticas
10 Exp.a 24 10 120 335 ND ++ e células foliculares da tiredide, grupos de neurdnios encarquilhados e esfer6ides em
cerebelo e bulbo.
Vacuolizacdo moderada em neurdnios de Purkinje, células acinares pancreéticas e células
11 Exp. 18 20 120 585 ND ++ foliculares da tire,('?ide, grupos de neurdnios encarquilhados com proliferacdo de células de
Bergman e esferdides axonais em cerebelo e bulbo.
Vacuolizacdo leve em neurdnios de Purkinje e moderada em células acinares pancreéticas
12 Exp. 16 40 30 110 ND ++ geffgtéll(a)sefglilcbutl)ares da tiredide, grupos de neurdnios encarquilhados e esferdides em
ulbo.
Vacuolizacdo acentuada difusa em neurdnios de Purkinje e células acinares pancredticas e
13 Exp. 24 30 150 965 ND +++ vacuEJIl;agéo modgrada em célulzjlls foliculares da tiredide, grande freqiiéncia de grupos de
neurdnios encarquilhados e esferdides em cerebelo e bulbo.
Vacuolizacdo acentuada difusa em neurdnios de Purkinje e células acinares pancredticas e
14 Exp. 18 40 150 850 ND ++++ vacuolizagdo moderada em células foliculares da tiredide, grupos de neurdnios

encarquilhados e esferéides em cerebelo e bulbo.

a — Animais experimentais.
b — Nao disponivel.

¢ — Periodo que os animais ficaram sem consumir a planta antes de serem eutanasiados.

d — ++++ Acentuados, +++ Moderados, ++ Leves, + Discretos.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo foi caracterizado a epidemiologia, sinais clinicos, lesdes
microscopicas e ultra-estruturais da intoxicagcdo natural e experimental por S.
carpinifolia em bovinos.

A doenca foi observada em pequenas propriedades onde a bovinocultura nao
era a atividade principal. Nessas propriedades, S. carpinifolia invadia os piquetes e
em algumas ocasides era a vegetacao predominante. Em todas as propriedades em
gue ocorreram casos espontaneos de intoxicagéo por S. carpinifolia a fome levou os
bovinos ao consumo da planta. Outro fator importante foi o grau de invasdo da
pastagem por S. carpinifolia. Em algumas propriedades era praticamente impossivel
o animal apreender outro alimento sem consumir junto a planta. Colodel et al.
(2002a) relatam que caprinos intoxicados adquirem avidez para pastorear S.
carpinifolia, mesmo tendo outros alimentos a disposi¢cdo. Esse comportamento foi
observado também em bovinos tanto nos casos de intoxicagdo espontanea como
experimental.

Alteracdes na consisténcia das fezes foram relatadas por proprietarios de
animais espontaneamente intoxicados. Embora n&o tenha relatado alteracdes
neurolégicas em bovinos, Colodel (2005) faz referéncia a proprietarios que
mencionaram a ocorréncia de diarréia em bovinos logo nos primeiros dias ap0s os
animais serem colocados em piquetes invadidos por S. carpinifolia. No estudo da
intoxicagdo experimental por essa planta em bovinos foi verificado fezes pastosas
com curso de 24 a 48 horas. Alteracdes semelhantes foram verificadas também em
caprinos e ovinos experimentalmente intoxicados por essa planta (COLODEL, 2005;
SEITZ et al., 2005).

Perda de peso em bovinos, ovinos e equinos tem sido relatada na intoxicagao
por locoweeds (JAMES et al., 1981) e por S. carpinifolia em caprinos (DRIEMEIER et
al., 2000; COLODEL et al., 2002a; COLODEL, 2005) e bovinos (FURLAN et al.,
2005). Nos casos de intoxicagdo espontanea observados no presente estudo,

emagrecimento e subdesenvolvimento foram achados frequentes. Na reproducéo
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experimental da doencga houve perda de peso em trés bovinos e em dois ndo houve
ganho de peso.

As principais alteracdes neurolégicas observadas tanto nos casos de
intoxicagdo espontanea como na doenca experimental refletiam principalmente as
alteracOes cerebelares. Os animais apresentavam incoordenacdo motora, dismetria,
tremores de cabeca e pescogo, desequilibrio, quedas, dificuldade para levantar e
voltar a estagcdo. Essas alteragfes foram relacionadas com a intensidade dos sinais
clinicos, com o tempo de consumo e quantidade de S. carpinifolia ingerida, bem
como, com a intensidade da vacuolizacdo e distencao do citoplama, principalmente
dos neurdnios de Purkinje.

O cerebelo funciona como regulador e ndo como iniciador da atividade motora
(DE LAHUNTA, 1983). Sua funcdo € coordenar e precisionar 0s movimentos
induzidos pelo neurénio motor em relag@o a postura para providenciar sinergismo da
atividade muscular. O cerebelo também funciona na manutencdo do equilibrio e na
regulacdo do tbnus para preservar a posicdo normal do corpo quando em repouso
ou durante o movimento. Os nucleos cerebelares que continuamente auxiliam os
neurénios motores do tronco encefélico, sdo por sua vez regulados pela funcdo
inibitéria dos neurdnios de Purkinje do cortex cerebelar. Uma inibicdo inadequada
dos ndcleos cerebelares por parte dos neurbnios de Purkinje resulta no
retardamento da inibicho do movimento voluntario, e entdo ocorre uma resposta
hipermétrica. Envolvimento de outras areas cerebelares pode ainda causar
distirbios do sistema vestibular levando a perda de equilibrio, posturas bizarras,
marcha cambaleante com passos largos e movimentos espasmoticos com tendéncia
a quedas. Portanto, doencas afetando o cerebelo ndo causam a perda de uma
simples funcdo, mas uma resposta motora inadequada e generalizada.

Os sinais clinicos neurolégicos observados, tanto nos casos espontaneos de
intoxicagdo como na reproducao experimental estdo em acordo com os descritos em
casos de intoxicagdo por S. carpinifolia em bovinos (FURLAN et al., 2005), caprinos
(DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al., 2002a; COLODEL, 2005; GODOQY et al.,
2005) e ovinos (SEITZ et al.,, 2005). Por outro lado, pdneis espontaneamente
intoxicados por S. carpinifolia mostraram sinais clinicos predominantemente
associados a colica (LORETTI et al., 2003a).

O inicio dos sinais neuroldgicos observados na reproducdo experimental da

doenca em bovinos foi mais tardio quando comparados aos descritos em ovinos



33

(SEITZ et al., 2005) e em caprinos (COLODEL, 2005), que usaram S. carpinifolia
dessecada. Essa diferenca pode ser explicada pelo fato de que nos bovinos foi
utilizado a planta in natura. Driemeier et al. (2000) e Colodel et al. (2002a) também
relatam sinais clinicos mais precoces em caprinos que consumiram S. carpinifolia
seca e mais tardios nos que ingeriram a planta in natura.

Os bovinos 2, 3, 4 e 9 apresentaram sinais clinicos neurol6gicos moderados
ou acentuados. Porém, apos ficarem 90, 90, 120 e 150 dias, respectivamente sem
consumir a planta, os sinais clinicos atenuaram. Os animais continuaram com baixa
estatura e subdesenvolvimento, porém voltaram a ganhar peso. Caprinos e ovinos
intoxicados com S. carpinifolia também tiveram atenuacdo do quadro clinico apés
suspensdo do consumo da planta (COLODEL et al.,, 2002a; COLODEL, 2005;
GODOY et al., 2005; SEITZ et al., 2005).

Apesar da recuperacdo clinica parcial ou total, esses animais apresentavam
lesdes histologicas residuais caracterizadas por neurbnios encarquilhados
associados a areas com rarefacdo de neurénios de Purkinje e proliferacdo de células
gliais de Bergman no cerebelo. Por vezes esferdides axonais eram visualizados na
camada de células granulares do cerebelo e bulbo. Lesfes residuais sdo descritas
também em caprinos (COLODEL et al., 2002a; COLODEL, 2005) e ovinos (SEITZ et
al., 2005) que apresentavam sinais clinicos neurolégicos e foram necropsiados apos
permaneceram por longos periodos sem consumir S. carpinifolia. A atenuacdo do
guadro clinico neuroldgico pode ser explicado pela uniformidade histolégica e
funcional do cortex cerebelar. Em casos de lesbes cerebelares, as areas normais
assumem progressivamente as fun¢des das areas em que ocorreu morte celular.
Isso ndo ocorre se a lesdo comprometer os nucleos cerebelares (MACHADO, 1999).
Desse modo, a retirada dos animais de areas invadidas por S. carpinifolia antes que
esses estejam gravemente afetados pela doenca pode ser um manejo profilatico
eficiente.

Vacuolizacdo finamente granular difusa conferindo ao citoplasma um aspecto
espumoso associado ou ndo a tumefagcdo celular verificado principalmente em
neurdnios, células acinares pancreaticas e células foliculares da tireéide, foi o
achado microscopico mais freqlente. Essas alteragbes corroboram as descri¢cdes
feitas para bovinos (FURLAN et al., 2005), caprinos (DRIEMEIER et al., 2000;
COLODEL et al., 2002a; COLODEL, 2005), ovinos (SEITZ et al., 2005) e pbneis
(LORETTI et al., 2003a) intoxicados com S. carpinifolia. Lesdes semelhantes sao



descritas também em casos de intoxicagbes por outras plantas que contém o
alcal6ide swainsonina (JAMES et al., 1981; DORLING et al., 1978; BALOGH et al.,
1999; DANTAS et al., 2006; BARBOSA et al., 2006), em casos de alfa-manosidose
hereditaria bovina (WHITTEM e WALKER, 1957; JOLLY e THOMPSON, 1978),
humana (OCKERMAN, 1967), de felinos domeésticos (BURDITT et al., 1980;
MAENHOUT et al., 1988) e de cobaios (MUNTZ et al.,, 1999). Na alfa-manosidose
adquirida, o alcaldide swainsonina inibe a alfa manosidase lisossémica (DORLING et
al., 1980; ELBEIN et al., 1981; CHOTAI et al., 1983), resultando no acumulo e
excrecdo de oligossacarideos parcialmente degradados, assim como ocorre na
forma hereditaria da doenca, porém swainsonina inibe também a alfa manosidade I
do aparelho de Golgi modificando a sintese e excrecéo de glicoproteinas (TULSIANI
et al., 1982; TULSIANI e TOUSTER, 1983). Dessa forma, a atividade enzimatica e
excrecdo de oligossacarideos diferem entre a doenca adquirida e hereditaria
(FUHRMANN et al., 1985).

Neurbnios encarquilhados caracterizados por nucleos picnéticos com
citoplasma eosinofilico e bordos citoplasmaticos irregulares foram achados
frequentes nos bovinos que estavam gravemente doentes. Neurbnios com
caracteristicas semelhantes foram observados também na intoxicacdo por S.
carpinifolia em caprinos (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al., 2002a;
COLODEL, 2005) e ovinos (SEITZ et al., 2005).

Infiltrado perivascular foi observado nos bovinos 2, 3, 10 e 13. Gavier-Widen
et al. (2001), examinando cérebros de 506 bovinos de sete anos de idade,
clinicamente normais, concluiram que infiltrados inflamatérios ao redor de vasos
sanguineos ocorrem em 30% dos animais em diversas regides do cérebro e podem
estar associados a infec¢gfes subclinicas ou latentes.

Os vacuolos contendo material finamente granular verificados na camada
molecular do cerebelo de bovinos espontaneamente e experimentalmente
intoxicados por S. carpinifolia podem ser atribuidos a formacdo de vacuolos em
axonios de neurdnios com vacuolizagao acentuada ou encarquilhados.

Ultra-estruturalmente, os achados corroboram com as observacbes de
Driemeier et al. (2000) para caprinos e Seitz et al. (2005), para ovinos. Na maioria
das vezes os lisossomas estavam vazios, por vezes com conteudo finamente
granular. Os vacuolos de depoésito lisossomal estdo geralmente vazios na alfa

manosidose devido a solubilidade do material depositado que geralmente se dilui
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durante o processamento das amostras (JOLLY e THOMPSON, 1978; SUMMERS et
al., 1994).

Para intoxicacdo por S. carpinifolia € necessario fazer o diagnostico
diferencial de intoxicagcdo por outras plantas que cursam com sinais clinicos
nervosos. Atencdo especial dever ser dada as doencas nervosas que tém
apresentacdo clinica tremogénica e/ou causam vacuolizacdo neuronal. Além da
caracterizacdo dos sinais clinicos e das lesdes microscopicas, torna-se necessario a
obtencéo dos dados epidemioldgicos e a presenca da planta no local. A intoxicacao
por Turbina cordata, Ipomoea carnea, |. sericophylla e 1. riedeli afetam
principalmente caprinos e ovinos e ocorrem com maior freqiéncia no nordeste
(TOKARNIA et al., 2000; BARBOSA et al., 2006; DANTAS et al., 2006; BARROS et
al., 2006), porém recentemente reconheceu-se um surto de intoxicagdo por |. carnea
afetando bovinos em Mato Grosso (COLODEL, 2006). |. asarifolia e Phalaris angusta
causam sindrome tremogénica em ruminantes. A  primeira ocorre
predominantemente no nordeste e regido amazobnica e histologicamente ndo séo
observadas lesbes (TOKARNIA et al.,, 2000). A intoxicagdo por P. angusta causa
convuls@es frequentes, na macroscopia observa-se coloragdo cinza-esverdeada no
tronco encefalico e microscopicamente, as vezes é observado pigmento granular
marrom no citoplasma de neurdnios (GAVA et al., 1999; SOUSA e IRIGOYEN,
1999). Doenca tremogénica, com ataques epileptiformes ocorre também na
intoxicagdo por Claviceps paspali e Solanum fastigiatum. C. paspali parasita as
inflorescéncias das gramineas Paspalum dilatatum (capim melador) e P. notatum
(grama forquilha). A intoxicagdo ocorre quando a graminea é consumida contendo o
fungo na fase de esclerédio. Os sinais clinicos consistem de tremores,
hiperexcitabilidade, hipermetria e quedas. Diferentemente da intoxicacdo por S.
carpinifolia, ndo sdo observadas lesdes microscoépicas (RIET-CORREA et al.,1983b;
TOKARNIA et al., 2000; BARROS et al., 2006). A intoxicagéo por S. fastigiatum var
Fastigiatum € a principal doenca a ser considerada para o diagndstico diferencial no
sul do Brasil. Os sinais clinicos e a lesdo histolégica sdo muito semelhantes as
causadas pela intoxicacdo por S. carpinifolia, porém, clinicamente as crises
convulsivas sdo mais comuns na intoxicagdo por S. fastigiatum (BARROS et al.,
1987; RIET-CORREA et al., 1983a). Microscopicamente, a diferenciacdo pode ser
feita utilizando-se a técnica de histoquimica com lectinas, através da qual a

intoxicacdo por S. carpinifolia € caracterizada como uma alfa-manosidose
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(DRIEMEIER et al., 2000) e a intoxicacéo por S. fastigiatum como uma glicolipidose
(PAULOVICK et al., 2002).

A intoxicacdo por toxinas produzidas pelo fungo saprofita Aspergilus clavatus
em bovinos também produz alteragdes no sistema nervoso. Clinicamente 0os animais
manifestam tremores musculares, dificuldade no andar, hipersensibilidade,
salivacdo, paresia e paralisia progressiva. Através da macroscopia observa-se, nos
animais que apresentam evolugdo clinica mais longa, necrose no mauasculo
esquelético. Microscopicamente verificam-se neurdnios tumefeitos com citoplasma
arredondado, eosinofilico e vacuolizado. Neurdnios picnéticos com citoplasma
enrugado podem estar presentes. Vacuolizacdo pode ocorrer também na substancia
branca (LORETTI et al., 2003b; BARROS et al., 2006). A diferenciacdo com a
intoxicacdo por S. carpinifolia pode ser feita, principalmente através da
epidemiologia, verificando o consumo de alimentos que possam estar contaminados
com o fungo e pela observacéo dos sinais clinicos.

A BSE (encefalopatia espongiforme bovina ou “doenca da vaca louca”) é uma
doenca crbnica e transmissivel do sistema nervoso central (SNC) de bovinos e faz
parte de um grupo complexo de doencas neurodegenerativas que afetam pessoas e
animais, conhecidas como encefalopatias espongiformes transmissiveis (EETS).
Apesar de nunca ter sido diagnosticada no Brasil, a BSE deve fazer parte do
diagnéstico diferencial de doencas que cursam com vacuolizacdo neuronal devido
ao grande impacto causado pelas EETs. Clinicamente observa-se decréscimo na
producédo de leite, perda de peso, nervosismo, medo ou agressividade.
Hipersensibilidade ao toque, ao som e a luz sao distlirbios comuns. Freqiientemente
nota-se também andar rigido, incoordenacgéo, hipermetria e ataxia. A ataxia grave
evolui para quedas e finalmente paresia dos membros pélvicos. Macroscopicamente
se observam lesdes. Microscopicamente a lesdo mais importante sdo vacuolos no
pericario. Esses vacuolos, Unicos ou mdultiplos, distendem o pericario, produzindo
neurdnios balonosos que conservam apenas uma fina margem de citoplasma. A
distribuicdo da lesdo é bastante regular e apresenta-se, em 99,6%, no bulbo, na
regido sobre o 6bex (BARROS et al., 2006). Diferentemente da BSE, os vacuolos
em neurdnios, células foliculares da tiredide e células acinares pancreaticas,
observados em casos de intoxicagdo por S. carpinifolia possuem distribuicdo difusa
e dao ao citoplasma dessas células aspecto distendido e espumoso.
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6. CONCLUSOES

Sida carpinifolia é téxica para bovinos, quando ingerida em quantidades
superiores a 10g/kg, por um periodo de 120 dias produzindo altera¢Bes clinicas
leves. Quando ingerida em doses de 30 e 40 g/kg por um periodo de 150 dias
produz sinais nervosos moderados a severos.

Essa planta quando ingerida por bovinos jovens, além das alteracdes clinicas
neurologicas, produz subdesenvolvimento corporal com deformagBes da arcada
dentaria.

As principais les@es histologicas produzidas por Sida carpinifolia em bovinos
sdo: tumefacdo, vacuolizacdo e necrose neuronal principalmente nos neurdnios de
Purkinje e vacuolizagdo das células foliculares da tiredide e células acinares do
pancreas.

O consumo de S. carpinifolia por tempo prolongado produz doenca de
depdsito lisossomal em bovinos.

A doencga de bovinos com tremores de cabeca e pescoco, e com baixo
desenvolvimento corporal que ocorre no Alto Vale do Itajai esta relacionada a
ingestao prolongada de Sida carpinifolia.
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