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RESUMO

D’AVILA, Mariana Sequeira. Encefalopatia associada a ingestdo de Ipomoea pes caprae
(Convolvulaceae) em bovinos no estado do Rio de Janeiro. 2018. 101p. Tese (Doutorado
em Medicina Veterinaria, Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinria). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

A intoxicacdo por plantas tdxicas de interesse agropecudrio esté entre as trés causas de morte
mais importantes em bovinos adultos no Brasil. O grupo das plantas que causam alteragdes
nervosas, muito bem representada no pais, encerra mais de trinta espécies toxicas, entre as
quais do género Ipomoea, amplamente distribuidas no territorio brasileiro. As plantas toxicas
desse género podem causar “doengas do armazenamento” ou sindrome tremorgénica.
Descrevem-se, pela primeira vez, a intoxicacdo natural e reproducdo experimental por
Ipomoea pes caprae em bovinos, verificada no norte do Estado do Rio de Janeiro. Foram
observados episodios de intensa ataxia locomotora, postura anormal seguida de queda,
incapacidade de levantar-se, tremores, contracdes e espasticidades musculares nos membros,
intensificados apds estimulacdo ou a simples aproximacdo. Nos animais afetados a mais
tempo, os sintomas tornavam-se permanentes. A necropsia havia apenas significativa
quantidade de folhas e peciolos da planta no ridmen. O estudo histopatolégico evidenciou
lesBes neuronais degenerativas e necréticas principalmente nos neurbnios de Purkinje. As
técnicas de histoquimica (impregnacdo argéntica pelo método Bielschowsky),
imunohistoquimica (anticorpos anti-calbindina, anti-sinaptofisina, anti-prion) e a analise
ultraestrutural ratificaram esses achados. A avaliacdo lectinohistoquimica ndo evidenciou
armazenamento nos neurénios dos animais intoxicados por Ipomoea pes caprae. No bezerro,
intoxicado experimentalmente, verificaram-se sintomas semelhantes, entretanto, com a
interrupcdo do fornecimento da planta no 28° dia, os sintomas desapareceram ap6s quatro
dias.

Palavras chaves: sindrome tremorgénica, Ipomea pes caprae, bovino



ABSTRACT

D’AVILA, Mariana Sequeira. Ipomoea pes caprae (Convolvulaceae) associated
encephalopathy in cattle of Rio de Janeiro. 2018. 101p. Thesis (Doctor Science in
Veterinary Medicine, Animal Pathology). Instituto de WVeterinaria, Departamento de
Epidemiologia e Salde Publica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2018.

Poisonous plants are responsible for significant death in adult cattle from Brazil. Plants
affecting the central nervous system, widely spread throughout the country, comprise over
thirty poisonous species - notably the Ipomoea group, with two distinguish clinic syndromes:
tremorgenic syndrome and “lysosomal storage diseases”. We describe, for the first time,
natural and experimental Ipomoea pes caprae poisoning in cattle from a herd in the northside
of Rio de Janeiro, Brazil. Clinical signs included episodes of intense ataxia, abnormal posture
followed by falling, recurrent dorsal recumbence, and muscular tremor, contraction and
spasticity, particularly in the limbs, intensified by movement and forthcoming. Cattles
affected longer failed to recover. Grossly, a substantial amount of leaves and petioles was
found in the rumen. Histopathology showed degenerated and necrotic neuronal changes,
mostly in cerebellar Purkinje cells. Bielschowsky silver stain, Imunnohistochemistry with
anti-calbindin, anti-synaptophysin, and anti-prion antibodies, and ultrastructural techniques
confirmed those findings. Lectin histochemistry evaluation failed to demonstrate lysosomal
storage in the affected neurons. The experimental poisoned calf displayed clinical signs
similar to the natural case. In the 28° day of the experiment, the plant ministration was
suspended and the calf recovered within four days.

Key words: tremorgenic syndrome, Ipomoea pes caprae, cattle
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Observar a semelhanca entre Ipomoea pes caprae (A) e Ipomoea
asarifolia (B). O que diferencia essas espécies é a morfologia da
folha; 1. pes caprae apresenta a folha com apice profundamente
emarginado ou em 2 lobos e em posicdo vertical em relagdo ao solo
enquanto 1. asarifolia tem a folha com &pice pouco emarginado, ou
néo, e disposta paralela em relagdo ao solo (em detalhe na foto B).
(A) llha da Convivencia, Sdo Francisco do Itabapoana, RJ. (B)
Manaus, foto do acervo do Professor Carlos Tokarnia.

Area invadida por Ipomoea pes caprae, llha da Convivéncia, S&o
Francisco do Itabapoana, RJ. Notar caracteristica rasteira da planta.
Flor da Ipomoea pes caprae, llha da Convivéncia, Municipio de Sdo
Francisco do Itabapoana, RJ.

Folha da Ipomoea pes caprae, Ilha da Convivéncia, S&o Francisco
do Itabapoana, RJ. Notar caule (seta) verde, peciolo (cabeca de seta)
avermelhado e folhas alternadas e simples, com limbo (estrela)
apresentando formato variavel, oblongo, oblongo com base
auriculada ou ovalado, sempre com o &pice recortado em dois lobos.
Caule da Ipomoea pes caprae, Ilha da Convivéncia, Sdo Francisco
do Itabapoana, RJ. Notar a lactescéncia da planta.

Bovino 1. Intoxicacao natural por Ipomoea pes caprae. Animal com
marcada incoordenagdo motora.

Bovino 1. Intoxicacdo natural por Ipomoea pes caprae. Animal em
decubito lateral ap6s queda ocasionada por tremores.

Bovino 2. Intoxicacdo natural por Ipomoea pes caprae. Animal em
decubito esternal com dificuldade de se levantar ap6s queda.

Bovino 2. Intoxicagé@o natural por Ipomoea pes caprae. Na tentativa
de se levantar, o animal o fazia apenas com membros anteriores.
Bovino 3. Intoxicacdo natural por Ipomoea pes caprae. Animal com
desequilibrio, mantendo abducdo de membros posteriores.

Bovino 3. Intoxicacdo natural por Ipomoea pes caprae. Animal
(pelagem castanha) com marcha incoordenada.

Bovino 3. Cerebelo. Neurdnio de Purkinje com auséncia da
substancia de Nissl e citoplasma levemente mais eosinofilico
(alteracOes degenerativas) (seta). 63x. H.E. Foto cortesia do
professor Anibal Armién, Universidade de Minessota (UMN).
Bovino 1. Cerebelo. Neurénio de Purkinje com citoplasma
eosinofilico e com cromatdlise (necrose neuronal) (seta). 40x. H.E.
Bovino 1. Neurdnio com citoplasma eosinofilico e vacuolizado
(necrose neuronal). 63x. H.E.

Bovino 2. Células de Golgi com citoplasma eosinofilico, com
cromatolise e, por vezes, com vaclolos intracitoplasmaticos
(neurdnios necroticos) (setas). 20x. H.E.

Bovino 2. Neurénios com citoplasma eosinofilico, com cromatdlise
e, por vezes, com vacuolos intracitoplasmaticos (neurdnios
necroticos). 40x. H.E.

Bovino 3. Proliferacdo astrocitaria (astrogliose) e, por vezes, ao
redor de neurdnios (satelitose) (seta). 40x. H.E.

Bovino 3. Astrogliose e tumefacdo de alguns astrocitos (setas). 63x.
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Bovino 3. Neur6nios de Purkinje com axonio dilatado e necrdtico
(esferdide axonal) e coloragdo mais escurecida (seta). Histoquimica-
Bielschowsky, 40x. Foto cortesia do professor Anibal Armién,
UMN.

Bovino 3. Vacuolizacdo dos dendritos (seta) e do corpo celular
(cabeca de seta) dos neurbnios de Purkinje. Imunohistoquimica-
Calbindina, 40x. Foto cortesia do professor Anibal Armién, UMN.
Bovino 3. Vacuolizacdo dos dendritos (seta) de neurdnios de
Purkinje na camada molecular (quadrado). Limites dos dendritos das
celulas de Purkinje (seta) e sinapses aferentes (cabega de seta).
Imunohistoquimica - Sinaptofisina, 40x. Foto cortesia do professor
Anibal Armién, UMN.

Animal  intoxicado  por  Sida carpinifolia.  Vacuolos
intracitoplasmaticos com armazenamento e bordas marcadas (seta)
em neur6nios de Purkinje. Lectinohistoquimica - SWGA, 40x.
Bovino 1. Neurdnios de Purkinje sem marcacdo (seta).
Lectinohistoquimica- SWGA, 40x.

Animal  intoxicado  por  Sida  carpinifolia.  VacUolos
intracitoplasmaticos com armazenamento e bordas marcadas (seta)
em neurdnios de Purkinje. Lectinohistoquimica - WGA, 40x.

Bovino 1. Neurdnios de Purkinje com marcacdo sutil no citoplasma,
levemente granular (seta). Lectinohistoquimica - WGA, 40x.

Animal  intoxicado  por  Sida carpinifolia.  Vacuolos
intracitoplasmaticos com armazenamento e bordas marcadas (seta),
em neur6nios de Purkinje. Lectinohistoquimica- Con-A, 40x.

Bovino 1. Neurdnios de Purkinje com marcacdo sutil no citoplasma,
levemente granular (seta). Lectinohistoquimica - Con-A, 40x.
Bovino 1. Parte do dendrito do neur6nio de Purkinje mantida (seta),
interface de uma porcdo normal e uma porc¢do lisada (quadrado) e
area vacuolizada dessa mesma estrutura (estrela). Microscopia
eletronica, 4000x. Foto cortesia do professor Anibal Armién, UMN.
Bovino 1. VaclUolo em uma por¢cdo do dendrito do neurbnio de
Purkinje (estrela) com desintegracdo do citoesqueleto (microtubulos
e filamentos intermediérios) (seta preta) e em algumas areas essas
estruturas j& estdo desintegradas (seta branca). Cabeca de seta
sinaliza mitocondria e cabeca de seta branca sinaliza corpo lamelar
(RER). Microscopia eletrdnica, 4000x. Foto cortesia do professor
Anibal Armién, UMN.

Bovino 1. Vaclolo em uma porgdo do dendrito do neurdnio de
Purkinje (estrela) com fragmentos de dendrito (seta preta).
Microscopia eletrénica, 4000x. Foto cortesia do professor Anibal
Armién, UMN.
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1 INTRODUCAO

Devido a grande extensao territorial do Brasil, na maioria dos estabelecimentos 0s animais
de producdo sdo criados em pastagens nativas ou cultivadas, em sistema extensivo ou semi
extensivo. Essa caracteristica promove maior acesso dos animais as plantas toxicas e explica,
em parte, 0 numero crescente de registros de surtos de intoxicacdes por plantas em animais de
producdo no pais. O impacto negativo causado pelas intoxicacdes por plantas na pecuéria
justifica o desenvolvimento nas Ultimas décadas de um grande nimero de pesquisas para
caracterizar a epidemiologia e desenvolver tecnologias de controle e profilaxia dessas
intoxicagdes (PESSOA; MEDEIROS; RIET-CORREA, 2013).

As perdas econdmicas indiretas causadas pelas intoxicacGes por plantas, que incluem os
custos para controlar as plantas toxicas nas pastagens, as medidas de manejo para evitar as
intoxicacbes como a utilizacdo de cercas e o pastoreio alternativo, a reducdo do valor da
forragem devido ao atraso na sua utilizacdo, a reducdo do valor da terra, a compra de gado
para substituir os animais mortos, e 0s gastos associados ao diagndstico das intoxicacdes e ao
tratamento dos animais afetados (RIET-CORREA; MENDEZ; SCHILD, 1993; JAMES,
1994), sdo dificeis de estimar com precisdo, contudo as perdas diretas causadas pela morte dos
animais sdo facilmente estiméaveis através da analise dos dados elaborados por laboratérios de
diagnostico veterinario, nas suas respectivas areas de abrangéncia (PESSOA; MEDEIROS;
RIET-CORREA, 2013).

O efetivo do rebanho de bovinos no Brasil em 2012 foi estimado em 211.279 milhdes de
cabecas (BRASIL, 2012) e pelo menos 5% morrem anualmente por diferentes causas
(PESSOA; MEDEIROS; RIET-CORREA, 2013). Considerando os dados dos laboratorios de
diagnostico de diferentes regides, entre 7,4% e 15,83% dessas mortes sdo causadas por plantas
toxicas (RIET-CORREA; MEDEIROS, 2001; PEDROSO et al., 2007; RISSI et al., 2007;
CASAGRANDE et al., 2008; ASSIS et al., 2010).

Diversos fatores podem ser destacados como desencadeadores ou facilitadores das
intoxicacOes por plantas, como a palatabilidade, fome, brotacdo apos as primeiras chuvas,
variacOes de toxicidade, susceptibilidade/resisténcia, transporte (PESSOA; MEDEIRQOS;
RIET-CORREA, 2013), sede (SCHUSTER, 1978) e facilitagdo social (RIET-CORREA;
BEZERRA; MEDEIROS; 2011).

Dentre as plantas toxicas de interesse agropecuario, 0 grupo das que causam alteracfes
nervosas é bem representado no Brasil e apresenta aspectos clinico-patolégicos interessantes.

Elas podem ser divididas em 5 grupos distintos: plantas que causam doenca do

1



armazenamento, que causam sindrome tremorgénica, que causam lesdes localizadas no
Sistema nervoso central (SNC), que contem tiaminase e com outras a¢des neuroldgicas
(TOKARNIA et al., 2012). Este grupo inclui mais de trinta espécies de plantas tdxicas —
dentre as quais as do género Ipomoea, que sdo amplamente distribuidas no territrio
brasileiro.

Este estudo tem como principal objetivo descrever os apectos epidemiolégicos e clinico-
patolégicos da intoxicacdo espontanea por Ipomoea pes caprae — planta amplamente
distribuida no litoral brasileiro e ainda ndo descrita como toxica (TOKARNIA et al., 2012) —
em bovinos no norte do Estado do Rio de Janeiro. Em adicdo, tentar compreender a

patogénese desta intoxicacao através de estudos lectino-histoquimicos e ultramicroscépicos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ocorréncia de doencas do sistema nervoso central em bovinos no Brasil

As patologias que acometem o Sistema nervoso central (SNC) de bovinos constituem
um grupo importante de doencgas. Estima-se que a raiva bovina na América Latina cause
prejuizos anuais de centenas de milhdes de dodlares, provocados pela morte de milhares de
cabecas, além dos gastos indiretos que podem ocorrer com a vacinacdo de milhdes de bovinos
e inimeros tratamentos pds-exposicdo (sorovacinacdo) de pessoas que mantiveram contato
com animal suspeito (BRASIL, 2009). Como os disturbios neurolégicos podem ser comuns a
mais de uma doenca, é de extrema importancia o conhecimento das principais patologias que
afetam o SNC de bovinos e a prevaléncia destas em cada regido, bem como uma criteriosa
avaliacdo epidemiologica, de alteraces macro e microscopicas e, por vezes, técnicas mais
especificas como imunohistoquimica para o diagndstico preciso.

Um estudo realizado no sul do Brasil pela Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM) diagnosticou, no periodo de janeiro de 1964 a dezembro de 1999, 305 bovinos com
doencas neuroldgicas. As principais foram raiva (151 animais), status spongiosus por Senecio
spp (32 animais), babesiose (17 animais) e meningoencefalite necrosante por herpesvirus
bovino (BoHV) tipo 5 (14 animais) (SANCHES et al., 2000).

De marco de 2009 a agosto de 2011 foram acompanhados 96 casos de bovinos no
estado do Parand com alteracbes neuroldgicas e, segundo a etiologia, as doencgas por causas
toxicas (50%) e causas inflamatdrias/infecciosas (31,2%) foram mais prevalentes. Dentre as
intoxicacg0es, 58,3% foram causadas por plantas, tais quais as causadas por plantas que levam
a lesbes musculo-esqueléticas Senna occidentalis e S. obtusifolia (15,58%) e as que causam
sindrome tremorgénica Cynodon brasiliensis e Cynodon nlemfuensis (12,5%). Botulismo foi
responsavel por 12,5%. Das doencas de origem inflamatoria/infecciosa, a raiva (36,66%) e a
encefalite por BoHV tipo 5 (43,33%) foram as mais comumente encontradas (AZAMBUJA et
al., 2011).

A avaliagdo de materiais de bovinos provenientes das regides Centro-oeste e Sudeste
do Brasil, principalmente nos estados de Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo, no periodo de
janeiro de 2000 a dezembro de 2003 realizada pela Universidade Federal do Mato Grosso do
Sul (UFMS) e Universidade Estadual de S&o Paulo (UNESP) evidenciaram que 82% dos
diagnosticos realizados corresponderam a enfermidades que causam sinais clinicos de

distdrbios nervosos. A raiva, o botulismo, a polioencefalomalacia e a meningoencefalite por
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BoHV tipo 5 foram as enfermidades diagnosticadas com maior prevaléncia (LEMOS, 2005).
Um estudo retrospectivo realizado pela UFMS analisando os casos exclusivamente do Mato
Grosso do Sul no periodo de janeiro de 2008 a dezembro de 2012 evidenciou resultado
semelhante; 341 diagnosticos corresponderam a doengas com sintomatologia nervosa, sendo
as principais botulismo (102 animais), raiva (100 animais), polioencefalomalacia (44 animais)
e encefalite por BoHV (33 animais) (RIBAS et al., 2013).

Na Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), na Paraiba, realizou-se o
diagnostico de 111 bovinos com sintomatologia neurolégica no periodo de janeiro de 2000 a
dezembro de 2008. A doenca mais diagnosticada foi a raiva (54 casos), seguida por abscessos
no sistema nervoso (8 casos), febre catarral maligna (FCM) (7 casos) e botulismo (7 casos)
(GALIZA et al., 2010)

2.1.1 Plantas toxicas que afetam o sistema nervoso central

Esse grupo é bem representado no pais, contudo ndo sao muito importantes em relagao
aos prejuizos a pecuaria, porém por induzirem enfermidades com aspectos clinico-patoldgicos
interessantes, muitas delas tém sido bem estudadas (TOKARNIA et al., 2012), além da
importancia de realizar o diagnostico diferencial com doencas neuroldgicas de bovinos que
causam maior impacto econémico.

Em um estudo realizado em 17 municipios da regido do Seridd Ocidental e Oriental do
Rio Grande do Norte, 82 pessoas, entre produtores e técnicos foram entrevistadas para
determinar a ocorréncia de diferentes intoxicacBes por plantas e, de acordo com esse
inquérito, a intoxicacdo por Ipomoea asarifolia foi uma das mais importantes, causando
sintomatologia neuroldgica em bovinos (23 produtores relataram) e pequenos ruminantes.
Outras intoxicacBes que cursam com alteracdes no SNC nessa espécie foram causadas por
Prosopis juliflora (1 produtor relatou rebanho com 200 bovinos, 8 adoeceram), Ricinus
communis (1 entrevistado relatou rebanho com 180 bovinos, 15 adoeceram) e Marsdenia spp.
(6 surtos relatados) (SILVA et al., 2006). Na Paraiba foi realizado um levantamento dos surtos
de intoxicacOes por plantas em ruminantes e equinos diagnosticados na UFCG, no periodo de
2000 a 2007, e dos 284 casos diagnosticados de bovinos, 21 foram por plantas toxicas;
Marsdenia sp. (um surto) e Prosopis juliflora (trés surtos) foram as que causaram alteragdes
nervosas em bovinos citadas no trabalho (ASSIS et al., 2010). Em um estudo sobre as plantas

toxicas para ruminantes e equideos na Mesorregido Norte do Piaui foram feitas 71 entrevistas



e a Unica planta citada que causou perturbacfes nervosas em bovinos foi Ricinus communis
(mencionado por 3 entrevistados) (MELLO et al., 2010)

Casos naturais de intoxicacdo por plantas tdxicas no periodo de 1996 a 2005
diagnosticados na Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) foram descritos por
Pedroso et al. (2007); foram necropsiados 567 bovinos, e destes 43 morreram por intoxicacao
por plantas. As plantas hepatotoxicas do género Senecio spp. foram atribuidas a 27 mortes, e
relatou-se incoordenacdo e agressividade em alguns animais. Espongiose no SNC foi
observada em 8 bovinos (8/27). A unica planta que causou lesdo neuroldgica em bovinos de
forma direta foi a Sida carpinifolia (1 caso). Um levantamento da UFSM de necropsias de
bovinos realizadas entre 1990 e 2005 evidenciou 461 mortes por plantas toxicas, sendo
Solanum fastigiatum a Unica neurotoxica citada, responsavel por 23 casos. Cabe ressaltar que
a maior parte das intoxicacGes foram provocadas por Senecio spp (256 casos) e alteracdes
clinicas compativeis com disturbio neurolégico como tremores, incoordenacdo e agressividade
foram observados, caracterizando a encefalopatia hepatica (RISSI et al., 2007).

Tokarnia e colaboradores (2012) agruparam as plantas que causam perturbacdes
nervosas em 5 grupos distintos: plantas que causam doenca do armazenamento (dentre elas as
que causam glicoproteinose, neurolipidose e ceroide-lipofuscinose), sindrome tremorgénica,
lesbes localizadas no SNC, que contém tiaminase e com outras alteracfes neuroldgicas

(quadro 1).

Quadro 1. Plantas toxicas de interesse pecuario que causam perturbacdes nervosas

Grupo de
plantas

Espécies de plantas

Principais espécies
acometidas

Regibes em que a planta €
encontrada

Glicoproteinose

Ipomoea carnea subsp
fistulosa

Bovinos, ovinos e
caprinos

Amazdnia (especialmente no
Pard), Nordeste e Pantanal de
Mato Grosso

Doencas do armazenamento

lipofuscinose

Ipomoea riedelii Caprinos Semiarido do Nordeste
Ipomoea sericophylla | Caprinos Sertania (Pernambuco) e Séao
Sebastido do Umbuzeiro
(Paraiba)
Turbina cordata Caprinos Juazeiro e Casa Nova (Bahia),
Petrolina (Pernambuco) e S&o
Raimundo Nonato (Piaui)
Sida carpinifolia | Caprinos, poneis, | Sul, Sudeste e Centro- Oeste
[ Sida acuta Burm. f.] | bovinos e ovinos
Neurolipidose | Solanum  fastigiatum | Bovinos Sul
var. fastigiatum
Solanum paniculatum | Bovinos Todo Brasil
Ceroide- Halimium brasiliense | Ovinos Rio Grande (Rio Grande do

Sul)




Quadro 1. Continuacao

Sindrome Ipomoea asarifolia Bovinos, bufalos, | Norte e Nordeste
tremorgénica caprinos e ovinos
Lesdes Prosopis juliflora Bovinos e caprinos | Regido semiarida do Nordeste
localizadas Phalaris angusta Bovinos Sul do Brasil
Contém Equisetum spp. Equinos Minas  Gerais (Triangulo
tiaminase Mineiro) e Bahia
Pteridium aquilinum Equinos Sul da Bahia até o Rio Grande
do Sul, Amazobnia
Outras  acBes | Aeschynomene indica | Suinos Rio Grande do Sul
neurolégicas Bambusa vulgaris Equinos Para
Erythroxylum decidum | Ovinos Desde o Piaui até o Rio Grande
do Sul e Mato Grosso do Sul
Erythroxylum Ovinos Nova Palma e Pinhal Grande
argentinum (Rio Grande do Sul)
Hovenia dulcis Caprinos Sul do Brasil
Marsdenia hilariana Bovinos Semiérido da Paraiba e Rio

Grande do Norte

Marsdenia Bovinos e ovinos Semiarido da Paraiba, Rio
maegalantha Grande do Norte e Ceara
Polygala klotzschii Bovino Regido do Pontal (Sao Paulo) e

Amambai (Mato Grosso do Sul)
Ricinus communis | Bovinos e ovinos | Todo o Brasil

(folha e pericarpo)

Hypochaeris radicata

Equinos

Regido Sul

(TOKARNIA ET AL., 2012)

2.2 Intoxicagdes por plantas que causam perturbagdes nervosas em ruminantes

2.2.1 Plantas que causam sindrome tremorgénica

Ipomoea asarifolia ¢ conhecida popularmente como “salsa” ou “batatarana”
(TOKARNIA et al., 2012), e sua toxicidade no Nordeste é bem conhecida (BARBOSA et al.,

2005), assim como sua importancia para ruminantes na Paraiba (RIET-CORREA et al., 2003).

Na Amazonia foi relatada a intoxicagdo natural em ovinos e bovinos (TORTELLI et al.,

2008). Em estudo realizado experimentalmente com bovinos, ovinos e caprinos, 0s sinais

clinicos avaliados foram sempre de origem nervosa, porém com particularidades em cada

especie.

Em bovinos observavam-se balanco da cabeca, tremores musculares, desequilibrio do

trem posterior e queda do animal ao solo; esses sintomas em geral apareciam sem a

movimentacdo dos animais, mas eram por ela intensificados, ou por vezes, sé visiveis quando
os animais eram tangidos (DOBEREINER; TOKARNIA; CANELLA, 1960). Bufalos sdo tdo

sensiveis quanto bovinos a intoxicagdo, com a uUnica diferenca que 0s sintomas de

incoordenacgdo foram menos acentuados experimentalmente, com a tendéncia dos animais

permanecerem em decubito esternal (BARBOSA et al., 2005), entretanto, a sintomatologia na
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intoxicagdo natural € mais acentuada e consiste em andar trdpego, acentuados tremores
musculares, hipermetria, queda ao solo em posi¢des incomuns, nistagmo e marcada excitacao.
Deixados em sossego, apds pouco tempo, os animais se levantavam, sem demonstrar
quaisquer sintomas além de leve incoordenacdo. Quando ndo movimentados, observando-se
com cuidado os bdfalos afetados, as vezes constatavam-se tremores musculares e
incoordenacéo leves (BARBOSA et al., 2012). Tanto em bovinos como em bufalos, auséncia
de lesdes macroscopicas e microscopicas foram descritas (DOBEREINER; TOKARNIA;
CANELLA, 1960; BARBOSA et al., 2005; BARBOSA et al., 2012).

Ovinos mostravam tremores musculares e perturbacdes na locomocgédo; o apetite era
mantido (DOBEREINER; TOKARNIA; CANELLA, 1960). Em outro estudo, tremores
musculares discretos dos membros e da cabeca, nistagmo, midriase, balancar da cabeca,
hipersensibilidade a ruidos ou movimentos, hipermetria, ataxia, abducdo dos membros ou
ficavam deitados por longos periodos e quando eram movimentados a incoordenacgao
agravava-se e os animais por vezes caiam (ARAUJO et al., 2004). Os achados de necropsia
foram negativos (DOBEREINER; TOKARNIA; CANELLA, 1960), entretanto no exame
histolégico foram observados vactolos na camada granular do cerebelo (ARAUJO et al.,
2004; GUEDES et al., 2007), raros esferdides axonais € moderado nimero de células de
Purkinje contendo vacuolos intracitoplasméaticos (GUEDES et al., 2007), diferente do que foi
descrito por Dobereiner, Tokarnia, Canella (1960), que ndo observaram alteracoes
histoldgicas.

Caprinos intoxicados apresentavam sonoléncia, lerdeza e, poucas vezes, tremores
musculares e opisttono (DOBEREINER; TOKARNIA; CANELLA, 1960). Em outro estudo
experimental com caprinos, os sinais clinicos foram caracterizados por depresséo, sonoléncia,
tremores, hipersensibilidade a ruidos ou @ movimentagdo, movimentos laterais ou horizontais
da cabeca, incoordenacdo durante marcha, hipermetria e permanéncia com o0s membros
abertos quando em estacdo. Quando movimentados ou assustados 0s animais apresentavam
severa incoordenacdo, andar de lado e quedas, as vezes, em posi¢es ndo-usuais. Nao ha
achados macroscopicos e microscopicos significativos (DOBEREINER; TOKARNIA;
CANELLA, 1960; RIET-CORREA et al., 2003).

O principio toxico ndo foi determinado (TOKARNIA et al., 2012), e provavelmente
esta planta induza a perturbag¢Bes na neurotransmissdo por interferéncia nos seus mecanismos
bioquimicos (BARBOSA et al., 2005). Ipomoea asarifolia usada em experimentos continha

guantidades infimas de swainsonina e de calisteginas, o que indica que a planta ndo causa



doenga do armazenamento (MEDEIROS et al., 2003). O componente tremorgénico dessa
planta ou seus metabdlitos sdo eliminados no leite, 0 que pode sugerir um risco para humanos
que consomem leite de bovinos ou caprinos que consomem |I. asarifolia (LOPES et al., 2014).

No semiarido da Paraiba descreveram-se oito surtos de uma doenca tremorgénica em
bovinos, ovinos, equinos e muares. Foram observados tremores musculares, hipermetria,
ataxia, aumento da base de sustentacdo, constante estado de alerta e, em alguns casos,
decubito. Os animais recuperavam-se em 3-4 dias a duas semanas quando retirados das
pastagens, porém quando retornavam ao pasto de origem adoeciam novamente. Um ovino foi
necropsiado e ndo foram observadas lesdes macroscopicas ou microscopicas. Dois equinos
foram alimentados por sete dias com gramineas secas provenientes de fazendas onde havia
acontecido surtos da doenca. Um dos equinos apresentou sinais leves da doencga no quinto dia
de ingestdo, mas recuperou-se no dia seguinte. Esses resultados sugerem que a doenca esta

associada a ingestdo de alguma graminea, possivelmente Chloris spp (PESSOA et al., 2010).

2.2.1.1 Outras enfermidades que cursam com quadro tremorgénico
2.2.1.1.1 Micotoxicoses
Micotoxicoses sdo doencas importantes em ruminantes e equinos, principalmente na
América do Sul (RIET-CORREA et al., 2013). Micotoxinas tremorgénicas sdéo um grupo de
metabdlitos fungicos que afetam o SNC e mais de 30 substancias ja foram descritas (tanto de
fungos exo como endofiticos), principalmente do género Aspergillus, Penicillium, Claviceps e
Neotyphodium (Acremonium). Embora produzidos por espécies fungicas ndo relacionadas,
todos os metabdlitos contém uma porcdo indol modificada como caracteristica estrutural e
biologicamente ativa (SABATER-VILAR et al., 2004). Os trés principais fungos que causam
sindrome tremorgénica pela intoxicacdo por alcal6ides indole-diterpendides sdo Claviceps
paspali, Neotyphodium lolii e Claviceps cynodontis que contaminam as gramineas Paspalum
spp., Lolium perene e Cynodon dactylon, respectivamente (RIET-CORREA et al., 2013).
Paspalitrem e lolitrem sdo micotoxinas capazes de produzir tremores (“staggers”) em
animais (PHILIPPE, 2016), sendo paspalitrem produzidas por diferentes espécies do género
Claviceps que contaminam sementes de plantas do género Paspalum e Cynodon (UHLIG et
al., 2009) e lolitrem produzido por fungos endofiticos do género Epichloé/ Neotyphodium
durante o desenvolvimento simbiotico de algumas plantas (MOORE et al., 2015).
Claviceps paspali é um fungo da classe dos ascomicetos e tem sido responsabilizado
no Brasil por surtos de intoxicagdo em bovinos mantidos em pastos de Paspalum dilatatum
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(capim-melador) e Paspalum notatum (grama-de-forquilha) (TOKARNIA et al., 2012). Os
bovinos intoxicados apresentam principalmente tremores musculares e ataxia e
macroscopicamente observou-se em alguns casos, aumento do liquido cefalo-raquidiano e
hemorragias subdurais na medula. As alterac@es histoldgicas consistem em degeneracdo das
células de Purkinje e numerosos esferoides na capa granular do cerebelo. Na reproducédo
experimental da doenca, houve regressdo da sintomatologia clinica cinco dias apds os animais
pararem de ingerir a planta (RIET-CORREA et al., 1983b)

“Ryegrass staggers” é causada pela presenga de Neotyphodium lolii nas plantas da
espécie Lolium perene (azevem), embora ndo descrita no Brasil. E mais frequente na Nova
Zelandia e na Austrdlia (TOWERS, 2006). A sintomatologia classica dessa sindrome inclui
tremores generalizados (MUNDAY; MASON, 1967; ODRIOZOLA et al., 1993; MIYAZAK
et al., 2001; MIYAZAK et al., 2007), entretanto os animais podem apresentar inicialmente
tremores em localizacBes bem marcadas como cabeca (MIYAZAK et al., 2001), gliteo e
membros (MIYAZAK et al., 2007). Outras alteragdes observadas incluem incoordenacao,
marcha cambaleante, hiperestesia, fraqueza de membros anteriores e diminuido ganho de
peso. Casos mais graves podem apresentar rigidez dos 4 membros, espasmos tetanicos, ataxia
e fraqueza sem espasticidade. Essas alteragdes foram observadas em bovinos, ovinos e
equinos (MUNDAY; MASON, 1967; ODRIOZOLA et al., 1993; MIYAZAK et al., 2001;
MIYAZAK et al., 2007). Os sintomas podem regredir em 10-12 dias se 0s animais forem
retirados da pastagem (ODRIOZOLA et al.,, 1993; MIYAZAK et al., 2001). A principal
substancia tremorgénica identificada é a lolitrem B (TOWERS, 2006), bem como as hifas
endofiticas nas sementes utilizadas na alimentacdo de animais que apresentaram
sintomatologia especifica (MIYAZAK et al., 2001); em condigdes experimentais, bovinos
alimentados com quantidades pré-analisadas de lolitrem B apresentaram sinais clinicos apds
14 dias (MIYAZAK et al., 2007). Em ovelhas e bovinos que apresentaram sintomatologia por
3 semanas, foram observadas alteracdes nas celulas de Purkinje (cromatolise, picnose) e
degeneracdo axonal na camada granular do cerebelo. Os autores sugerem que as lesdes
degenerativas sdo possivelmente resultado de repetidos insultos de andxia durante 0s
episédios de convulsdo e ndo toxicidade da micotoxina aos neurbnios de Purkinje
(MUNDAY; MASON, 1967). Entretanto, a auséncia de altera¢bes histologicas em animais
com essa sintomatologia ja foi relatada (MIYAZAK et al., 2007).

A intoxicacdo relatada pelo consumo de Cynodon dactylon (grama bermuda) ja foi
descrita em bovinos no Uruguai, Argentina e Africa do Sul (ODRIOZOLA et al., 2001;
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UHLIG et al., 2009; RIVERO et al., 2011) e a toxicidade é devida & produgdo de micotoxinas
pelo Claviceps cynodontis, sendo a de maior concentracdo a paspalitrem B (UHLIG et al.,
2009). A sintomatologia ¢ caracteristica da “sindrome tremorgénica” e inclui espasmos e
tremores musculares, incoordenacdo marcada, movimento incoordenado da cabeca,
incapacidade de levantar, membros rigidos, fraqueza nos membros traseiros, movimentos
pendulares de membros anteriores e agressividade (ODRIOZOLA et al., 2001; RIVERO et al.,
2011). Muitos animais morrem acidentalmente, como por exemplo por afogamento em
corregos devido a quedas e impossibilidade de se levantar (RIVERO et al., 2011). Néo foram
observadas alteracdes patoldgicas relevantes na necropsia e a analise de contetdo ruminal e
intestinal demonstrou Cynodon dactylon como o componente predominante. A reproducgéo
experimental demonstrou sintomatologia semelhante a que ocorreu nos casos de intoxicacao
natural, porém de forma mais leve (ODRIOZOLA et al., 2001).

Aspergillus clavatus é um fungo sapréfita cosmopolita, contaminante de cereais e seus
produtos, mas também de outros alimentos, que quando estocados com alto teor de umidade
favorecem o crescimento do fungo e a producdo de toxinas (TOKARNIA et al., 2012). No
Brasil, a intoxicacdo de bovinos por essa micotoxina foi relatada em animais que consumiram
residuos de cervejaria contaminados (LORETTI et al.,, 2003b; BEZERRA et al., 2009a;
BRUST et al., 2015) e reproduzida experimentalmente através da administracdo de milho
contaminado com fungo a bovinos (COLODEL et al., 2004) e subprodutos de cervejaria ou
cultura fangica a ovinos (LORETTI et al., 2003b; BEZERRA et al., 2009b). A natureza da(s)
micotoxina(s) na sindrome tdxica relacionada a A. clavatus ainda ndo estd bem esclarecida
(TOKARNIA et al., 2012). Varias toxinas tém sido isoladas desse fungo, como a patulina
(SABATER-VILAR et al., 2004), brefeldina A (WANG et al., 2002), citocalasina E e
substancias tremorgénicas como triptoquivalina e triptoquivalona (DEMAIN et al., 1976). A
patulina é a substancia mais frequentemente isolada dos alimentos (TOKARNIA et al., 2012)
e uma das mais investigadas (MCKENZIE et al., 2004). Embora nenhuma dessas tenha sido
testada em ruminantes para determinar sua participagdo na patogénese da doenca
(MCKENZIE et al., 2004), alguns autores especulam que a enfermidade possa resultar da acéo
sinérgica de varias destas micotoxinas (VARGA et al., 2003).

Os animais intoxicados apresentam evidente alteracdo locomotora com fraqueza,
ataxia (muitas vezes mais marcada durante a movimentacdo dos animais), tremores e
espasmos musculares. Inicialmente as alteragcdes sdo mais evidentes nos membros posteriores.

Alguns animais podem ficar na “posi¢ao cdo sentado”. Uma paresia progressiva ¢ observada e
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na fase final, o animal fica em decubito permanente, apresentando paralisia flacida. Outros
sinais clinicos relatados sdo hiperestesia e hipersalivacdo (LORETTI et al., 2003b;
MCKENZIE et al., 2004; SABATER-VILAR et al.,, 2004; BEZERRA et al., 2009a;
OLIVEIRA, 2016). As lesbes macroscopicas, quando presentes, foram observadas nos
musculos esqueléticos dos membros pélvicos e tordcicos e consistiram em areas palidas
(focais a extensivas) (LORETTI et al., 2003b; BEZERRA et al., 2009a; OLIVEIRA, 2016) e
no miocéardio (OLIVEIRA, 2016).

As alteracGes microscopicas sao descritas principalmente em areas do cortex, tronco
encefélico (ponte, bulbo e mesencéfalo) e medula espinhal (LORETTI et al.,, 2003b;
SABATER-VILAR et al., 2004; MCKENZIE et al., 2004; BEZERRA et al., 20093,
OLIVEIRA, 2016) e na musculatura (MCKENZIE et al., 2004; BEZERRA et al., 2009a;
OLIVEIRA, 2016). As alteracdes descritas nos neurbnios sdo degenerativas-necréticas; o
citoplasma pode apresentar-se tumefeito, com vacuolizacdo, palidos ou eosinofilicos e com
granulacdo da substancia de Nissl e o nucleo pode encontrar-se picndtico, deslocado, em
processo cromatolitico ou ausente (LORETTI et al.,2003a; SABATER-VILAR et al., 2004;
MCKENZIE et al., 2004; BEZERRA et al., 2009a; OLIVEIRA, 2016). Em musculos com
aspecto palido na macroscopia, necrose hialina é descrita pelos autores, podendo ocorrer
mineralizagdo em lesdes mais acentuadas (MCKENZIE et al., 2004; BEZERRA et al., 2009a;
OLIVEIRA, 2016).

2.2.1.2 Patogénese das afeccdes tremorgénicas

Em humanos os tremores séo classificados como movimentos ritmicos, involuntérios e
oscilatorios de uma parte do corpo e podem ser classificados em dois grandes grupos:
tremores de repouso (que ocorre em partes do corpo que ndo foram voluntariamente ativadas e
estdo totalmente suportados contra a gravidade) e tremores de acdo (ocorrem durante a
contracdo dos musculos envolvidos). Os tremores de acdo ainda podem ser subdivididos em
posturais, cineticos, posicdo e acdo especifica e isométrico. Alguns tremores de acéo severos
podem persistir durante o repouso; para diferenciar, € necessario investigar o paciente em um
movimento “dirigido a um alvo”, pois a amplitude do movimento quase sempre diminui
durante esse tipo de teste quando o tremor é de repouso, enquanto em tremores de acdo ha
aumento ou constancia na amplitude do movimento. A amplitude em tremores de repouso

aumenta durante stress mental/concentragdo ou quando movimentos de outra parte do corpo
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sdo executados (como por exemplo caminhadas quando 0s tremores Sdo nas mAaos)
(DEUSCHL; BAIN; BRIN, 1998; DEUSCHL; PAPENGUT; HELLRIEGEL, 2012).

Uma das doencas mais conhecidas em humanos que envolve tremores é a doenca de
Parkinson (DP). O tipo classico de tremor nessa patologia é o de repouso; entretanto, alguns
tremores de acdo podem ser observados, principalmente posturais, cinéticos e de intengéo.
Geralmente os tremores sdo dominantes de um lado do corpo e extremidades de membros
superiores ¢ o tipo de movimento observado ¢ o “pill-rolling” (movimento circular ritmico
com o polegar e o indicador (DEUSCHL; PAPENGUT; HELLRIEGEL, 2012).
Macroscopicamente € possivel observar uma &rea palida na regido da substancia negra
(MELO; BARBOSA; CARAMELLLI, 2007). Modificagcbes microscopicas no sistema nervoso
central incluem perda de neurbnios dopaminérgicos que contem neuromelanina da pars
compacta da substancia nigra, neurbnios hipotalamicos, pequenos neurdnios corticais
(principalmente no giro cingulado e cortex entorrinal) e de neurdnios de outras localizagdes
como dos nicleos aminérgicos do tronco encefalico (tanto catecolaminérgicos como
serotoninérgicos), nucleo basal de Meynert (colinérgico), bem como bulbo olfatério, ganglios
simpaticos e neurbnios parassimpaticos no intestino (LANG; LOZANO, 1998), gliose e 0s
neurdnios sobreviventes podem conter corpos de Lewy; estes consistem em inclus6es
citoplasmaticas formadas principalmente por agregados protéicos. A causa da perda de
neurbnios ndo foi ainda definida, mas acredita-se que fatores genéticos, ambientais e acimulo
de proteinas estejam envolvidos (LANG; LOZANO, 1998; MELO; BARBOSA;
CARAMELLLI, 2007).

Os disturbios cerebelares em humanos normalmente se manifestam também com
tremores, alem de comprometimento da marcha (ataxia) e interpretacdo errdnea da distancia
(dismetria). Nos estagios iniciais das desordens degenerativas cerebelares, ha desequilibrio e
incapacidade de ficar numa perna ou realizar o teste “calcanhar — dedo do pé”. A medida que
a condicdo avanca, a caminhada € caracterizada por “base ampla” (abducdo dos membros) e
hd dificuldade de virar-se, o que pode resultar em quedas; ha também hipermetria,
escalonamento e balancos de um lado para o outro. Quando a ataxia é grave, os individuos ja
ndo conseguem ficar de pé ou andar sem grande ajuda e esforco. A dismetria das extremidades
é evidente na disdiadococinesia (comprometimento dos movimentos rapidos e alternados),
batimento disritmico de pés ou maos e alteragdes em diversos testes como “teste de dedo a

2 ¢

nariz”, “teste calcanhar-joelho” e tentativa de desenhar um circulo imaginério no ar com as

pernas (SCHMAHMANN, 2004).
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Substancias toxicas e toxinas também podem causar tremores em humanos
(DEUSCHL; BAIN; BRIN, 1998), como intoxicacdo penitrem A que leva a um quadro de
severos tremores generalizados e incoordenacdo (LEWIS et al., 2005).

Em doencas tremorgénicas, a utilizacio de modelos animais para estudos
experimentais é considerada de grande valia pois promovem compreensdo na patofisiologia
dessas doencas em humanos. Além disso, podem ser usados para o desenvolvimento de novas
drogas para o tratamento dessas pessoas (WILMS; SIEVERS; DEUSCHL, 1999).

Em ratos com uma mutacdo autossomal recessiva, que leva a degeneracdo de células
de Purkinkje, o principal sinal clinico é a ataxia, ficando mais severa com a maior
degeneracédo dessas celulas (MULLEN, EICHER, SIDMAN, 1976). A exposicdo neonatal ao
alcéol induz a perda de células de Purkinje e células granulares e essa lesdo cerebelar pode
induzir deficits motores (THOMAS, GOODLETT, WEST, 1998). As células de Purkinje
formam sinapses inibitérias com as células nucleares profundas e os ndcleos vestibulares
(DAMIANTI et al., 2016) e essa célula ¢ considerada “unidade funcional central” do cortex
cerebelar, pois é alvo direto ou indireto de estimulos que chegam ou saem do cerebelo e
fornece a Unica via para a saida de impulsos do cértex cerebelar (MULLEN, EICHER,
SIDMAN, 1976; BAUER-MOFFETT; ALTMAN, 1977). Desta forma, em algumas condi¢6es
em que ha lesdo nessas células, ocorre a manifestacdo de disturbios da marcha.

Alguns autores associam os efeitos tremorgénicos a alteracdes bioquimicas
envolvendo neurotransmissores. Em estudos experimentais utilizando ovinos e camundongos
que receberam Penitrem A (micotoxina tremorgénica) foi observada maior liberacdo de
neurotransmissores (glutamato, aspartato e GABA) ao nivel cerebrocortical (NORRIS et al.,
1980). Em outro experimento, ratos que receberam uma diferente micotoxina tremorgénica
(verruculogen) diretamente no sistema nervoso central apresentaram niveis maiores de
neurotransmissores excitatorios (glutamato e aspartato). Os tremores apresentados por esses
animais foram correlacionados com estimulacdo da area subcortical, sendo a atuacdo no
cerebelo também um componente importante, pois os tremores foram detectados durante
locomocdo forgada em animais que receberam baixas doses (PETERSON; BRADFORD;
MANTLE, 1982). Outro experimento utilizando uma dose Unica de aflatrem em ratos
demonstrou diminuicdo da capacidade de recaptacdo dos neutrotrasmissores GABA e
glutamato em neurénios no hipocampo, que indica provavel degeneracdo na porcdo terminal

dos ax6nios, embora hip6teses como alguma interferéncia com a sintese ou armazenamento
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desses neurotransmissores ndo possa ser completamente descartada (VALDES; CAMERON,;
COLE, 1985).

Estudo experimental utilizando ratos que ndo apresentavam neurbnios de Golgi
(alteracdes transgénicas especificas para essa inibicdo) demonstrou que inicialmente esses
animais apresentaram alteracdes motoras severas com recuperagdo incompleta. Sem essas
celulas, houve diminuigdo do efeito inibitorio do neutrotrasmissor GABA, liberado pelos
neurdnios de Golgi. Adicionalmente os receptores do tipo NMDA encontrados nas células
granulares tiveram sua eficacia comprometida. Dessa maneira, esses neurénios com funcao
inibitoria sdo essenciais para coordena¢do motora composta, além disso a integragdo sinaptica
derivada da inibicdo mediada por GABA e a ativacdo do receptor NMDA de células

granulares é critica para tais movimentos compostos (WATANABE et al., 1998).

2.2.2 Ipomoea pes caprae

Ipomoea pes caprae é uma espécie herbacea perene que se desenvolve em todo o pais,
especialmente no litoral. Apresenta caule verde ou avermelhado, rastejante e com formacéo de
raizes adventicias ao longo dos nds além de folhas alternadas, peciolo lactifero e limbo
apresentando formato varidvel, oblongo, oblongo com base auriculada ou ovalado, sempre
com o éapice recortado em dois lobos. Normalmente as plantas apresentam flor isolada nas
axilas das folhas, no entanto, pode surgir inflorescéncia em dicésio. Fruto do tipo capsula e
flores grandes e vistosas, de coloracao rosea ou purpurea, pedunculadas, calice persistente no
fruto e constituido por 5 sépalas desiguais, corola com tubo reto alargando-se gradualmente
em direcdo ao &pice, evidenciando internamente coloragcdo mais clara no fundo do tubo e
coloragcdo mais escura nas interplicas com formato triangular, as quais indicam o numero de
pétalas. Propagacdo por meio de sementes e por fragmentos do caule (MOREIRA;
BRAGANCA, 2011).

E conhecida popularmente como “salsa-da-praia”, encontrada extensivamente sobre as
dunas das praias em toda regido litoranea brasileira, tradicionalmente usada na medicina
popular como tonica e purgativa. A decocgdo das raizes e folhas dessa planta também tem
sido utilizada no tratamento do reumatismo, gota e gonorréia (BARNI; FILHO; COUTO,
2009). A pasta das folhas é aplicada para o tratamento de queimaduras, especialmente
causadas por agua-viva, pois um dos substratos exerce atividade antagonista da histamina do
veneno dessa espécie animal (WASUWAT, 1970; PONGPRAYOON; BOHLIN;
WASUWAT, 1991). Foi demonstrado que o extrato metanolico da planta exibe efeito
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espasmolitico em preparacGes de musculo liso (EMENDORFER et al., 2005), ratificando
resultados de estudos anteriores (PONGPRAYOON et al., 1989; PONGPRAYOON et al.,
1992). Estudos demonstraram o efeito insulinogénico e hipoglicemiante do extrato alcodlico
das folhas de I. pes caprae, que foi comprovado em analise comparativa com farmaco
hipoglicémico (cloropropamida), cujos resultados demonstraram que esse extrato especifico
estimulou a liberagdo de insulina in vitro e in vivo (KAHN et al., 1994). As propriedades
analgesicas da planta foram validadas por estudos pré-clinicos em camundongos, que
confirmaram que os flavondides e terpenos sdo os principais principios ativos (KROGH et al.,
1999; SOUZA et al., 2000). O extrato dessa planta apresentou potencial antitumoral em um
experimento com melanoma em ratos, em que houve diminui¢cdo do volume tumoral nesses
animais utilizados no experimento (MANIGAUHA, KHARYA, GANESH, 2015).

Essa espécie ndo deve ser confundida com |I. asarifolia, planta do mesmo género e
com aspecto e distribuicdo semelhantes (Figura 1), ja que até o momento ndo se tém
informacdo sobre a ocorréncia de intoxicacOes por I. pes caprae (TOKARNIA et al., 2012).
Pode ser diferenciada em campo utilizando-se a morfologia da folha, ja que I. pes caprae se
apresenta sempre com o apice profundamente emarginado ou em 2 lobos, e as folhas tomam a
posicdo vertical em relacdo ao solo, pois apresenta anatomia adaptada para essa posi¢ao
(MOREIRA; BRAGANCA, 2011).

Figura 1. Observar a semelhanca entre Ipomoea pes caprae (A) e Ipomoea asarifolia (B). O
que diferencia essas espécies é a morfologia da folha; I. pes caprae apresenta a folha com
apice profundamente emarginado ou em 2 lobos e em posicdo vertical em relagdo ao solo
enquanto |. asarifolia tem a folha com &pice pouco emarginado, ou ndo, e disposta paralela
em relacdo ao solo (em detalhe na foto B). (A) llha da Convivencia, S&o Francisco do
Itabapoana, RJ. (B) Manaus, foto do acervo do Professor Carlos Tokarnia.
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2.2.3 Plantas que causam doenc¢a do armazenamento
2.2.3.1 Plantas que causam glicoproteinose

Ipomoea carnea subsp. fistulosa € conhecida como algoddo bravo, canudo,
manjorana, capa-bode ou mata-cabra, e € uma planta que causa doenca de armazenamento
citosolico lisossomal em ruminantes, principalmente em caprinos (TOKARNIA;
DOBEREINER; CANELLA, 1960; BALOGH et al., 1999; ARMIEN et al., 2007; GUEDES
et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009), mas tem sido observada também em bovinos
(TOKARNIA; DOBEREINER; CANELLA, 1960; ANTONIASSI et al., 2007) e ovinos
(TOKARNIA; DOBEREINER; CANELLA, 1960). No Brasil, essa espécie de planta possui
maior importancia como planta toxica na regido Nordeste, sobretudo no vale do Rio Séao
Francisco e no Sul do Piaui, onde permanece verde durante todo periodo da estiagem
(TOKARNIA et al., 2012). Sdo consideradas as plantas toxicas mais importantes para
caprinos no Nordeste e Ilha de Marajé (RIET-CORREA,; BEZERRA; MEDEIROS; 2011).

Os principais sinais clinicos sdo de origem nervosa, observando-se incoordenagdo
motora com ataxia e dismetria, paresia (principalmente de membros posteriores) e tremores
musculares (BALOGH et al., 1999; ANTONIASSI et al., 2007; ARMIEN et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2009; TOKARNIA et al., 2012). Macroscopicamente ndo sdo observadas
lesbes significativas (ANTONIASSI et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009), embora atrofia
muscular e palidez (ARMIEN et al., 2007), edema sutil na medula espinhal, moderado
hidropericardio, congestdo das meninges e atrofia assimétrica marcada do cerebelo
(BALOGH et al., 1999) ja tenham sido relatados.

Histologicamente ocorre tumefacdo e fina vacuolizacdo de neurdnios em diversas areas
do sistema nervoso central e de células epiteliais da tireoide, do rim, figado, pancreas e de
macrofagos; adicionalmente alteraces degenerativas incluindo gliose, distrofia neuroaxonal
com formacdo de esferdides, necrose e perda de neurdnios podem ser encontradas no SNC
(BALOGH et al., 1999; ANTONIASSI et al., 2007; ARMIEN et al., 2007; OLIVEIRA et al.,
2009; TOKARNIA et al., 2012).

Ipomoea riedelii, conhecida popularmente como “anicao”, foi estudada e reconhecida
como causa de morte em caprinos na regido do semiarido da Paraiba (BARBOSA et al., 2006;
BARBOSA et al., 2007). A doenca ocorre na época da chuva e provoca 0 armazenamento de
glicoproteina nessa espécie animal (BARBOSA et al., 2006). A sintomatologia da intoxicacao
natural e experimental em caprinos é semelhante e inclui pélo aspero, depressao, perda de

peso e sinais nervosos como dificuldades em subir, ataxia, hipermetria, tremores de intencéo,
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paresia espastica principalmente nas patas traseiras, reagdes posturais anormais, nistagmo,
inclinacdo da cabega, diminuicdo do tbnus da lingua e ocasionalmente, outros sinais de
comprometimento dos nervos cranianos; os sinais clinicos sdo mais severos quando as cabras
sdo perturbadas ou assustadas (BARBOSA et al.,, 2006; BARBOSA et al., 2007). Na
necropsia geralmente ndo sdo encontradas alteracdes significativas (BARBOSA et al., 2007),
porém em alguns animais ja foram descritos ascite, hidropericardio, emaciagao e atrofia serosa
da gordura pericardica (BARBOSA et al., 2006).

Microscopicamente, as lesdes proeminentes sdo a vacuolizacdo de neurdnios em todas
as regides do sistema nervoso (porém bem proeminentes no cerebelo), esferdides axonais,
vacuolizagdo citoplasmatica em células acinares do pancreas, hepatécitos, células epiteliais do
rim, células foliculares da tireoide, células de Kupffer e macrofagos de tecidos linfaticos
(BARBOSA et al., 2006; BARBOSA et al., 2007).

Ipomoea sericophylla, popularmente conhecida como “salsa” e “jitirana”
(TOKARNIA et al., 2012) foi estudada e reconhecida como causa de mortandades em
caprinos no municipio de Sertania, em Pernambuco (PE) (MENDONCA et al., 2011) e no
municipio de S8o Sebastido do Umbuzeiro, Paraiba (BARBOSA et al., 2006) e também leva a
um quadro de doenca do armazenamento (MENDONCA et al., 2011). Na intoxicagédo natural
0s caprinos apresentam frequentemente balango da cabeca, incoordenacdo com ataxia e
dismetria, principalmente dos membros posteriores, além de paresia espastica, fraqueza,
postura anormal, nistagmo, perda do equilibrio e quedas ao serem assustados (BARBOSA et
al., 2006; MENDONCA et al., 2011); sintomas similares ocorrem nos casos de intoxicacdo
experimental (BARBOSA et al., 2007). Durante as necropsias ndo foram encontradas
alteracdes significativas (BARBOSA et al., 2006; MENDONCA et al., 2011).

As alteracOes histoldgicas sdo semelhantes as citadas anteriormente, hd vacuolizagéo
citoplasmatica de neurbnios, mais proeminente nos neurénios de Purkinje, esferdides axonais
e vacuolizagcdo em outras celulas como células acinares do péancreas, células foliculares da
tireoide, hepatdcitos, células dos tubulos renais (BARBOSA et al., 2006; BARBOSA et al.,
2007; MENDONCA et al., 2011).

Ipomoea verbascoidea, também encontrada no municipio de Sertania, PE, foi definida
como causa de doenga do armazenamento em caprinos. Mendonga et al. (2012) descreve a
intoxicacdo natural (ocorrida em periodo de chuva) e experimental em caprinos nesse
municipio; clinicamente os animais apresentaram tremores de cabeca, incoordenagdo motora

com ataxia e dismetria (especialmente nos membros posteriores), postura anormal,

17



desequilibrio e quedas e a sintomatologia se tornava mais evidente quando os animais eram
movidos ou estressados. Alguns animais apresentaram melhora completa dos sinais
neuroldgicos, porém outros tiveram sequelas como tremores musculares e de cabeca e andar
cambaleante. Nao houve alteragdes macroscopicas significativas.

Microscopicamente neurénios com citoplasma difusamente vacuolizado foram
observados em diversas &reas do SNC, principalmente neurbnios de Purkinje. Esferdides
axonais, vacuolizacdo de células acinares do pancreas, foliculares da tireoide, hepatocitos e
células epiteliais dos tubulos renais também ocorreram. Achados similares foram verificados
na intoxicacgdo experimental (MENDONCA et al., 2012).

Turbina cordata tem os nomes populares de “capoteira” ou “batata-de-peba” e é uma
planta da caatinga do semiarido nordestino. A doenca é observada na Bahia (municipios de
Juazeiro, Casa Nova e Curaca), em PE (municipio de Petrolina) e no Piaui (municipio de Séo
Raimundo Nonato) (DANTAS et al., 2007; TOKARNIA et al., 2012). A infestacdo da planta
e a prevaléncia da intoxicagdo s&o mais severas em Juazeiro (DANTAS et al., 2007). A
intoxicacdo afeta principalmente caprinos jovens, porém também é reportada com menor
frequéncia em bovinos; ovelhas parecem ndo ser afetadas (DANTAS et al.,, 2007;
TOKARNIA et al, 2012;). Tanto na intoxicagdo natural como na experimental a
sintomatologia observada foi depressdo, perda de peso, dificuldade em se levantar, ataxia,
hipermetria, posicdo de cavalete, andar lateral, tremores de intencdo, paresia espastica
(principalmente nos membros posteriores). Quando o0s caprinos sdo perturbardos ou
assustados os tremores de intencdo e a incoordenacao sdo mais acentuados e, nesses casos,
pode ocorrer perda de equilibrio e quedas. Em animais muito intoxicados o “head raising test”
(H.R.T.), teste que mantém a cabeca levantada do animal por um periodo e depois solta-se,
por 60 segundos pode induzir os tremores e as quedas (DANTAS et al., 2007; TOKARNIA et
al., 2012).

A necropsia ndo apresenta lesdes significativas e na histopatologia ha vacuolizacdo nas
células de Purkinje, de neurdnios de nucleos cerebelares e de alguns neurdnios do tronco
encefalico. Raros esferoides axonais foram observados na camada granular do cerebelo.
Vacuolizacdo citoplasmatica também foi observada em células acinares pancreaticas, células
epiteliais dos rins e celulas epiteliais foliculares da tireoide (DANTAS et al., 2007;
TOKARNIA et al., 2012).

Sida carpinifolia (L.f.) — nome cientifico aceito: Sida acuta (Burm. fil.) (ROSKOV et
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al., 2018) - é conhecida como “guanxuma”, “mata-pasto”, “vassourinha”, “rel6gio”, “vassoura
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relogio”, “guaxima”, “malva”, “vassourinha do campo”, “malva preta” e “tupitixd” e ¢
frequente em locais Umidos e sombreados das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste
(LORENZI, 2000), porém também foi observada em grande quantidade do Norte
(TOKARNIA et al.,, 2012). Apesar de ser considerada uma importante erva daninha na
agricultura, raramente é consumida pelos animais ao ponto de causar intoxicagdo
(TOKARNIA et al., 2012). Pode acometer caprinos (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et
al., 2002a), bovinos (FURLAN et al., 2008; PEDROSO et al., 2010), ovinos (SEITZ et al.,
2002; SEITZ et al., 2005) e pbneis (LORETTI et al., 2003a).

Em caprinos a sintomatologia predominantemente descrita, tanto em casos de
intoxicagdo natural como experimental, é de hipermetria, hiperestesia, tremores musculares de
cabeca e pescogo, posturas atipicas, quedas frequentes e esses sinais podem ficar exacerbados
com movimentacdo dos animais (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al., 2002a); o
H.R.T. pode provocar ataques epiletiformes, quedas subitas, nistagmo, opistétono e tetania.
Aborto foi relatado em casos de intoxicagdo natural (DRIEMEIER et al., 2000). Em ovinos a
sintomatologia é mais branda; ocorre ataxia com dismetria, tremores musculares, balanco de
cabeca, instabilidade e queda ap6s 0 H.R.T. (SEITZ et al., 2002; SEITZ et al., 2005). Bovinos
intoxicados apresentaram incoordenacéo, dificuldade de locomocéo, olhar atento, tremores (na
cabeca ou generalizados) e quedas frequentes (FURLAN et al., 2008; PEDROSO et al., 2010).
Os pobneis intoxicados tinham andar rigido, tremores musculares generalizados, dor
abdominal, quedas e decubito (LORETTI et al., 2003a). A necropsia geralmente ndo apresenta
alteracdes significativas (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al., 2002a; SEITZ et al.,
2002; LORETTI et al., 2003a; SEITZ et al., 2005; FURLAN et al., 2008; PEDROSO et al.,
2010), porém j& se relataram linfonodos mesentéricos aumentados em caprinos (COLODEL et
al., 2002a) e ovinos (SEITZ et al., 2005).

Microscopicamente a vacuolizagdo intracitoplasmatica pode ocorrer em células de
Purkinje e de neur6nios do talamo, mesencéfalo, medula espinhal, epitélio dos &cinos
pancreéticos e dos tubulos renais, nas células foliculares da tiredide, nos hepatdcitos e em
macrofagos de 6rgdos linfoides; esferoides axonais também podem ser observados na camada
granular do cerebelo (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al., 2002a; SEITZ et al., 2002;
LORETTI et al., 2003a; SEITZ et al., 2005; FURLAN et al., 2008; PEDROSO et al., 2010).

O principio toxico das plantas do género Ipomoea que causam glicoproteinose, T.
cordata e Sida carpinifolia é o alcaloide indolizidinico swainsonina, que inibe a atividade das

enzimas o- manosidase lisossomal e a-manosidase Il do aparelho de Golgi (BALOGH et al.,
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1999; COLODEL et al., 2002b; HARAGUCHI et al., 2003; BARBOSA et al., 2006;
ARMIEN et al., 2007; DANTAS et al., 2007; MENDONCA et al., 2012). Em amostras de I.
carnea subsp. fistulosa, I. riedelii e I. verbascoidea tém sido identificadas, também,
calisteginas, que sdo alcaldides nortropanicos inibidores de glicosidases, mas ndo foi
estabelecida, ainda, a capacidade desses alcaldides de causar sinais clinicos (BALOGH et al.,
1999; HARAGUCHI et al., 2003; BARBOSA et al., 2006; MENDONCA et al., 2012).
Swainsonina e calisteginas agem, respectivamente, como inibidores das manosidases e
glicosidases e desta forma levam ao acimulo de oligossacarideos no citoplasma das células
(MOLYNEUX et al., 1995).

2.2.3.1.1 Lectinohistoquimica e andlise ultraestrutural em glicoproteinose

Lectinas sdo proteinas e glicoproteinas de origem ndo imune presentes em alta
concentragdo nas sementes de leguminosas e especula-se que tenha envolvimento em
processos de germinagdo e armazenamento de carboidratos nessas plantas. Essas substancias
se ligam de forma ndo covalente a residuos de carboidratos e, dessa forma, a técnica de
lectinohistoquimica é uma ferramenta Util para deteccdo de carboidratos especificos em
celulas e tecidos (BROOKS; LEATHEM; SCHUMACHER, 1997).

Em tecidos sem alteracdo indicam os principais sitios de glicoproteinas, glicolipidios e
glicosaminoglicanos na célula e na matriz adjacente. Pode estar aumentada em células
secretorias ativas e vao estar mais concentradas na superficie dessas células, em secre¢des e
entre as células (associadas com moléculas de adesdo). Em processos patoldgicos o aumento
da concentracéo de lectinas, principalmente no citoplasma, pode ser observado, marcadamente
em doencas do armazenamento, pelo acimulo e falha no transporte de moléculas glicosiladas
(BROOKS; LEATHEM; SCHUMACHER, 1997). O diagnostico de doencas do
armazenamento lisossomal € feito com o uso da lectinohistoquimica (MURNAME; AHERN-
RINDELL; PRIEUER, 1989) e seu uso € importante também na deteccdo de substancias
complexas que contém acucar em tecidos animais relacionadas ou ndo com doengas do
armazenamento como a lipidose (ALROY et al., 1986) e a manosidose (ARMIEN et al.,
2007). Outras utilizagBes também sao descritas na literatura, como o uso de RCA para
identificar celulas da microglia (HAUKE; KORR, 1993) e avaliacdo da distribuicdo de
residuos de acucar nas cadeias de oligossacarideos de carboidratos complexos presentes na

medula espinhal, tronco cerebral e ganglios sensoriais de ratos (STREIT et al., 1985).
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As principais lectinas utilizadas em doengas do depdsito lisossomal sdo a
Concanavalia ensiformis (Con-A), Glycine max (SBA), Dolichos biflorus (DBA), Ulex
europaeus-1 (UEA-1), Tritricum vulgaris (WGA), Succinyl-WGA (sWGA), Arachis
hypogaea (PNA), Pisum sativum (PSA), Ricinus communis-1 (RCA-1), Phaseolus vulogaris
(PHA-E) e Lens culinares (LCA) (JUNIOR; RIET-CORREA; RIET-CORREA, 2013). Cada
lectina apresenta ligacdo especifica para um tipo de carboidrato, entretanto se trata de uma
“simplificagdo” da interagdo das lectinas com as moléculas de agucar, pois outras interagdes
podem ocorrer além das descritas como “especificas” para cada lectina (BROOKS;
LEATHEM; SCHUMACHER, 1997). A especificidade priméria de cada lectina esta resumina
no quadro 2.

Quadro 2 — Especificidade primaria de sacarideo para cada lectina.

Man Glc Gal Fuc galNAc glcNAc CH complexos
Con-A | LCA PNA UEA-I DBA WGA PHA-E
LCA PSA RCA SBA SWGA PHA-L
PSA SBA SJIA
GSL
SJIA
Legenda: Man= manose/ Glc= glicose/ Gal= galactose/ Fuc= fucose/ gaINAc= N-Acetilgalactosamina/
glcNAc= N-Acetilglicosamina/ CH = carboidratos (BROOKS; LEATHEM; SCHUMACHER, 1997)

As principais lectinas empregadas em caprinos intoxicados natural e
experimentalmente por 1. carnea subsp. fistulosa foram Con-A e WGA (ARMIEN et al.,
2007) e em casos de intoxicacdo por I. sericophylla e I. riedelii em caprinos observou-se
marcacdo com as lectinas Con-A, WGA, sWGA e LCA (BARBOSA et al., 2006;
MENDONCA et al., 2011). Na intoxicagdo por Sida carpinifolia as lectinas que marcaram
com maior evidéncia os neurdnios sdo Concanavalia ensiformis (Con A), Triticum vulgaris
(WGA) e succinyl-WGA (sWGA) (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al., 2002a;
LORETTI et al., 2003a; PEDROSO et al., 2010).

A microscopia eletrénica (M.E.) de transmissdo também pode ser uma ferramenta de
auxilio para o diagnostico de doengas do armazenamento, nas quais 0s vacuolos observados
na microscopia Otica representam lisossomos dilatados, rodeados por uma Unica membrana,
gue estdo vazios ou contém fragmentos amorfos membranosos ou material finamente
granulado eletrolucido (DRIEMEIER et al., 2000; SEITZ et al., 2005; BARBOSA et al.,
2006; ARMIEN et al., 2007; DANTAS et al., 2007; FURLAN et al., 2008; PEDROSO et al.,
2010).
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2.2.3.2 Plantas que causam neurolipidose
Solanum fastigiatum var. fastigiatum ocorre no sul do Brasil, é invasora de pastagens
ou de terrenos abandonados e popularmente conhecida como “joa preto” ou “jurubeba”
(RECH et al., 2006) e causa intoxicacdo em bovinos (RIET-CORREA et al., 1983; BARROS
et al., 1987; PAULOVICH et al., 2002; RECH et al., 2006; SANT’ANA et al., 2011). Os
sinais clinicos predominantes nos animais acometidos sdo hipermetria, incoordenagéo, quedas,
tremores musculares, crises epiletiformes (ocorrem quando o0s animais sdo assustados ou
excitados, porém podem ocorrer espontaneamente), permanéncia em estacdo com membros
em base ampla (RIET-CORREA et al., 1983; RECH et al., 2006; SANT’ANA et al., 2011). A
Unica alteragdo macroscépica relatada foi atrofia moderada do cerebelo (RECH et al., 2006;
SANT’ANA et al., 2011). As principais alteracdes histoldgicas sdo localizadas no cerebelo e
sdo representadas por vacuolizacao (parcial ou total) e degeneracdo das células de Purkinje,
esferoides axonais na camada granular e na substancia branca cerebelar e, em casos mais
severos, pode ocorrer perda dessas células com proliferacdo da glia de Bergmann (RIET-
CORREA et al., 1983; RECH et al., 2006; PAULOVICH et al., 2002; SANT’ANA et al.,
2011); um estudo morfométrico realizado revelou diminuicdo da espessura da camada
molecular e decréscimo do nimero de células de Purkinje (RECH et al., 2006)
Solanum paniculatum também ¢é conhecida como “jurubeba” (TOKARNIA et al.,
2012) e causa intoxicagdo em bovinos no Nordeste. Os bovinos afetados apresentam crises
epileptiformes sob forma de queda, opistétono, nistagmo, tremores de intencdo e hipermetria
(MEDEIROS et al., 2004; GUARANA et al., 2011; REGO et al., 2012). Diminuicdo do
tamanho do cerebelo foi observada em dois bovinos intoxicados naturalmente (GUARANA et
al., 2011). Microscopicamente foram verificadas células de Purkinje com vacuolizagdo fina e,
por vezes, perda dessas células com proliferagdo da glia de Bergmann; degeneracdo
walleriana e esferdides axonais na camada granular e na substancia branca cerebelar também
foram descritas (MEDEIROS et al., 2004; GUARANA et al., 2011; REGO et al., 2012).
Neurdnios vacuolizados e necréticos foram encontrados em 6bex, pedinculos cerebelares,
coliculos rostral e caudal e raramente no talamo, ndcleos da base, hipocampo e medula
oblonga em casos experimentais (REGO et al., 2012) e no nucleo gracilis em casos naturais
(GUARANA et al., 2011).
O principio téxico ainda nédo foi isolado nessas espécies de plantas (TOKARNIA et al.,

2012) mas € possivel que este seja inibidor enzimatico ou subtancia que favorega a formacéo
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de complexos lipidicos resistentes ao metabolismo (RIET-CORREA et al., 1983; BARROS et
al., 1987).

2.2.3.2.1 Lectinohistoquimica e andlise ultraestrutural em neurolipidose

As células de Purkinje mostram inclusdes lipidicas: corpos densos, corpos vesiculo-
membranosos e corpos lamelares (RIET-CORREA et al., 1983) nos casos de intoxicagdo por
Solanum fastigiatum var. fastigiatum. Em casos de intoxicacdo natural, o material
acumulado nas células de Purkinje dos animais afetados apresentou marcada afinidade pelas
lectinas SWGA, Con-A e LCA (SANT’ANA et al.,, 2011) e em condigdo experimental uma
alta afinidade foi observada com Con-A, sSWGA e também foi evidente com WGA e RCA-I
(PAULOVICH et al.,, 2002). Embora o armazenamento de substancias observadas nas
intoxicacbes por Solanum tenha natureza lipidica, 0 uso das lectinas permitiram a
identificacdo de residuos especificos de acucar e isso pode indicar que ha deficiéncia em
enzimas especificas, permitindo que os metabdlitos permanecam ligados ao lipidio
(PAULOVICH et al., 2002; SANT’ANA et al., 2011)

2.2.4 Plantas que causam ceroide-lipofuscinose

Halimium brasiliense causa intoxicacdo em ovinos no sul do Rio Grande do Sul; esta
planta cresce misturada a pastagem. O quadro clinico é caracterizado por crises epileptiformes
e durante estas, 0s animais caem e apresentam tremores musculares, flexdo ventral do
pescogo, opistotono, nistagmo, tetania e movimentos de pedalagem. Alguns animais também
apresentam lesdes cutaneas em orelhas e face. A necropsia ndo se observam lesdes
significativas e a principal lesdo na microscopia é a vacuolizagdo de hepatocitos, do cérebro e
da medula; rara formacdo de esferoides axonais ocorre. Um pigmento marrom-amarelado,
identificado como ceroide-lipofuscina foi observado em neur6nios, astrécitos, macrofagos
(inclusive células de Kupffer). A M.E. evidenciou dilatagdo segmentar axonal com
degeneracdo e desaparecimento das organelas axonais e vacuolizacdo do axoplasma no
sistema nervoso central (RIET-CORREA et al., 1995; RIET-CORREA et al., 2009).

2.2.5 Plantas que causam lesdes localizadas no SNC
Prosopis juliflora é conhecida como ‘“algaroba” ou “algarobeira” e provoca no
Nordeste a doenga popularmente conhecida como “cara torta” em bovinos (TOKARNIA et
al., 2012). Os animais acometidos apresentam atrofia da musculatura da face e masseter,
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torcdo da cabeca para mastigar, mandibula pendulosa, hipotonia e protrusdo da lingua,
salivacdo excessiva, dificuldade na apreenséo e mastigacdo dos alimentos (FIGUEIREDO et
al., 1996; TABOSA et al., 2006; CAMARA et al., 2009) e em casos experimentais, tremores
na mandibula durante a mastigacdo e bradicardia (TABOSA et al., 2006). Durante a necropsia
de casos de intoxicacao natural foram descritos atrofia dos musculos masseter (esse por vezes
com coloracdo acinzentada) e bucinador, lingua flacida, ramem e abomaso com conteudo
ressecado, palidez em figado e rins, congestdo das meninges do SNC e areas de hemorragia
difusamente distribuidas pelo encéfalo (FIGUEIREDO et al., 1996; CAMARA et al., 2009).
Vacuolizacdo, degeneracéo e perda de neurbnios do ndcleo motor do trigémeo é bem marcada
(TABOSA et al., 2006; CAMARA et al., 2009), porém outros ndcleos motores de nervos
craniais podem ser afetados (TABOSA et al., 2006). Degeneracdo walleriana é observada nos
nervos craniais afetados e atrofia (por desnervacdo) no masseter e em outros musculos
envolvidos na mastigacio (TABOSA et al., 2006; CAMARA et al., 2009).

A microcospia eletronica evidenciou mitocondrias acentuadamente tumefeitas nos
neurdnios do nucleo trigeminal, com as cristas mitocondriais dispostas perifericamente,
desorientadas e desintegradas (TABOSA et al., 2006). Alcaldides piperidinicos foram
identificados nas vagens dessa planta, entretanto ndo se sabe se essa substancia induz a lesdo
neuronal (TABOSA et al., 2000). A toxicidade parece estar relacionada com uma lesé&o
primaria, seletiva, crbnica e progressiva das mitocondrias dos neurbnios acometidos dos
nacleos motores dos nervos craniais, com consequente degeneracdo e perda do neurdnio
afetado. A degeneracdo de nervos craniais e atrofia muscular sdo consequéncia da lesao
neuronal (TABOSA et al., 2006).

Phalaris angusta é conhecida por “aveia-louca” ou “aveia de sangue” (GAVA et al.,
1999) e pode ser encontrada no oeste dos trés estados da regido Sul do Brasil (TOKARNIA et
al., 2012) e foi responsavel por dois surtos de intoxicagdo em bovinos no estado de Santa
Catarina (GAVA et al.,, 1999). Os bovinos apresentam incoordenacdo motora com andar
rigido e hipermetria, tremores generalizados, crises convulsivas e quedas (GAVA et al., 1999;
SOUSA; IRIGOYEN, 1999). Macroscopicamente s6 sdo descritas lesdes no SNC, com
coloracdo de cinza-esverdeada a azulada no talamo, mesencéfalo (GAVA et al., 1999;
SOUSA; IRIGOYEN, 1999) e medula oblonga (SOUSA; IRIGOYEN, 1999). Alterac6es
histopatoldgicas s6 foram descritas em casos experimentais; observou-se pigmento granular

marrom-amarelado no citoplasma de neurénios das regides macroscopicamente afetadas, que
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correspondiam a lisossomos tumefeitos contendo estruturas laminares com orientagdo e
densidade diferentes na microscopia eletrénica (SOUSA; IRIGOYEN, 1999).

2.2.6 Plantas com outras ac¢6es neurologicas

Hovenia dulcis, arvore comumente com 10 a 15m, é popularmente conhecida como
"uva-do-japao" e "tripa-de-galinha™ ocorre naturalmente na China e no Sul do Brasil ela é
largamente difundida pelo cultivo (CARVALHO, 1994). Embora produza grande quantidade
de frutos, os quais sdo palataveis e frequentemente ingeridos pelos bovinos (CARDOSO et al.,
2015) a intoxicacdo natural so foi relatada em caprinos (COLODEL et al., 1998). Esses
animais intoxicados apresentam quadro clinico patoldgico nervoso (TOKARNIA et al., 2012),
com sinais de ataxia, hipermetria, ranger dos dentes, pressao da cabeca contra objetos, olhar
voltado para cima com movimentos laterais compulsivos com a cabeca, agressividade,
prostracdo alternada com excitacdo e pressdo da lingua entre as arcadas dentarias (COLODEL
et al., 1998). Macroscopicamente ocorre achatamento das circunvolucGes cerebrais e necrose
neuronal (neurbnios com citoplasma mais eosinofilico, condensado e retraido, com nucleo
hipercromatico e picnotico) na substancia cinzenta, com espagos perineurais e perivasculares
sdo os principais achados histopatolégicos (COLODEL et al., 1998).

A reproducdo experimental foi realizada em bovinos (GAVA et al., 2004; CARDOSO
et al.,, 2015). O quadro clinico-patolégico é semelhante ao produzido por plantas
hepatotdxicas (TOKARNIA et al., 2012), os animais apresentam atonia ruminal, anorexia,
movimentacao frequente das narinas, orelhas e cabeca (GAVA et al., 2004; CARDOSO et al.,
2015) e fezes liquidas e fétidas (CARDOSO et al., 2015). Alguns bovinos apresentaram
sintomas como tremores musculares, decubito (GAVA et al., 2004; CARDOSO et al., 2015),
incoordenacdo motora e cegueira (CARDOSO et al., 2015). Macroscopicamente os bovinos
apresentam apenas alteracdes hepéticas (figado vermelho-escuro, com aspecto noz moscada,
leve edema de parede da vesicula biliar) e do trato gastro intestinal (mucosa rumeém/reticulo
palida com desprendimento facil, abomaso com mucosa avermelhada, colon e reto com
conteddo ressecado, grande quantidade de muco e mucosa avermelhada). Microscopicamente
havia tumefacdo/necrose hepética, congestdo, proliferacdo do epitélio biliar e necrose da
mucosa ruminal com formacéo de vesiculas (GAVA et al., 2004; CARDOSO et al., 2015).

Plantas do género Marsdenia sdo conhecidas como “mata calado” ¢ as raizes tuberosas
e os frutos sdo utilizados como veneno para matar principalmente cées e ratos. Ha, pelo

menos, duas espécies que causam intoxicacdo, sendo elas Marsdenia hilariana, uma
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trepadeira e Marsdenia megalantha, uma planta arbustiva (TOKARNIA et al., 2012).
Naturalmente e/ou experimentalmente a intoxicacdo por plantas desse género foi relatada em
ovinos (SILVA et al.,, 2006; PESSOA et al., 2011; NETO et al., 2013), caprinos (RIET-
CORREA et al., 2004; PESSOA et al., 2011; NETO et al., 2013), equinos (NETO et al.,
2013), suinos (SILVA et al., 2006; NETO et al., 2013) e bovinos (RIET-CORREA et al.,
2004; SILVA et al., 2006; PESSOA et al., 2011; NETO et al., 2013). Sugere-se que estas
espéecies de plantas contenham um glicosideo esteroidal que é uma toxina semelhante a
cynanchosida (RIET-CORREA et al., 2004; TOKARNIA et al., 2012).

Os bovinos intoxicados apresentam alteracfes na marcha (incoordenacéo, andar rigido,
debidilidade dos membros), flacidez (principalmente nos membros pélvicos) ou contracbes
tonicas (tetania), tremores e fasciculacdo muscular (principalmente na cabeca e nas orelhas
guando os animais eram estimulados), hiperestesia, hipersalivacdo com movimentos de
mastigacdo, opistétono, quedas com dificuldade de levantar, decubito lateral/esternal,
timpanismo e morte stbita (RIET-CORREA et al., 2004; SILVA et al., 2006; PESSOA et al.,
2011; NETO et al., 2013).

LesBes macroscopicas e histoldégicas podem estar ausentes, tanto em casos naturais
como experimentais de intoxicacdo (RIET-CORREA et al., 2004; PESSOA et al., 2011).
Entretanto, alteracGes ja foram relatadas em casos de intoxicacdo por Marsdenia megalantha
(NETO et al., 2013). Na intoxicagdo natural, os bovinos apresentaram congestdo e equimoses
na superficie de corte do figado, regido cortical do rim e serosa intestinal; na experimental,
edema ruminal e intestinal, vesicula biliar distendida, compactacdo do omaso e mucosa
ruminal com areas avermelhadas, erosdes e edema foram observadas. Alteracdes no SNC de
bovinos também foram descritas e incluiram assimetria sutil do hemisfério cerebral esquerdo
com éreas focais amareladas, congestdo de meninge, achatamento dos giros e herniacao
cerebelar (indicando edema); esses achados foram semelhantes aos encontrados nos ovinos,
entretanto nessa espécie as alteragcdes eram no hemisfério cerebral direito (NETO et al., 2013).

Microscopicamente, vacuolizacdo citoplasmatica das células epiteliais da mucosa
ruminal, areas focais de desprendimento do epitélio e moderado edema submucosa foram
descritos. No SNC as lesbes ocorreram no cortex do telencéfalo (necrose neuronal laminar
com evidente cromatolise, picnose e vacuolos intracitoplasmaticos em neur6nios, espongiose,
“gitter cells”, dilatagdo dos espacos perivasculares e perineural) e no cerebelo (degeneracao
das células de Purkinje com cromatdlise central e picnose). No suino, as lesdes foram mais
disseminadas pelo SNC (NETO et al., 2013).
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Polygala klotzschii tem os nomes populares de “laranjinha” e “limaozinho” e embora
predominem manifestagdes nervosas nos animais intoxicados, perturbagdes digestivas podem
ser observadas (TOKARNIA et al., 2012). Embora s6 ocasionalmente essa planta seja
responsavel por intoxicacdes, relatos ja foram descritos em bovinos nos estados de Sdo Paulo
e Mato Grosso do Sul (CAMARGO et al., 1968; TOKARNIA; DOBEREINER; CANELLA,
1976). A principal condicdo associada a intoxicagdo e provavelmente a fome (TOKARNIA et
al., 2012). Os principais sinais clinicos consistem em perturbacdes nervosas caracterizadas por
forte instabilidade e rapida queda ao solo, movimentos desordenados com a cabeca (sobretudo
em sentido horizontal) podendo bater fortemente contra obstaculos, fortes contracoes
musculares generalizadas e decubito lateral. Alem da sintomatologia neurolégica os animais
apresentam respiracdo acelerada, irregular e laboriosa, com expiracdo sob forma de gemidos e
diarreia acentuada (TOKARNIA; DOBEREINER; CANELLA, 1976).

Macroscopicamente a planta pode ser identificada no rimem, a mucosa do abomaso e
de todo intestino aparece variavelmente congesta e por vezes com petéquias. Em alguns casos
as placas de Peyer e os linfonodos mesentéricos ficam congestos. Microscopicamente ha
necrose com figuras de picnose e cariorrexia em todo tecido linfoide, principalmente nos
foliculos linféides do bago e dos linfonodos externos e viscerais, das placas de Peyer e do
tecido linfoide peribronquial. Necrose das células epiteliais da mucosa do intestino delgado,
sobretudo do jejuno e ileo também foi relatada (TOKARNIA; DOBEREINER; CANELLA.,
1976). O principio toxico isolado da planta foi a 5-metoxi-podofilotoxina (BUSAM, 1985),
entretanto, 0s sintomas parecem ser uma combinacdo dos efeitos toxicos de diversas
substancias encontradas nessa planta. A reabsor¢do do principio tdxico é elevada pelas
saponinas e os glicosideos sdo toxicos também em testes in vitro contra fibroblastos e
linfocitos (KREBS; SOLLINGER, 1996).

Ricinus communis ¢ uma planta arbustiva conhecida como “mamona” ou
“carrapateira” e a ingestdo das folhas e pericarpo provoca sintomatologia neurologica,
enquanto a ingestdo de sementes tem efeito irritativo sobre a mucosa do trato digestorio. A
condicdo que leva os bovinos a ingerirem as folhas é provavelmente a fome (TOKARNIA et
al., 2012). Os principais sinais clinicos em bovinos sdo andar desequilibrado, tremores
musculares, deitam-se com dificuldade apds curta marcha e mostram, sialorréia, movimentos
de mastigacdo e, as vezes, eructacdo excessiva (TOKARNIA, DOBEREINER, CANELLA,
1975; DOBEREINER, TOKARNIA, CANELLA, 1981; TOKARNIA et al., 2012). Em estudo
experimental com ovinos o quadro clinico foi semelhante (BEZERRA; BRITO, 1995). Em
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altas doses ha& convulsdes clonicas e estimulacdo do sistema nervoso central em ratos
(FERRAZ et al., 1999; FERRAZ et al., 2000).

As folhas contem ricinina, um alcaldide neurotoxico que, em estudos in vitro, inibem a
cadeia respiratoria (FARAH et al., 1988). Essa substancia também é encontrada no pericarpo
da fruta (FERRAZ et al., 1999). O mecanismo de acdo envolve neurotransmissores e um sitio
especifico do receptor GABAa. Em experimentos realizados em cobaias foi observado
aumento da liberacdo de glutamato no cortex cerebral que ndo foi acompanhada por
significativa liberacdo de GABA e isso poderia estar implicado na génese da convulsao
induzida por ricinina, que pode ser agravada pelo bloqueio pos sinaptico parcial de receptores
GABAA por essa substancia (FERRAZ et al., 2000; FERRAZ et al., 2002). Outros
componentes tém propriedades semelhantes a neurolépticos e podem estar associadas com a
sintomatologia (FERRAZ et al., 1999).

2.2.7 Plantas que contem tiaminase
Equisetum ¢ popularmente conhecida como “cavalinha” e no Brasil s6 ha histéricos da

intoxicacdo em equinos (RIET-CORREA; SOARES; MENDES, 1998; TOKARNIA et al.,
2012) e s6 ocorreram surtos em Minas Gerais (Tridngulo Mineiro), Bahia e Séo Paulo (RIET-
CORREA; SOARES; MENDES, 1998; TOKARNIA et al., 2012). Os equinos acometidos
apresentam emagrecimento e perturbacGes de origem nervosa como perda do controle
muscular, andar cambaleante, tremores e quedas (ALVIM, 1998; TOKARNIA et al., 2012).

Pteridium aquilinum é conhecida como “samambaia” (TOKARNIA et al., 2012) e, no
Brasil, sob condi¢cBes naturais sO relata-se intoxicacdo por asininos no litoral do Parana
(DINIZ; BASILE, 1984). Clinicamente os asininos apresentaram anorexia, incoordenagéo dos
membros posteriores, andar cambaleante, membros afastados e quando tratados com tiamina
alguns se recuperam (DINIZ; BASILE, 1984). A reproducdo experimental foi realizada em
equinos e apresentaram incoordenacdo progressiva, sudorese intensa, mioclonias, movimentos
de pedalagem e episodios convulsivos (FERNANDES et. al., 1990).

Em ambas intoxicacfes ndo foram descritas alteragdes macroscopicas nem histologicas
relevantes. O tratamento preconizado é a administracdo de tiamina, porém quando o animal
esta em fase final, pode ndo surtir efeito (DINIZ; BASILE, 1984; ALVIM, 1998).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Locais de execucdo do trabalho

O estudo foi conduzido através de uma parceria entre a Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ) e as seguintes instituicdes: Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e
Universidade de Medicina Veterinaria de Minnesota (UMN).

O acompanhamento clinico e necropsias dos animais intoxicados espontaneamente por
Ipomoea pes caprae ocorreram no setor de Clinica Médica de Grandes Animais do Hospital
Veterinario da UENF e na propriedade de ocorréncia do surto. A reproducdo experimental da
intoxicacdo e acompanhamento clinico desse animal ocorreu no setor de Clinica Médica de
Grandes Animais do Hospital Veterinario da UENF. As analises bioquimicas foram realizadas
pelo Laboratério de Clinica e Cirurgia Animal da mesma instituicéo.

O exame histopatoldgico e a avaliacéo lectinohistoquimica foram feitos no Setor de
Anatomia Patoldgica, localizado no Anexo | do Instituto de Veterindria da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Km 47, Seropédica.

Exames complementares histoquimicos e imunohistoquimicos, alem da avaliacdo
ultramicroscopica, foram realizados no Laboratorio de Diagnéstico da Universidade de
Medicina Veterinéria de Minnesota (UMN), Estados Unidos da América (EUA).

Exame imunohistoquimico para Encefalopatia Espongiforme Bovina (BSE) foi

realizado no Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

3.2 Visitas a propriedade de ocorréncia do surto

Foram realizadas seis visitas (4 visitas em 2013 e 2 visitas em 2014) a propriedade na
qual foram observados animais com sintomas neurol6gicos sugestivos de sindrome
tremorgénica.

Essa propriedade esta situada em uma das ilhas do delta (Ilha da Convivéncia, situada no
Municipio de Sdo Francisco do Itabapoana, RJ) no encontro do rio Paraiba do Sul com o mar,

latitude 21° 36' 0" Sul e longitude 41° 1' 60" Oeste, mesorregido norte fluminense.

3.3 Identificacdo botanica da planta
Amostras de plantas colhidas na propriedade da Ilha da Convivéncia — local da
ocorréncia do surto — foram posicionadas entre folhas de papel, de forma que pudessem ser

29



analisadas todas as partes da planta e prensadas por 24h, com subsequente troca dos papéis e
repeticdo do processo por 14 dias. As exsicatas obtidas foram enviadas ao Departamento de
Botanica do Instituto de Biologia da UENF para identificacdo taxondmica, sendo

identificadas como Ipomoea pes caprae.

3.4 Animais
3.4.1 Intoxicacdo espontanea

Durante as visistas realizou-se observacdo dos 12 bovinos criados na propriedade.
Como os animais eram criados soltos a pasto, a avaliacdo foi realizada pela anéalise do
comportamento dos mesmos a campo, principalmente o padrdo da marcha e a presenca de
tremores.

O exame neurolégico completo (seguindo modelo do anexo B) so foi realizado em trés
bovinos com sinais neuroldgicos mais evidentes. Esses trés animais afetados naturalmente
foram uma novilha (bovino 1), um touro (bovino 2), e um garrote (bovino 3), mesticos
Nelore. Eles foram examinados e acompanhados periodicamente, de forma mais criteriosa,
desde a primeira visita a propriedade até o 6bito.

Dois destes animais (bovino 1 e 3) foram eutanasiados mediante sedacdo com
cloridrato de xilazina a 2% por via intramuscular na dose de 0,2 mg/Kg, seguida da
aplicacdo de 50 ml de cloridrato de lidocaina a 2% no espaco atlantoccipital e necropsiados
imediatamente ap6s a morte. O touro (bovino 2) morreu afogado apds queda (decorrente da
sindrome tremorgénica) proximo de um cérrego. A necropsia desse animal também foi

realizada imediatamente apds a morte.

3.4.1.1 Acompanhamento clinico
Trés animais (bovinos 1, 2 e 3) foram submetidos ao exame clinico segundo as
recomendagBes de Rosemberger (DIRKSEN; GRUNDER; STOBER, 1993). Além dos
parametros gerais, 0 exame neuroldgico especifico para enfermidades do sistema nervoso foi
realizado, com o objetivo de correlacionar a sintomatologia a localizacdo das lesGes e delinear
parametros para o diagndstico clinico da enfermidade. Essa avaliacdo foi realizada de acordo

com ficha em anexo B.

3.4.1.2 Necropsia e histopatologia
A necropsia foi realizada imediatamente ap6s 0 6bito e fragmentos de figado, vesicula
biliar, rins, baco, tecido subcutaneo e pele, linfonodos além de glandulas salivares, pancreas,
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adrenal, bexiga, intestinos delgado e grosso, ramen, reticulo, omaso, abomaso, pulmdes,
coragdo, testiculo ou ovério, encéfalo, medula, jungdo costocondral, tiredide, hipofise, globo
ocular e masculos foram coletados. Os fragmentos colhidos foram fixados em formalina
(tamponada) 10%, exceto o SNC, que foi fixado em formalina (tamponada) 20%. O formol
foi trocado oito horas apos a primeira fixacdo e novamente depois de 24 horas. As amostras
foram fixadas imediatamente, com exce¢do dos fragmentos de musculos, que foram fixados
trés horas ap0s o 6bito do animal.

Apbs a fixacdo em formalina tamponada, os fragmentos foram desidratados em quatro
banhos utilizando alcool etilico P.A.(dois minutos em cada), diafanizados em dois banhos de
xilol (quinze minutos em cada), incluidos em parafina (aproximadamente 60°C) e cortados em
micrétomo a espessura de 5 micrémetros. Os cortes foram corados pela Hematoxilina e
Eosina e as laminas examinadas em microscopio Optico (Nikon Eclipse E200). As
fotomicrografias foram obtidas por um microscopio Zeiss Axioscope al com camera
Axiocam ic5 de 5 megapixels

3.4.1.3 Histoquimica e imunohistoquimica

A imunohistoquimica foi realizada para sinaptofisina e calbindina. Cortes histol6gicos
de 4mm foram desparafinados e reidratados em banhos de alcool (concentragdo decrescente).
A recuperacgdo antigénica foi realizada através do método de “revelacao de epitopo induzido
por calor (HIER)” utilizando equipamento que combina calor e pressdo (Biocare Decloaking
Chamber - Biocare Medical®, Concord, CA) e solucdo especifica de recuperacdo (Target
Retrieval Solution - Dako®; cat. #: S1699) com pH 6,0 ou 9,0. Peroxidase enddgena foi
bloqueada com solucéo de peroxido de hidrogénio a 3% por 15 minutos. Sitios de ligacdo néo
especifica foram bloqueados com soro de cabra na concentragdo de 1:10 em solucdo tampéo
(TRIS) por 15 minutos. Apds esses procedimentos, o material foi incubado com os anticorpos
especificos: anti-calbindina (Swant® CB300, monoclonal — clone 300), na diluicdo 1:1000 e
método overnight a 4°C e anti-sinaptofisina (Dako® MO0776, monoclonal- clone SY38) na
diluicdo 1:50 (1,28 ug/ml) por 45 minutos, em temperatura ambiente. ApOs esse
procedimento, as laminas foram incubadas com polimero conjugado com anticorpos
secundarios (EnVision+/HRP Goat anti-Mouse 1gG- Dako®; cat. #: K4001) por 45 min. A
imunoreatividade foi detectada pelo cromégeno AEC (3-amino-9-etilcarbazol) (Dako®; cat.
#K3469) por 5-15 minutos. As laminas foram contracoradas com hematoxilina de Mayer por

5 minutos.
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Para a impregnacdo pela prata Bielschowsky os cortes foram desparafinados e
hidratados até a agua destilada e depois colocados em solucao de nitrato de prata a 20%, pré-
aquecida a 37°C por 15 minutos. Depois lavados com &gua destilada e solucdo de prata
amoniacal (nitrato de prata com hidréxido de aménio) foi colocada sobre os cortes por 15
minutos, a 37°C, na estufa. Apds essa etapa os cortes foram colocados na solucdo de
hidréxido de amonio a 1%, por 1-3 minutos. Depois foram colocados na solucdo de prata
amoniacal com solucdo de revelagédo (formalina a 10%, ndo tamponada, 4gua destilada, acido
nitrico concentrado e acido citrico) de 3 a 5 minutos. Os cortes foram mergulhados na solucéo
de hidroxido de amonio a 1% para interromper a reacdo com a prata e retornaram a solucao de
revelagdo com prata amoniacal, por 3 minutos. Os cortes foram lavados em solucdo de
hidroxido de amonio a 1%, por 3 minutos. Acrescentou-se a solucdo de tiossulfato de sodio a
5% (solucdo redutora) por 5 minutos. Depois os cortes foram lavados em agua destilada,
desidratadas e clarificadas com alcool e xilol respectivamente e montadas em meio resinoso.

Para a realizagdo de imunohistoquimica para encefalopatia espongiforme bovina
(BSE) os cortes histologicos foram desparafinados e tratados em solucdo 10% de peroxido de
hidrogénio (Merck, Darmstadt, Germany) em metanol por 20 minutos, lavados em &gua
destilada e tratados com &cido formico (Merck, Darmstadt, Germany) por cinco minutos.
Posteriormente, realizou-se: a lavagem com agua destilada e TBS (Tris base, Tris-HCI, NaCl;
DAKO®, Carpinteria, USA), por dois minutos; lavagem rapida com 0,1% de Ttween (Sigma
Chemical Co., Saint Louis, USA) diluido em TBS, por um minuto; lavagem em &gua
destilada, por um minuto; tratamento com proteinase K (DAKO Cytomation, Carpinteria,
USA), por 40s e lavagem em 4&gua destilada gelada. Para a diminuicdo das ligacdes
inespeciicas, utilizou-se leite desnatado (Molico®, Nestle, Brasil) na diluicdo de 5%, por 20
minutos, e lavados em TBS, por dois minutos. Os dois anticorpos monoclonais anti-prion
mAb P4 e F99/97.6.1 (VMRD Pullman, EUA) foram diluidos em 1:500 em solugdo tampé&o
(PBS) cada um e misturados e os cortes histoldgicos incubados a 4°C com 0s anticorpos em
camara umida por 18 horas. Posteriormente, aplicou-se o anticorpo secundario biotinilado por
20 minutos e o conjugado estreptavidina-peroxidase (DAKO LSAB 2 kit®, DAKO Corp.,
Carpinteria, EUA) por 20 minutos. A reacdo da IHQ foi revelada com cromogeno 3,3-
diaminobenzidina (DAB, DAKO Corp., Carpinteria, EUA) ou cromogeno AEC (3-amino-9-
etilcarbazol) durante um minuto, e as laminas contracoradas com hematoxilina por 30

segundos.
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3.4.1.4 Avaliagdo lectinohistoquimica

SecOes histologicas do sistema nervoso central foram desparafinadas, hidratadas, e
incubadas em perdxido de hidrogénio a 3% em duas etapas de 15 minutos (diluicdoo do
peréxido no momento do procedimento) para bloqueio de peroxidases enddgenas. Apds a
lavagem das laminas por dois minutos com tampéo fosfato (PBS), estas ficaram submersas
em tampdéo citrato (pH 6,0) para recuperacdo antigénica, por 15 minutos em banho-maria a
98°C. Apos esse procedimento, deixar 15 minutos resfriando em temperatura ambiente e lavar
com agua destilada. O bloqueio de reacGes inespecificas foi realizado com leite desnatado a 5
% (Molico® - Industria Brasileira). Os cortes foram incubados “overnight” com lectinas
(Vector Laboratories, Burlingame, Califérnia, 94010, USA) na dilui¢do de 5ug/mL (exceto as
lectinas Con-A com dilui¢do de 0,5 pg/mL e RCA pg/mL com diluicdo de 1,0) em PBS.
Utilizamos as lectinas Canavalia ensiformis agglutinin (Con A; a-d-Man; a-d-Glc-specific),
Dolichos biflorus agglutinin (DBA; a-d-Gal-Nac-specific), Glycine Max agglutinin (SBA; a-
d-GalNac; b-Gal-specific), Arachis hypogaea agglutinin (PNA; b-d-Gal/(1-3)GalNAc-
specific), Ricinus communis agglutinin-l (RCA — I; b-d-Gal-specific), Ulex europaeus
agglutinin- (UEA-1; a-L-Fuc-specific), Triticum vulgaris agglutinin (WGA; a-d-
GIcNAc/NeuNAc-specific, Succinyl-WGA (SWGA), Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia
(GSL), Sophora japonica (SJA), Pisum sativum (PSA), Phaseolus vulgaris (PHA-L e PHA-
E), Lens culinaris ou L. esculenta (LCA) (Lectin Kit Biotinylated BK 1000 e 2000, Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA), posteriormente incubadas com o complexo
streptavidina-peroxidase (apenas gota vermelha - Vector Laboratories Inc.) por 20 minutos.
Todas as segdes foram contra-coradas com hematoxilina de Harris e avaliadas em
microscopio optico (Nikon Eclipse E200). Para comparacdo dos padrbes de marcagdo foram
utilizados cortes do encéfalo de ovino intoxicado por Sida carpinifolia, planta que causa
doenga do armazenamento (material de SANTQOS, 2018); de um bovino intoxicado por
Ipomoea asarifolia, planta que causa sindrome tremorgénica (material de TORTELLI et al.,
2008) e de um bovino saudavel. As fotomicrografias foram obtidas por um microscépio Zeiss

Axioscope al com camera Axiocam ic5 de 5 megapixels.

3.4.1.5 Microscopia Eletrénica de Transmisséao

Apos a fixagdo em formol tamponado a 20%, fragmentos de 1mm? de sistema nervoso
central foram refixados em glutaraldeido tamponado a 3%, em solucdo de cacodilato de sédio
a 0.166 M (ElectronMicroscopySciences, Hatfield, Pennsylvania), sequido de uma segunda
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refixacdo em tetroxido de 6smio a 1%. Os tecidos foram desidratados em uma bateria de
alcool e incluidos em resina (ElectronMicroscopySciences). As amostras foram emblocadas e
cortadas em um ultramicrotomo Leica UC6 (Leica Microsystems). Os cortes (60-90 nm)
foram coletados em grades de cobre de 100-mesh (ElectronMicroscopySciences),
contrastados com acetato de uranila a 5% por 20 minutos e lavados por solucdo de citrato de
Satos’ por 6 minutos.

As seccOes foram examinadas em um microscépio eletrénico de transmissdo (JEOL
Ltd., Tokyo, Japan). As dimensbes das estruturas celulares foram analisadas através do
software iTEM (Olympus SIS, Munster, Germany), no Laboratério de Diagnostico da
Universidade de Medicina Veterinaria de Minnesota, USA, pelo professor Anibal Armién.

3.4.2 Reproducéo experimental

O experimento, submetido e aprovado pela comissdo de ética e experimenta¢do animal
(CEUA protocolo 222), foi conduzido no Setor de Clinica Médica de Grandes Animais da
UENF.

No estudo experimental utilizou-se um bezerro macho, mestico Girolando com 110 kg
de peso vivo, sem alteracOes ao exame clinico, desverminado e tratado contra ectoparasitas 15
dias antes do inicio do experimento (ivermectina na dose de 0,2mg/kg). A principio, sua
alimentacdo era composta de volumoso a vontade, Pennisetum purpureum (Capim Elefante),
picado, ad libitum e 1 kg de concentrado dividido em duas porcdes ao dia.

Iniciou-se o fornecimento de I. pes caprae na quantidade de 20 a 30 g por kg/PV dia,
com a finalidade de avaliar a toxidade e seus efeitos. A planta era coletada no local do surto
de intoxicacdo a cada quatro dias e conservada, sob refrigeracdo entre 2 e 8°C.
Adicionalmente foi mantida a suplementagcdo com concentrado para que o animal néo

desenvolvesse subnutricao.

3.4.2.1. Acompanhamento clinico
O animal foi observado de seis em seis horas e 0 exame fisico geral e neuroldgico,
segundo as recomendacOes de Rosemberger (DIRKSEN; GRUNDER; STOBER, 1993),
realizado de 12 em 12 horas. Apds o inicio da sintomatologia nervosa (sindrome
tremorgénica) a administracdo de I. pes caprae foi suspensa com objetivo de se constatar a
possibilidade de eventual recuperacdo do animal. O exame neurolégico completo (seguindo
modelo do anexo B) também foi realizado.
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Amostras de sangue foram coletadas pela puncdo da veia jugular, sendo utilizados tubos
vacuolizados com anti-coagulante (EDTA, para analises hematoldgicas) e sem anti-coagulante
(para analises bioquimicas). Realizou-se, no laboratdrio de patologia clinica da UENF,
hemograma (12° e 20° dias pds inicio dos sintomas), plaquetometria, perfil bioguimico
(avaliacdo de glicose, ureia, creatinina, GGT, ALT, AST) e exame coproparasitoldgico.
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4 RESULTADOS

4.1 Animais intoxicados naturalmente
4.1.1 Historico e Anamnese

Em janeiro de 2013, um bezerro girolando de aproximadamente nove meses de idade,
foi trazido ao Hospital Veterinario da UENF com sinais clinicos neuroldgicos, caracterizados
por sindrome tremorgénica, em um grau acentuado. Durante a anamnese 0 proprietario relatou
gue outros bovinos morriam esporadicamente naquele local com os mesmos sintomas ha pelo
menos 20 anos. O proprietario optou por leva-lo de volta a propriedade para tentar recuperéa-
lo, porém o animal morreu. Relatou-se ainda, que havia aproximadamente 12 bovinos, trés
equinos e um carneiro na ilha, mas apenas bovinos teriam apresentado sintomatologia, embora
0 mesmo relate que os outros animais também consumiam a planta; no més de agosto ha
maior escassez de alimento e sem op¢do, 0s animais comecam a ingerir a planta. Periodos de
maré muito alta contribuem para diminuicdo de forrageiras e restringem a éarea de pastejo, na
qual praticamente sé ha a planta. O proprietario relatou que as mortes de animais foram mais
frequentes nos Gltimos trés anos.

Durante a primeira visita, no dia 10 de janeiro de 2013, o proprietario informou que
uma novilha (bovino 1) de aproximadamente dois anos e meio de idade, havia abortado ap6s
apresentar sintomas de sindrome tremorgénica. Ao perceber que a suspensdo da ingestdo da
planta causava a remissdo dos sintomas, o proprietario tratava alguns animais acometidos
amarrando-os e fornecendo capim picado, mas devido a escassez de forragem na ilha, os
animais terminavam por ser soltos e o quadro clinico recidivava. Realizou-se inspecdo das
pastagens utilizadas pelos animais e verificou-se predominancia de I. pes caprae (Figuras 2-5)
e pastejo da planta por parte dos bovinos em grande parte da ilha. Havia escassez de forragem
no solo e sinais de invaséo da ilha pelo mar. Foi entdo estabelecida a suspeita de intoxicacéo
por |. pes caprae.

Nas 3 visitas seguintes (05 de junho, 03 de julho e 17 de setembro de 2013), observou-
se que esta mesma fémea apresentou sinais mais acentuados e um touro (bovino 2) de trés
anos de idade evidenciou sintomas discretos, porém ndo apresentou a crise tremorgénica
quando estimulado. Este altimo morreu afogado.

Nas duas visitas realizadas em 2014 (27 de novembro e 11 de dezembro), outros
animais apresentaram sindrome tremorgénica, em variados graus de intensidade. Um garrote

(bovino 3), mestico, macho, foi identificado com altera¢fes neuroldgicas na fase inicial, e 0
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proprietario afirma que o animal ficou 15 dias na Ilha apenas com acesso a planta como fonte
de alimento, ficou trés dias sem se alimentar e s6 no 4° dia comegou a ingerir a Ipomoea pes
caprae. No total, pelo menos 7 dos 12 animais da propriedade apresentaram sinais clinicos
compativeis com sindrome tremorgénica. O proprietario relatou que como se tornou inviavel a
criacdo de animais naquele local, por vezes ele retirava o animal do pasto e ap6s posterior
recuperacdo o mesmo vendia esse animal.

SO foi possivel realizar a necropsia de trés animais: da novilha de aproximadamente
dois anos e meio de idade (bovino 1), do touro com trés anos de idade (bovino 2) e do garrote
macho (bovino 3). Na necropsia ndo havia alteracdes relevantes. Além dessas 3 mortes, 0

proprietario relatou que ocorreu mais um obito, totalizando entdo 4 animais.

4.1.2 Sinais clinicos

O bezerro trazido ao hospital em janeiro apresentava tremores, incapacidade em se
manter em estacdo, marcada diminui¢do do ténus muscular, sede acentuada e inapeténcia. A
resposta a estimulos foi verificada, embora a capacidade de reagir estivesse bastante
diminuida.

Durante a primeira visita a ilha, o bovino 1 apresentou sinais clinicos caracterizados
por tremores da cabeca, andar incoordenado, decubito e paralisia que se exacerbavam quando
a aproximagao e movimentos de ameaga eram realizados (Figuras 6 e 7).

Nas 3 visitas seguintes, 0 bovino 1 apresentou sinais acentuados da sindrome e o
bovino 2 evidenciou tremores discretos na regido da cabeca, porém ndo apresentou a crise
tremorgénica quando estimulado. Em uma das crises desse animal, 0 mesmo ndo conseguiu se
levantar e acabou morrendo afogado (Figuras 8 e 9).

Nas duas visitas em 2014, o bovino 3 foi identificado com alteracfes neuroldgicas em
fase bastante inicial, e o proprietario afirma que o animal ficou 15 dias na llha apenas com
acesso a planta como fonte de alimento, ficou trés dias sem se alimentar e s6 no 4° dia
comecgou a ingerir a Ipomoea pes caprae (Figuras 10 e 11). Outros animais apresentaram
sinais tremorgénicos, alguns com episédios de duragdo média de 20 minutos e posterior
recuperacdo parcial, caso ndo houvesse novo estimulo. Nesta fase os principais achados foram
intensa ataxia locomotora com balancar da cabeca, base ampla (abdugéo principalmente dos
membros posteriores), tremores nos membros tordcicos e pelvicos constantemente
exacerbados com o estresse. Apds a aproximacéo e intensificacdo do estresse verificavam-se

guedas, incapacidade em se levantar, membros flexionados. Na tentativa de se levantar, ap6s
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decubito esternal, o animal o fazia apenas com os membros anteriores. Ndo foram verificadas
variagOes significativas de temperatura, frequéncia cardiaca e respiratoria. Embora seja dificil

uma avaliagdo mais precisa, a evolucdo da doenca era cronica.
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Figura 2. Area invadida por Ipomoea pes caprae, llha da Convivéncia,

Sdo Francisco do Itabapoana, RJ. Notar caracteristica rasteira da planta.

Figura 3. Flor da Ipomoea pes caprae, llha da Convivéncia, Municipio de S&o

Francisco do Itabapoana, RJ.
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Figura 4. Folha da Ipomoea pes caprae, Ilha da Convivéncia, Sdo
Francisco do Itabapoana, RJ. Notar caule (seta) verde, peciolo
(cabeca de seta) avermelhado e folhas alternadas e simples, com
limbo (estrela) apresentando formato variavel, oblongo, oblongo
com base auriculada ou ovalado, sempre com o apice recortado em

dois lobos.

Figura 5. Caule da Ipomoea pes caprae, llha da Convivéncia, Sao

Francisco do Itabapoana, RJ. Notar a lactescéncia da planta.
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Figura 6. Bovino 1. Intoxicacdo natural por Ipomoea pes caprae. Animal com marcada

incoordenacao motora.

Figura 7. Bovino 1. Intoxicacdo natural por Ipomoea pes caprae. Animal em decubito
lateral apds queda ocasionada por tremores.
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Figura 8. Bovino 2. Intoxicacdo natural por Ipomoea pes caprae. Animal em dectbito
esternal com dificuldade de se levantar apds queda.

Figura 9. Bovino 2. Intoxicagdo natural por Ipomoea pes caprae. Na tentativa

de se levantar, o animal o fazia apenas com membros anteriores.
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Figura 10. Bovino 3. Intoxicacdo natural por
Ipomoea pes caprae. Animal com desequilibrio,

mantendo abdugdo de membros posteriores.

Figura 11. Bovino 3. Intoxicacdo natural por Ipomoea pes caprae. Animal (pelagem

castanha) com marcha incoordenada.
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4.1.3 Achados macroscopicos
Durante a avaliagdo necroscopica de trés animais intoxicados naturalmente observou-
se significativa quantidade de folhas e peciolos de I. pes caprae no conteddo ruminal. Nos

demais 6rgdos ndo foram observadas alteracdes significativas.

4.1.4 Achados microscépicos

O estudo histopatoldgico do SNC evidenciou, na substancia cinzenta do cortex,
alteracdes neuronais regressivas, sob forma de tumefacdo, vacuolizacdo e cromatolise com
evolucdo para lise acompanhadas de proliferacéo astrocitéria (astrogliose), edema astrocitario
e satelitose. Alteracdes semelhantes foram observadas em diversas areas da base do cérebro e
no “H” medular. Na substancia branca, independente do local, havia edema de astrocitos e da
neuropila. No cerebelo observaram-se cromatolise de células de Purkinje com torpedos
axonais na camada molecular (Figuras 12-14), alteracbes degenerativo-necrdticas nos
neurdnios de Golgi (Figuras 15 e 16), alem de edema astrocitario e astrogliose na substancia
branca (Figuras 17 e 18). As descri¢cbes microscopicas de cada animal estdo no quadro 3.

N&o foram observadas alteracfes relevantes nos demais 6rgaos avaliados.
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Quadro 3. Alteragoes histologicas do Sistema Nervoso Central dos bovinos intoxicados

Estrutura do SNC Alteracdes histologicas Localizacédo
afetada
Bovino 1
Neurdnios — Nucleos superiores (bilateral) com neurdnios necréticos Tronco encefalico - Bulbo
corpo celular Raros neurdnios necréticos Tronco encefdlico - Entre Bulbo e
mesencéfalo
Necrose e cromatolise de alguns neurénios Cerebelo
Raros neurdnios de Purkinje necréticos
Neurdnios - Raras cdmaras de digestdo Tronco encefdlico - Entre Bulbo e
prolongamentos _ , mesencefalo
Alguns esferoides axonais Cerebelo
Astrocitos Astrogliose, com astrocitos aumentados de volume | Telencéfalo
(tumefeitos) e com alteragdes morfoldgicas. Diencéfalo — base do cérebro
Tronco encefalico —mesencéfalo
Na substdncia branca os astrécitos apresentaram-se | Cerebelo
vesiculares, ndcleos atipicos, cromatina margeada, limites
celulares bem delimitados, alguns esferoides axonais
\Vasos Perivasculite mononuclear leve Telencéfalo- préximo ao nucleo caudato
Diencéfalo — base do cérebro
Neuropila Microvacuolizagdo da neuropila (edema) Telencéfalo- préximo ao hipocampo
Focos de gliose e microgliose na neuropila com inflamagdo | Diencéfalo - Base do cérebro
composta por macrofagos e nos focos inflamatérios ha
esferdides axonais.
Bovino 2
Neurdnios — Cromatdlise de pequenos grupos de neurdnio de Purkinje / | Cerebelo

corpo celular

neurdnios isolados
Neurdnios mortos tanto na camada de Purkinje como na
molecular (neurbnio de Golgi)

Alguns neurdnios com degeneracdo focal do R.E.R.
(citoplasma com &rea bem delimitada fosca, por vezes com
alteragdo do nucleo)

Outras areas do SNC

Neuronios -
prolongamentos

presenca de raros esferoides axonais

Cerebelo
Outras areas do SNC

Astrocitos

Astrogliose marcada com proliferacdo de astrdcitos
vesiculares agrupados (3-7 unidades), muitas vezes no
entorno de neurdnios (satelitose)

Cerebelo

Tronco encefalico (mesencéfalo)-Proximo aos

corpos quadrigémeos
Outras areas do SNC

Neuropila

Vacuolos

Outras areas do SNC

Bovino 3

Neurdnios —
corpo celular

Lesdo inicial de cromatoélise central

Tronco encefalico - Bulbo

Neurdnios de Purkinje cromatoliticos

Alguns neurdnios de Purkinje com degeneracdo focal do
R.E.R. (citoplasma com é&rea bem delimitada fosca, por
vezes com alteragdo do nicleo)

Cerebelo

Astrocitos

Astrécitos tumefeitos, citoplasma vesicular, arranjados em
grupos (por vezes até 10 unidades)

Substancia branca com astrogliose e morfologia de
astrocitos sutilmente alterada

Outras areas do SNC
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Figura 12. Bovino 3. Cerebelo. Neur6nio de Purkinje com auséncia da
substancia de Nissl e citoplasma levemente mais eosinofilico
(alteracdes degenerativas) (seta). 63x. H.E. Foto cortesia do professor
Anibal Armién, Universidade de Minessota (UMN).
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Figura 13. Bovino 1. Cerebe

lo. Neurénio de Purkinje com
citoplasma eosinofilico e com cromatdlise (necrose neuronal)
(seta). 40x. H.E.
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Figura 14. Bovino 1. Neurdnio com citoplasm
vacuolizado (necrose neuronal). 63x. H.E.
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Figura 15. Bovino 2. Células de Golgi com citoplasma
eosinofilico, com cromatolise e, por vezes, com vactolos
intracitoplasmaticos (neurdnios necroticos) (setas). 20x. H.E.
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Figura 16. Bovino 2. Neur6nios com citoplasma eosinofilico,
com cromatélise e, por vezes, com  vacuolos
intracitoplasmaticos (neurdnios necroticos). 40x. H.E.
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Figura 17. Bovino 3. Proliferacao astrocitaria (astrogliose) e,
por vezes, ao redor de neurdnios (satelitose) (seta). 40x. H.E.
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Fiura 18. Bovino 3. Ast'rogliose e tumefacédo de alguns
astrocitos (setas). 63x. H.E.
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4.1.5 Histoquimica e imunohistoquimica

A técnica histoquimica utilizando impregnacdo argéntica pelo méetodo Bielschowsky
permitiu a visualizacdo de esferoides axonais dos neurdnios de Purkinje (Figura 19)

A imunohistoquimica com o0s anticorpos anti-calbindina e anti-sinaptofisina
evidenciou vacuolizagdo nos neurdnios de Purkinje, tanto em dentritos como no corpo celular,
de um dos animais (bovino 3) intoxicados por I. pes caprae (Figuras 20 e 21).

A amostra enviada foi negativa para o prion da encefalopatia espongiforme bovina
(BSE).

4.1.6 Anélise lectinohistoquimica

Das 14 lectinas testadas, 1 lectina (SJA) ndo apresentou reatividade, tanto no animal
sem lesdo como nos outros animais testados para comparacao.

Seis lectinas (Con-A, WGA, PSA, LCA, PHA-E e sSWGA) apresentaram marcagao
na borda dos vacuolos intracitoplasmatico nos neurdnios afetados (Purkinje e/ou Golgi) de
animais intoxicados por Sida carpinifolia (Figuras 22, 24 e 26), porém nao houve reatividade
nos animais intoxicados por I. pes caprae e |. asarifolia. Nestes animais houve apenas leve
reatividade em granulos citoplasmaticos (aparentemente substancia de Nissl) de neur6nios
com 10 lectinas (Con-A, SBA, WGA, DBA, UEA, GSL, PSA, LCA, PHA-E e PHA-L);
houve variacdo no nimero de neurénios marcados por estas lectinas (Figuras 23, 25 e 27).
Com a lectina (PHA-E) houve marcacdo na membrana citoplasmatica de neurénios de Golgi
nos bovinos 1 e 3 intoxicados por |. pes caprae.

A lectina SWGA também marcou a membrana citoplasmatica das células granulares
do cerebelo no animal sem leséo, além do endotélio do animal sem leséo, dos bovinos 1 e 2 e
do animal intoxicado por I. asarifolia.

Em alguns neurdnios de Purkinje, células granulares e neurénios de Golgi houve leve
reatividade a lectina SBA, achado também verificado no animal intoxicado por I. asarifolia e
em um animal intoxicado por I. pes caprae (bovino 2). N&do houve marcacdo neuronal para a
lectina SBA no animal intoxicado por Sida carpinifolia.

A lectina DBA apresentou discreta marcacgdo citoplasméatica em neurdnio de Purkinje
e de Golgi no animal sem leséo e em dois bovinos intoxicados por I. pes caprae (bovinos 1 e
2). Ja no bovino 3 e no animal intoxicado por Sida carpinifolia, ndo houve marcacao
neuronal apenas em substancia branca. Ndo houve reatividade a lectina DBA no animal

intoxicado por 1. asarifolia.
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Com o uso da lectina UEA, houve marcacéo citoplasmatica em células de Purkinje e
de Golgi, mais intensa no animal sem lesédo que nos bovinos 1 e 2 intoxicados por I. pes
caprae; o bovino 3 teve resultado similar ao animal intoxicado por Sida carpinifolia, sem
marcacdo de neurdénios. Ndo houve reatividade a lectina UEA no animal intoxicado por I.
asarifolia.

A lectina RCA ndo marcou neuronios, apenas prolongamentos celulares. No bovino 1
e no animal intoxicado por Sida carpinifolia ndo houve reatividade em nenhuma estrutura.

Houve evidente marcacdo em prolongamentos celulares na regido entre a camada de
Purkinje e da granulosa e ao redor de alguns neurénios de Purkinje e de Golgi (aparentemente
prolongamentos de axdnios) a lectina PNA. N&o houve reatividade com neur6nios em
nenhum dos casos avaliados.

A lectina GSL apresentou forte reatividade para endotélio tanto no animal sem leséo
como nos animais doentes. Os neurdnios de Purkinje apresentaram reatividade no animal sem
lesdo e nos animais intoxicados por I. pes caprae e |. asarifolia. Nos bovinos 1 e 2, houve
ainda reacdo citoplasmatica em neurbnios de Golgi. Sida carpinifolia ndo apresentou
reatividade em neurénios a essa lectina

Notou-se reatividade & lectina PHA-L no citoplasma de neurdnios de Purkinje no
animal sem leséo e nos animais intoxicados por I. pes caprae e por I. asarifolia. Nos bovinos
2 e 3 houve marcacdo citoplasmética em alguns neurdnios de Golgi. Ndo houve reatividade
neuronal a lectina PHA-L no animal intoxicado por Sida carpinifolia.

Os resultados estdo descritos no quadro 4.
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Quadro 4. Lectinohistoquimica do animal sem lesdo e de animais intoxicados por Ipomoea pes caprae, Ipomoea asarifolia e Sida carpinifolia.

Animal sem lesao

Bovino 1

Bovino 2

Bovino 3

Animal intoxicado por I.

Animal intoxicado por Sida

S.B. Céls. Glia ++ Fin. gran./
Prolong. +

Purk. Prolong. + ao redor de
algumas

Gran. Prolong. ++ (entre camada
Purk. e Gran.) e + ao redor de
algumas C. Golgi / Glom. Cereb.
(+)

S.B. Prolong. +

Purk. Prolong. + ao redor de
algumas

Gran. Prolong. ++ (entre
camada Purk. e Gran.) e + a0
redor de algumas C. Golgi /
Glom. Cereb. (+)/

S.B. Prolong. +(+)

camada Purk. e Gran.)
S.B. Prolong. +

Gran. Prolong. (+) (entre camada
Purk. e Gran.)

S.B. algumas céls. Glia + Fin. gran/
Prolong. +

(1. pes caprae) (1. pes caprae) (I. pes caprae) asarifolia carpinifolia
Con-A Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. +
Purk. + Purk. ++ Purk. ++ Purk. ++ Purk. +a ++ Purk. V.I.C. + (bordas)
Gran. Glom. Cereb. + / C.Golgi Gran. Glom. Cereb. +/ C.Golgi +a | Gran. Glom. Cereb. +/ Gran. Glom. Cereb. +/ Gran. Glom. Cereb. +/ C.Golgi +a | Gran. Glom. Cereb. +/ C.Golgi V.I.C.
+a +(+) Fin. gran. ++ Fin. gran. C.Golgi + Fin. gran. C.Golgi + a ++ Fin. gran. ++ Fin. gran. + (bordas)
S.B. Céls. Glia ++ Fin. gran S.B. Céls. Glia ++ Fin. gran S.B. Céls. Glia ++ Fin. gran S.B. Céls. Glia ++ Fin. gran S.B. Céls. Glia ++ Fin. gran S.B. Céls. Glia ++ Fin. gran
SBA Endot. +++ (todas camadas) Endot. +++ (todas camadas) Endot. +++ (todas camadas) S.B. Prolong. + Endot. +++ (todas camadas) S.B. Prolong. +
Purk. (+) Fin. gran. S.B. Prolong. + Purk. (+) Fin. gran. Mol. Alguns neur. +
Gran. PN ++/ C. Golgi (+) Fin. S.B. Prolong. + Purk. (+) Fin. gran.
gran. Gran. C. Golgi (+) Fin. gran.
WGA Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. +
Purk. Algumas (+) Fin. gran. Purk. Algumas (+) Fin. gran. Purk. Algumas (+) Fin. gran. Purk. Algumas (+) Fin. gran. | Purk. Algumas (+) Fin. gran. Purk. V.I.C. + (bordas)
Gran. Glom. Cereb. + Gran. Glom. Cereb. + Gran. Glom. Cereb. + Gran. Glom. Cereb. + Gran. Glom. Cereb. + Gran. Glom. Cereb. +/ C.Golgi V.I.C. +
S.B. Prolong. (+) S.B. Prolong. (+) S.B. Prolong. (+) S.B. Prolong. + S.B. Prolong. (+) (bordas)
S.B. Prolong. (+)
DBA Purk. Alguma (+) Purk. Algumas (+) Purk. Algumas (+) S.B. Prolong. + - S.B. Prolong.+
) Gran. Algumas C.Golgi (+) Gran. Algumas C.Golgi (+) Gran. Algumas C.Golgi (+)
= S.B. Prolong. (+) S.B. Prolong. + S.B. Prolong. +
S | UEA Purk. (+) a +(+) Purk. Algumas (+) Purk. Algumas (+) S.B. Prolong. + S.B. alguns endot. +++ S.B. Prolong. +
3 Gran. C. Golgi (+) a +(+) Gran. Algumas C.Golgi (+) Gran. Algumas C.Golgi (+)
S.B. Prolong. + S.B. Prolong. + S.B. Prolong. +
RCA S.B. Prolong. (+) - S.B. Prolong. (+) S.B. Prolong. (+) Mol. Prolong. + -
Gran. Glom. Cereb. +
S.B. Prolong. (+)a +
PNA Mol. Prolong. (+) Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Gran. Prolong. (+) (entre | Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + (+)

Gran. Prolong. (+) (entre camada Purk.
e Gran.) e + ao redor de algumas C.
Golgi / Glom. Cereb. +(+)

S.B. Prolong. + (+)

Legenda: - = auséncia de marcagao/ (+) = sutil/ += leve/ ++= moderado/ +++= intenso/ Mol.= camada molecular/ Purk.= camada de Purkinje/ Gran.= camada granulosa/ S.B.= substancia branca/ M.C. = membrana
citoplasmatica/ P.N= perinuclear/ Citop.= intracitoplasmatica /C.G.= células granulosas/C.Golgi= células de Golgi/Céls.= células/ Fin. gran.= finamente granular/Prolong.= prolongamentos celulares/Endot.=
endotélio/ Glom. Cereb. = glomérulos cerebelares/ Neur. = neurdnios/ V.I.C. = vacuolo intra-citoplasmatico
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Quadro 4. Continuacao

Animal sem lesao

Bovino 1
(1. pes caprae)

Bovino 2
(1. pes caprae)

Bovino 3
(1. pes caprae)

Animal intoxicado por I.
asarifolia

Animal intoxicado por
Sida carpinifolia

Lectinas

GSL Endot. +++ (todas camadas) Endot. +++ (todas camadas) Endot. +++ (todas camadas) Endot. +++ (todas camadas) Endot. +++ (todas camadas) Mol. Prolong. +
Mol. Prolong. (+) Mol. Prolong. (+) Mol. Citop. alguns neur. +/ Purk. Algumas (+) Mol. Citop. alguns neur. +/ Gran. Glom. Cereb. (+)
Purk. (+) a ++ Purk. (+) a ++ Prolong. (+) S.B. Prolong. + Prolong. + S.B. Prolong. +
Gran. Algumas C.Golgi (+) Gran. Algumas C.Golgi (+) Purk. (+) a + Purk. +a ++
S.B. Prolong. + S.B. Prolong. + Gran. Algumas C.Golgi (+) Gran. C.Golgi + a +(+)
S.B. algumas céls. Glia + Fin. S.B. Prolong. +
gran/ Prolong. +
PSA Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. +
Purk. (+) Fin. gran. Purk. (+) Fin. gran. Purk. (+) Fin. gran. Purk. (+) Fin. gran. Purk. (+) a + Fin. gran. Purk. V.1.C. ++ (bordas)
Gran. Glom. Cereb. (+)/ Algumas Gran. Glom. Cereb. (+)/ Gran. Glom. Cereb. (+)/ Gran. Glom. Cereb. (+)/ Gran. Glom. Cereb. +/ Gran. Glom. Cereb. +/ C.Golgi
C.Golgi (+) Fin. gran. Algumas C.Golgi (+) Fin. gran. Algumas C.Golgi (+) Fin. gran. Algumas C.Golgi (+) Fin. gran. Algumas C.Golgi (+) Fin. gran. V.1.C. ++ (bordas)
S.B. Prolong. (+) S.B. Prolong. (+) S.B. Prolong. (+) S.B. Prolong. (+) S.B. Prolong. (+) S.B. Prolong. +
LCA Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. +
Purk. + Fin. gran. Purk. + Fin. gran. Purk. + Fin. gran. Purk. + Fin. gran. Purk. + Fin. gran. Purk. V.I.C. ++ (bordas)
Gran. Glom. Cereb. +/ C.Golgi + Gran. Glom. Cereb. +/ C.Golgi + | Gran. Glom. Cereb. +/ C.Golgi + | Gran. Glom. Cereb. +/ C.Golgi + | Gran. Glom. Cereb. +/ C.Golgi + | Gran. Glom. Cereb. +/ C.Golgi
Fin. gran. Fin. gran. Fin. gran. Fin. gran. Fin. gran. V.1.C. ++ (bordas)
S.B. Prolong. (+) S.B. Prolong. (+)/V.1.C. ++ (bordas)
em céls. glia
PHA-E Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. +
Purk. + Fin. gran. Purk. + Fin. gran. (algumas com Purk. + Fin. gran. Purk. + Fin. gran. (algumas com Purk. Fin. gran. + Purk. V.1.C. + (bordas)
Gran. Glom. Cereb. +/ C.Golgi + M.C. +) Gran. Glom. Cereb. + M.C. +) Gran. Glom. Cereb. +/ C.Golgi + | Gran. Glom. Cereb. (+)/ C.Golgi
Fin. gran. Gran. Glom. Cereb. +/ C.Golgi + | S.B. Prolong. (+) Gran. Glom. Cereb. +/ C.Golgi + | Fin. gran. V.1.C. + (bordas)
S.B. Prolong. (+) Fin. gran (algumas com M.C. ++) Fin. gran (algumas com M.C. +) S.B. Prolong. (+)/Céls. Glia ++ | S.B. Prolong. (+)
S.B. Prolong. (+) S.B. Prolong. (+) Fin. gran
PHA-L Mol. Prolong. (+) Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. + Mol. Prolong. +
Purk. + Fin. gran. (algumas com | Purk. + Fin. gran. (algumas com | Purk. (+) Fin. gran. [algumas | Purk. (+) Fin. gran. [algumas | Purk. + Fin. gran. (algumas com | Gran. Glom. Cereb. +
M.C. +) M.C. +) com M.C. (+) ] com M.C. ()] M.C. +) S.B. Prolong. (+)/Céls. Glia + Fin.
Gran. Glom. Cereb. (+) Gran. Glom. Cereb. +/ C.Golgi + | Gran. Glom. Cereb. + Gran. Glom. Cereb. +/ C.Golgi | Gran. Glom. Cereb. +/ C.Golgi + | gran
Fin. gran (algumas com M.C. +) S.B. Prolong. (+) (+) Fin. gran [algumas com M.C. | Fin. gran (algumas com M.C. +)
S.B. Prolong. (+) )] S.B. Céls. Glia ++ Fin. gran
S.B. Prolong. (+)
SIA - - - - - -
SWGA Endot. ++ (todas camadas) Endot. + (todas camadas) Endot. + (todas camadas) S.B. Prolong. + Endot. +++ (camada mol. e Mol. Prolong. (+)

Mol. Prolong. +
Gran. C.G. + M.C./ Glom. Cereb.
+

S.B. Prolong. +

Mol. (+)
Gran. Glom. Cereb. (+)
S.B. Prolong. (+)

gran.)

Mol. Prolong. (+)

Gran. Glom. Cereb. (+)

S.B. Prolong. (+)/Céls. Glia ++
Fin. gran

Purk. V.1.C. +++ (bordas)

Gran. Glom. Cereb. (+)/ C.Golgi
V.1.C. +++ (bordas)

S.B. Prolong. (+)/Céls. Glia ++ Fin.
gran

Legenda: - = auséncia de marcacdo/ (+) = sutil/ += leve/ ++= moderado/ +++= intenso/ Mol.= camada molecular/ Purk.= camada de Purkinje/ Gran.= camada granulosa/ S.B.= substancia branca/ M.C. = membrana
citoplasmatica/ P.N= perinuclear/ Citop.= intracitoplasmatica /C.G.= células granulosas/C.Golgi= células de Golgi/Céls.= células/ Fin. gran.= finamente granular/Prolong.= prolongamentos celulares/Endot.=
endotélio/ Glom. Cereb. = glomérulos cerebelares/ Neur. = neurdnios/ V.I.C. = vacuolo intra-citoplasmatico

53




WYY
- »‘.“

85 g
. N

ovino 3

A Y] =
eurdnios de Purkinje com
axonio dilatado e necrético (esferdide axonal) e
coloracdo mais escurecida (seta). Histoquimica-
Bielschowsky, 40x. Foto cortesia do professor
Anibal Armién, UMN.

Figura . B

Figura 20. Bovino 3. Vacuolizagcdo dos dendritos (seta) e do corpo
celular  (cabeca de seta) dos neurbnios de Purkinje.
Imunohistoquimica- Calbindina, 40x. Foto cortesia do professor
Anibal Armién, UMN
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Figura 21. Bovino 3. Vacuolizagdo dos dendritos (seta) de neurdnios
de Purkinje na camada molecular (quadrado). Limites dos dendritos
das células de Purkinje (seta) e sinapses aferentes (cabeca de seta).
Imunohistoquimica - Sinaptofisina, 40x. Foto cortesia do professor
Anibal Armién, UMN.

Figura 22. Animal intoxicado por Sida carpinifolia.
Vacuolos intracitoplasmaticos com armazenamento e bordas
marcadas (seta) em neurbnios  de Purkinje.
Lectinohistoquimica - SWGA, 40x.

55



¥

Figura 23. Bovino 1. Neurdnios de Purkine sem arcagéo
(seta). Lectinohistoquimica-sWGA, 40x.

T b P LT,
Figura 24. Animal intoxicado por Sida carpinifolia.
Vacuolos intracitoplasmaticos com armazenamento e bordas

marcadas  (seta) em  neurdnios  de  Purkinje.
Lectinohistoquimica - WGA, 40x
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Figura 25. Bovino 1. Neur6nios de Purkinje com marcagdo
sutil no citoplasma, levemente granular  (seta).
Lectinohistoquimica - WGA, 40x.

Figura 26. Animal intoxicado por Sida carpinifolia.
Vacuolos intracitoplasméaticos com armazenamento e bordas
marcadas  (seta), em  neurdnios de  Purkinje.
Lectinohistoquimica- Con-A, 40x.
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Figura 27. Bovino 1. Neur6nios de Purkinje com marcagdo
sutil no citoplasma, levemente granular  (seta).

Lectinohistoquimica - Con-A, 40x.

4.1.7 Microscopia eletronica
A anélise ultraestrutural revelou lise e degeneracdo hidropica nas organelas e no
citoesqueleto do corpo celular das células de Purkinje e lise e degeneracdo hidropica

segmentar das organelas e do citoesqueleto dos dendritos (Figuras 28, 29 e 30).

Figura 28. Bovino 1. Parte mantida do dendrito do neurdnio
de Purkinje (seta), interface de uma por¢do normal e uma
porcdo lisada (quadrado) e area vacuolizada dessa mesma
estrutura (estrela). Microscopia eletrénica, 4000x. Foto
cortesia do professor Anibal Armién, UMN.
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Figura 29. Bovino 1. Vactolo em uma por¢do do dendrito do neurdnio de Purkinje
(estrela) com desintegracdo do citoesqueleto (microtibulos e filamentos intermediarios)
(seta preta) e em algumas &reas essas estruturas ja estdo desintegradas (seta branca). Cabeca
de seta sinaliza mitocondria e cabeca de seta branca sinaliza corpo lamelar (RER).
Microscopia eletrdnica, 4000x. Foto cortesia do professor Anibal Armién, UMN.

Figura 30. Bovino 1. Vactolo em uma por¢do do dendrito do neurénio de Purkinje
(estrela) com fragmentos de dendrito (seta preta). Microscopia eletrénica, 4000x. Foto
cortesia do professor Anibal Armién, UMN.
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4.2. Animal intoxicado experimentalmente

O bovino submetido a intoxicacao experimental ingeriu a planta espontaneamente no
cocho com variagcfes da quantidade diaria de 30 gramas por kg de peso vivo e apresentava
predilecdo pelas folhas, mas ingeria o caule misturado as mesmas. O animal bebeu 4gua e
manteve o apetite durante todo o experimento.

O primeiro sinal nervoso foi o tremor constante da cabeca, observado a partir do 12°
dia ap0s inicio do fornecimento da planta. A partir do 14° dia verificou-se aumento do tremor,
discreta ataxia e postura anormal do animal. No 18° dia em diante, o animal apresentou
intensa sialorréia e desidratacdo e tempo de preenchimento capilar de trés segundos seguido
de discreta enoftalmia. O fornecimento da planta foi mantido até o 28° dia e a sintomatologia
desapareceu quatro dias ap0s a suspensao.

Com relacdo aos exames laboratoriais, a Unica alteracdo encontrada foi a policitemia
caracterizada por aumento do hematdcrito entre 42 e 44%. Os demais indices avaliados

estavam normais.
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5 DISCUSSAO

Embora j& se conhecesse o efeito toxico de algumas plantas do género Ipomoea em
ruminantes, ndo havia, na literatura cientifica, informacdes ou descri¢cdes sobre a ocorréncia
de intoxicacgéo por Ipomoea pes caprae (TOKARNIA et al., 2012). O diagnostico do surto foi
baseado no quadro clinico, nos dados epidemioldgicos (escassez de forragem na ilha, sinais
inequivocos de ingestdo de grande quantidade de I. pes caprae pelos bovinos e na remissdo
dos sintomas quando se retiravam o0s animais das areas com essa planta), confirmados pelos
achados histopatolégicos, histoquimicos e lectino-histoquimicos e pela reproducdo da
sindrome tremorgénica pela ingestdo de I. pes caprae. A similaridade dos achados clinicos-
patologicos observados neste surto com os verificados em animais intoxicados por 1.
asarifolia, caracterizaram a intoxicagao por |. pes caprae como sindrome tremorgeénica.

Apesar da planta Ipomoea pes caprae ser encontrada extensivamente sobre as dunas
das praias em toda regido litoranea brasileira (BARNI; FILHO; COUTO, 2009), essa € a
primeira descricdo de animais intoxicados por essa planta. Nesse caso é importante ressaltar
gue os animais viviam em uma condicdo extremamente particular, pois eram mantidos por
longos periodos em uma ilha em que a caréncia de forragem era muito acentuada; os animais
sO tinham a disposicdo Ipomoea pes caprae e outra planta rasteira de baixa palatabilidade e,
ainda sim, escassa. A fome causada por essa restricdo na dieta foi, nesse surto, o fator
desencadeador ou facilitador da intoxicacdo (PESSOA; MEDEIROS; RIET-CORREA, 2013).

Apesar de surtos de intoxicacdo por essa planta serem esporadicos e ocorrerem em
condicBes muito especificas, com pouca importancia econdmica, € necessario 0
reconhecimento desta intoxicacdo para o diagnostico diferencial das sindromes neurolégicas
em bovinos.

No presente surto verificou-se a ocorréncia de intoxicagdo em condicdes naturais em
bovinos tanto no periodo seco quanto no chuvoso, da mesma forma que o relatado por autores
que estudaram intoxicacOes por I. asarifolia nas regides nordeste e norte do pais (RIET-
CORREA et al., 2003; BARBOSA et al., 2005; TORTELLI et al., 2008). De fato, apenas
bovinos ingeriam Ipomoea pes caprae na ilha, dado este observado em todas as visitas
realizadas a propriedade. Ao longo do estudo observou-se que, embora 3 equinos e um
carneiro fossem criados em conjunto com os bovinos, ndo apresentaram nenhum sinal de
intoxicacdo ou histdérico de mortalidade. Com relacdo aos equinos, outros autores, entre eles

Riet-Correa; Soares; Mendes (1998) e Tokarnia et al. (2012) também verificaram que 0s
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equinos ndo ingeriam plantas desse género, provavelmente por serem mais seletivos em sua
alimentacao.

Os animais intoxicados por Ipomoea pes caprae apresentaram tremores (em geral na
fase inicial havia apenas balangar discreto da cabega) e incoordenagdo motora, sinais clinicos
que também foram observados, em variados graus e intensidade, em bovinos intoxicados por
Ipomoea asarifolia (DOBEREINER; TOKARNIA; CANELLA, 1960), Phalaris angusta
(GAVA et al., 1999; SOUSA; IRIGOYEN, 1999), Marsdenia sp. ((RIET-CORREA et al.,
2004; SILVA et al., 2006; PESSOA et al., 2011; NETO et al., 2013), Polygala klotzschii
(TOKARNIA; DOBEREINER; CANELLA, 1976), Ricinus communis (TOKARNIA,
DOBEREINER, CANELLA, 1975; DOBEREINER, TOKARNIA, CANELLA, 1981;
TOKARNIA et al., 2012), Ipomoea carnea subsp. fistulosa (BALOGH et al., 1999;
ANTONIASSI et al., 2007; ARMIEN et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009; TOKARNIA et
al., 2012), Sida carpinifolia (FURLAN et al., 2008; PEDROSO et al., 2010), Solanum
fastigiatum var. fastigiatum (MEDEIROS et al.,2004; GUARANA et al., 2011; REGO et al.,
2012), Claviceps paspali (RIET-CORREA et al., 1983b), Neotyphodium lolii (MUNDAY;
,MASON, 1967; ODRIOZOLA et al., 1993; MIYAZAK et al.,, 2001; MIYAZAK et al.,
2007), Cynodon dactylon (ODRIOZOLA et al., 2001; RIVERO et al., 2011) e Aspergillus
clavatus (LORETTI et al., 2003b; MCKENZIE et al., 2004; SABATER-VILAR et al., 2004;
BEZERRA et al., 2009a; OLIVEIRA, 2016).

Tremores também podem ser observados em casos de encefalopatia hepéatica causada
por plantas (MENDEZ; RIET-CORREA, 2001; KARAM et al., 2004; LUCENA et al., 2010),
raiva (ACHA; SZYFRES, 2003), polioencefalomalacia LEMOS; NAKAZATO, 2001;
SANT'ANA et al., 2009a; SANT'ANA et al.,, 2009b), meningoencefalite por BoHV-5
(SALVADOR ET AL., 1998; COLODEL et al., 2002c; ELIAS, SCHILD, RIET-CORREA,
2004; RIET-CORREA et al., 2006; RISSI et al., 2006).

Como em outro relato cientifico (RIVERO et al., 2011), houve algumas mortes
causadas por traumatismos e afogamento (bovino 2 desse surto) ocorridos durante a
manifestacdo das crises nervosas. A intoxicacdo por I. pes caprae tem evolugdo crbnica e o
mais provavel € que a morte seja secundaria a acidentes, como relatado em casos de
intoxicagdo por Solanum fastigiatum (RIET-CORRE et al., 1983). Houve aborto também
(bovino 1) apds crises tremorgénicas, porém como foi um dnico caso, ndo foi possivel
estabelecer a patogénese. E provavel que o aborto tenha sido decorrente de traumas (quedas)

que ocorriam durante a manifestacdo dos sinais clinicos.
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O tipo de tremor observado na intoxicacdo por |. pes caprae difere do tremor
comumente observado na doenca de Parkinson em humanos, pois 0 caracteristico nessa
doenca é o tremor de repouso (DEUSCHL; PAPENGUT; HELLRIEGEL, 2012) e nos
animais intoxicados os tremores foram predominantemente de acéo, semelhante aos tremores
generalizados descritos em casos de intoxicacdo por penitrem A em humanos (LEWIS et al.,
2005) e ao de sindromes tremorgénicas em animais, como intoxicacdo por Ipomoea asarifolia
(DOBEREINER; TOKARNIA; CANELLA, 1960; RIET-CORREA et al., 2003; ARAUJO et
al., 2004; BARBOSA et al., 2005; BARBOSA et al., 2012)

Embora estudos tenham demonstrado efeito hipoglicemiante do extrato alcodlico das
folhas de I. pes caprae (KAHN et al., 1994), ndo houve sintomatologia compativel com esse
qguadro nos animais avaliados nesse estudo, bem como os niveis glicémicos do animal
intoxicado experimentalmente estava dentro dos parametros normais. A hipoglicemia € um
disturbio metabdlico observado em vacas com cetose e pode levar a severas convulsdes e
coma profundo (CANTILE; YOUSSEF, 2016), quadros que ndo foram observados nesse
estudo. Microscopicamente, quando ocorrem casos de coma prolongado causados por
hipoglicemia, é possivel observar degeneracdo neuronal caracterizada por rapida cromatolise,
desaparecimento da membrana citoplasmatica e, em seguida, rarefacdo do citoplasma, com
picnose, excentricidade e desaparecimento do nucleo (CANTILE; YOUSSEF, 2016), achados
esses diferentes dos observados nos animais intoxicados por I. pes caprae. Ainda, nos casos
de hipoglicemia o cerebelo raramente € afetado (CANTILE; YOUSSEF, 2016), por outro
lado, na intoxicacdo por |. pes caprae as lesdes ocorreram sobretudo nesta area.

No caso experimental da intoxicacdo por Ipomoea pes caprae, o inicio dos sintomas
foi mais tardio que os dois a quatro dias verificados na intoxicacdo experimental em bovinos
por por I. asarifolia (BARBOSA et al., 2005). As doses diarias ingeridas pelo bovino
submetido a intoxicacdo experimental foram semelhantes as utilizadas por Barbosa et al.
(2005) em experimentos com I. asarifolia. A policitemia relativa observada no animal
intoxicado experimentalmente resultou da redugdo do volume causado pela desidratagcdo (em
parte causada pela marcada sialorréia), alteracdo essa ja observada em caprinos intoxicados
experimentalmente por favas de Stryphnodendron fissuratun (MENDONCA et al., 2010).

Auséncia de lesbes macroscopicas nos animais acometidos assemelha-se ao descrito
em outras sindromes tremorgénicas como no caso de intoxicacdo por 1. asarifolia
(DOBEREINER; TOKARNIA; CANELLA, 1960; RIET-CORREA et al., 2003; BARBOSA
et al.,, 2005) e micotoxicoses tremorgénicas como intoxicacdo por Cynodon dactylon

(ODRIOZOLA et al., 2001), porém a grande quantidade de peciolos e folhas de I. pes caprae
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no conteudo ruminal dos animais com sindrome tremorgénica € um achado importante para o
diagnostico pos-mortem; fato esse citado também na intoxicacdo por outras plantas
(ODRIOZOLA et al., 2001; BARBOSA et al., 2012; TOKARNIA et al., 2012).

Algumas espécies de Ipomoea causam classicamente doenca do armazenamento, em
que os principios toxicos swainsonina e calisteginas agem, respectivamente, como inibidores
das manosidases e glicosidases e, desta forma, levam ao acumulo de oligossacarideos no
citoplasma das células (MOLYNEUX et al., 1995), dentre elas Ipomoea carnea subs.
fistulosa (BALOGH et al., 1999; ANTONIASSI et al., 2007; ARMIEN et al., 2007;
OLIVEIRA et al., 2009; TOKARNIA et al., 2012), Ipomoea riedelii (BARBOSA et al., 2006;
BARBOSA et al., 2007), Ipomoea sericophylla e Ipomoea verbascoidea (BARBOSA et al.,
2006; BARBOSA et al., 2007; MENDONCA et al., 2011; MENDONCGCA et al., 2012). As
principais alteracdes histologicas observadas nesses casos sdo tumefacéo e fina vacuolizagdo
de neurdnios em diversas areas do sistema nervoso central, sendo lesbes mais proeminentes
em cerebelo, sobretudo em neurdnios de Purkinje (BARBOSA et al., 2006; ARMIEN et al,
2007; BARBOSA et al., 2007; MENDONCA et al., 2011; MENDONCGCA et al., 2012). Por
vezes essa alteracdo também é observada em células epiteliais da tireoide, do rim, figado,
pancreas e de macrdfagos; adicionalmente alteracfes degenerativas incluindo gliose, distrofia
neuroaxonal com formacédo de esferdides, necrose e perda de neurbnios foram descritas no
SNC (BALOGH et al., 1999; BARBOSA et al., 2006; ANTONIASSI et al., 2007; ARMIEN
et al., 2007; BARBOSA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009; MENDONCA et al., 2011;
MENDONCA et al., 2012; TOKARNIA et al., 2012).

Na intoxicacdo por Ipomoea pes caprae, as alteracdes encontradas nos animais

intoxicados foram lesbes degenerativas e necréticas em neurbnios e camaras de digestdo, em
parte similares as descritas em casos de intoxicacdo por plantas do género Ipomoea que

causam doenca do armazenamento, contudo ndo foram observadas tumefagcdo e fina

vacuolizagdo em animais intoxicados por Ipomoea pes caprae, lesdo histoldgica principal nos
casos de intoxicagcdo por Ipomoea carnea subs. fistulosa (BALOGH et al.,, 1999;
ANTONIASSI et al., 2007; ARMIEN et al, 2007; OLIVEIRA et al, 2009; TOKARNIA et al.,
2012), Ipomoea riedelii, (BARBOSA et al., 2006; BARBOSA et al., 2007), Ipomoea
sericophylla e Ipomoea verbascoidea (BARBOSA et al., 2006; BARBOSA et al., 2007;
MENDONCA et al.,, 2011; MENDONCA et al., 2012). Adicionalmente, nos animais
intoxicados por I. pes caprae ndo foi observado armazenamento neuronal de oligossacarideos

em vacuolos através da avaliacdo lectinohistoquimica. Dessa forma, as alteracdes
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degenerativas neuronais ndo podem ser associadas com o0 armazenamento de residuos de
acucar.

No cerebelo dos animais intoxicados por Ipomoea pes caprae, em alguns campos

avaliados, neurdnios de Purkinje necrdticos, isolados, foram observados, alguns desses com
citoplasma vacuolizado, semelhante ao descrito em casos de intoxicagdo por Ipomoea
asarifolia (GUEDES et al., 2007) e em micotoxicoses como intoxicacdo por Claviceps
paspali (RIET-CORREA et al., 1983b) e Neotyphodium lolii (MUNDAY; MASON, 1967).
Algumas células de Golgi apresentaram alteracdes degenerativo-necréticas, porém
nenhum dos autores relata lesdo especifica nesse neurdnio. E provavel que as lesdes em
neurdnios de Golgi sejam secundarias as que ocorreram nos neurénios de Purkinje.

Alteracdes astrocitarias incluindo alteracées morfoldgicas (astrocitos vesiculares, com
nacleos atipicos, cromatina margeada, limites celulares bem delimitados, aumentados) e
astrogliose com proliferacdo de astrdcitos vesiculares agrupados (3-7 unidades), muitas vezes
no entorno de neurdnios (satelitose) foram observadas em algumas porcGes do sistema
nervoso nos animais intoxicados nesse surto. Esse achado, todavia, ndo é especifico, pois uma
das caracteristicas mais notaveis dos astrécitos é a sua resposta vigorosa a diversos insultos
neurolégicos (EDDLESTON; MUCKE, 1993). Alteracdes astrocitarias podem ocorrer em
varias doencas, como na polioencefalomalécia (PEM), que cursa com astrocitos hipertrofiados
e ocasionalmente organizados em grupos de dois ou trés com nucleos vesiculares e tumefeitos
(SANT'ANA et al.,, 2009a) e na meningoencefalite (astrécitos tumefeitos) por BoHv-5
(SALVADOR et al., 1998; COLODEL et al., 2002c; ELIAS; SCHILD; RIET-CORREA,
2004; RIET-CORREA et al., 2006; RISSI et al., 2006). A intensidade e a rapidez da resposta
astroglial em varias doencas indicam que o0s astrdcitos reativos cumprem fungdes importantes
para 0 SNC, embora essas fun¢des ndo estejam completamente elucidadas (EDDLESTON;
MUCKE, 1993).

A impregnacdo argéntica pelo método Bielschowsky é bastante utilizada para
evidenciar processos neuronais, incluindo dendritos, axénios e neurofibrilas (MINBAY;
KAHVECI; CAVUSOGLU, 2000). No bovino 3, essa coloracdo permitiu a visualizagdo de
esferoides axonais das células de Purkinje. A calbindina € uma proteina ligante de calcio e é
encontrada nas celulas de Purkinje, em todas as suas estruturas (nucleo, dendritos e axonio)
(CELIO, 1990) e a sinaptofisina é uma proteina que compde as vesiculas pré-sinapticas
(WIEDENMANN, FRANKE, 1985) e ambas as técnicas de imunohistoquimica permitiram a
visualizacdo da vacuolizacdo das celulas de Purkinje, tanto em dentritos como no corpo

celular, de um dos animais (bovino 3) intoxicados por |. pes caprae. Esses resultados
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comprovam as lesdes degenerativas das células de Purkinje dos animais intoxicados por I. pes
caprae. O neurdnio de Purkinje é considerado a "unidade funcional central” do coértex
cerebelar, pois recebe de forma indireta ou direta estimulos aferentes e € o Unico responsavel
pelo estimulo eferente (MULLEN; EICHER; SIDMAN, 1976; BAUER-MOFFETT.
ALTMAN, 1977); ele forma sinapses inibitérias com nucleos profundos do cerebelo e ndcleos
vestibulares (DAMIANI et al., 2016). Dessa forma, les6es nessa celula podem justificar os
sinais descritos nos animais intoxicados por I. pes caprae, alem disso, alteracdes de marcha ja
foram descritas em outras condi¢bes que cursam com lesdes em células de Purkinje
(MULLEN; EICHER; SIDMAN, 1976; THOMAS; GOODLETT; WEST, 1998).

Apesar da maior parte dos sintomas e les6es histologicas verificadas neste surto serem
diversos dos que ocorrem na encefalopatia espongiforme bovina - na EEB também podem
ocorrer tremores e ataxia (BRAUN; PUSTERLA; SCHICKER, 1998) e vactolos da
neuropila, entretanto as lesdes no SNC sdo bilaterais e simétricas no tronco cerebral e o0s
vacuolos ocorrem na neuropila da substancia cinzenta do cérebro; processos neuronais exibem
vacuolos intracelulares e massas de neurofilamentos e ndo ha reacdo inflamatoria (GODON;
HONSTEAD, 1998), nos bovinos 1 e 2, verificou-se, em algumas areas, leve vacuolizacdo da
neuropila. Devido a essas similaridades, os animais desse surto foram testados para EEB
através de analise imunohistoquimica e ndo apresentaram reatividade. Embora no Brasil haja
baixo risco de aparecimento de EEB, é imprescindivel sempre que possivel se descartar esse
diagndstico quando se trata de doencas neurolégicas em bovinos (ANVISA, 2004).

Com a avaliacao ultraestrutural foi possivel identificar lise e degeneracdo hidrépica
de organelas presentes tanto no corpo celular como nos dendritos das células de Purkinje nos
animais desse surto. Isso comprova que a lesdo que ocorre nessas células em animais
intoxicados por I. pes caprae ndo tem relagdo com armazenamento de substancia no interior
das mesmas. Nas doengas do armazenamento 0s vacuolos observados na microscopia Otica
séo caracterizados, na avaliagéo ultraestrutural, como lisossomos dilatados, rodeados por uma
Unica membrana, que estdo vazios ou contém fragmentos amorfos membranosos ou material
finamente granulado eletroltcido (DRIEMEIER et al., 2000; SEITZ et al., 2005; BARBOSA
et al., 2006; ARMIEN et al., 2007; DANTAS et al., 2007; FURLAN et al., 2008; PEDROSO
et al., 2010).

Avaliacdo lectinohistoquimica foi empregada, sobretudo, para descartar a
possibilidade de armazenamento de oligossacarideo estar envolvida na patogénese da
intoxicacdo, como ocorre na intoxicagcdo por outras espécies de Ipomoea, com exce¢do a I.

asarifolia.
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O estudo lectino-histoquimico demonstrou que 6 lectinas (Con-A, WGA, sWGA,
PSA, LCA e PHA-E) marcaram, nos animais intoxicados por Sida carpinifolia, a borda e o
interior de vacuolos intracitoplasmaticos de neurdnios afetados (Purkinje e/ou Golgi). No caso
avaliado, a lectina SWGA apresentou reacdo mais intensa e especifica, da mesma forma Con-
A e WGA foram especificas, porém marcaram mais levemente estas estruturas. As lectinas
PSA e LCA, apesar de apresentarem marcacdo moderada, ndo foram tdo especificas para os
vacuolos das células de Purkinje. De forma similar ao descrito na literatura em doencas do
armazenamento (TOKARNIA et al., 2012) provocadas pela intoxicagdo por Ipomoea carnea
(ARMIEN et al., 2007) e Sida carpinifolia (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al.,
2002a; LORETTI et al., 2003a; PEDROSO et al., 2010).

Nos animais intoxicados por |. pes caprae e no bovino intoxicado por I. asarifolia
(usado para comparacdo) a marcagdo de neurdnios de Purkinje foi leve e, em grande parte,
similar a observada no bovino sem lesdo (animal sadio); 11 lectinas (exceto RCA, PNA e
SWGA) acusaram marcacdo finamente granular no citoplasma de neurbnios; a aparéncia e
disposicdo dos granulos marcados, muitas vezes se assemelhavam a substancia de Nissl ou
outros componentes estruturais dos neurénios.

De qualquer forma a diferenca no padrdo observado entre as lectinas nos animais
avaliados (intoxicados por I. pes caprae, |. asarifolia e bovino sadio) por varias vezes foi
muito sutil, além de por vezes apresentarem similaridade com a marcacdo do animal sem
lesdo, ou apenas discreta diferenca de intensidade, de tal forma ndo foi possivel estabelecer
avancos acerca da patogénese com a utilizacdo dessa técnica.

Embora todas as lectinas tenham interagido com prolongamentos celulares (camada
molecular e/ou substancia branca) as lectinas PNA (todos os animais) e RCA (no animal sem
lesdo, bovino 2, 3 e animal intoxicado por I. asarifolia) apresentaram marcacdo mais
especifica para essas estruturas, entretanto, a marcacao era leve.

Com a lectina PHA-E foi observado ainda um padrédo de marcagdo na membrana
citoplasmatica dos neur6nios de Golgi nos bovinos 1 e 3 intoxicados por I. pes caprae. Esse
padrdo pode indicar aumento da atividade de secrecdo de neurotransmissores por estes
neurdnios; essas substancias geralmente vao estar mais concentradas na superficie dessas
células, em secrecdes e entre as células (associadas com moléculas de adesdo) (BROOKS;
LEATHEM; SCHUMACHER, 1997). As células de Golgi sdo importantes neur6nios com
funcdo inibitéria (WATANABE et al., 1998) e a marcacdo desses neurdnios nos animais
doentes pode indicar alguma alteracdo na sua funcionalidade. Alguns autores associam 0s

tremores com alteracfes bioquimicas envolvendo neurotransmissores, como desregulacédo da
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liberacdo dessas substancias em casos de micotoxicoses (NORRIS et al., 1980; PETERSON;
BRADFORD; MANTLE, 1982; VALDES; CAMERON; COLE, 1985).

As lectinas SBA (excecdo bovino 3 e animal intoxicado por Sida carpinifolia) e GSL
(excegdo animal intoxicado por Sida carpinifolia) marcaram intensamente o endotélio da
maior parte dos animais testados. Cabe ressaltar que esta marcagdo pode variar com a espécie
animal testada e com o tempo de fixacdo (BROOKS; LEATHEM; SCHUMACHER, 1997).

Por se tratar de uma planta que tém por habitat as regides arenosas, existe a
possibilidade da ocorréncia de surtos em outras areas litoraneas do Brasil. Compreende-se que
a intoxicacdo por |. pes caprae deve constar entre os diagndsticos diferenciais de sindromes
nervosas em bovinos. Cabe ressaltar que outros agentes como Paspalum spp., infectado por
Claviceps paspali, Phalaris spp., Lolium multiflorum, Lolium perenne e Poa huecu, Cynodon
dactylon e I. asarifolia, ndo foram observados na propriedade e também ndo foram descritos
como causa de intoxicacao na regido norte fluminense.

Sabe-se da dificuldade encontrada por veterinarios de campo em se fazer o diagnostico
diferencial dentre as enfermidades do sistema nervoso em animais de producdo, seja pela
similaridade de achados clinicos ou ainda pela dificuldade de colher e remeter adequadamente
o material coletado ao laboratério (RIET-CORREA; RIET-CORREA; SCHILD, 2002; RISSI
et al., 2010). Entretanto, uma pesquisa minuciosa sobre os dados epidemiolégicos e clinicos
seguidos pela identificacdo da sindrome tremorgénica e a identificacdo morfoldgica 1. pes
caprae remetem a um grupo menor de agentes etiol6gicos, de modo a aumentar as chances de
éxito quanto ao diagndstico conclusivo.

As lesdes histologicas sutis e sem evidéncia de armazenamento (confirmada pela
técnica lectinohistoquimica) indicam que a patogénese pode envolver perturbacdes na
neurotransmissao por interferéncia nos seus mecanismos bioquimicos, semelhante ao sugerido
em casos de intoxicacdo por Ipomoea asarifolia, planta que também causa sindrome
tremorgénica (BARBOSA et al., 2005).
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6 CONCLUSOES

Ipomoea pes caprae, ao contrario do que se pensava, é toxica para bovinos.

Ipomoea pes caprae causa sindrome tremorgénica e ndo doenca do armazenamento
lisossomal.

Ipomoea pes caprae provoca leves alteragdes degenerativas e necréticas em neurdnios

e proliferacdo astrocitaria.
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ANEXQOS

A. Enfermidades do SNC de bovinos frequentes no Brasil que podem eventualmente
causar quadro clinico semelhante

Algumas doencas que afetam o SNC podem apresentar sintomatologia semelhante a
intoxicagdo por plantas tremorgénicas e, desta forma, é importante ter conhecimento das

principais enfermidades que afetam bovinos.

Plantas que podem causar encefalopatia hepatica

Plantas hepatotoxicas podem ser divididas em trés grandes grupos: plantas que causam
necrose hepéatica aguda, plantas que causam fibrose hepéatica e plantas que causam
fotossensibilizacdo. O grupo das plantas que causam cirrose hepéatica tem como principio
toxico os alcaldides pirrolizidinicos (AP) e fazem parte desse grupo plantas do género Senecio
spp. e Crotalaria spp. e a espécie Echium plantagineum (SANTOS et. al., 2008; MENDEZ;
RIET-CORREA , 2001; TOKARNIA et al., 2012). Les6es hepaticas difusas graves causadas
por elas geralmente sdo acompanhadas de manifestacGes de encefalopatia hepéatica (E.H)
(LUCENA et al., 2010), pois, como um evento terminal, os hepatdcitos ndo sintetizam
adequadamente a uréia, e a morte do animal é, frequentemente, devida & intoxicagdo por
amoénia no sistema nervoso central (MENDEZ; RIET-CORREA, 2001). A amonia é
considerada a principal substancia responsavel pelas alteracdes neuroldgicas desses animais
(LUCENA et al., 2010).

Os sinais clinicos que podem ser observados sdo variaveis, podendo ter um quadro
patoldgico caracterizado por sinais neuroldgicas como incoordenacdo, agressividade
(MENDEZ; RIET-CORREA, 2001; KARAM et al., 2004; LUCENA et al., 2010), andar
compulsivo/em circulos (KARAM et al., 2004; LUCENA et al., 2010), pressdo da cabeca
contra objetos e opistotono (LUCENA et al., 2010) ou alteracbes relacionadas com a lesdo
hepatica propriamente dita como emagrecimento progressivo, diarreia, tenesmo e
ocasionalmente prolapso retal, fotossensibilizagio (MENDEZ; RIET-CORREA, 2001;
KARAM et al., 2004; LUCENA et al., 2010), ascite, ictericia (MENDEZ; RIET-CORREA,
2001; LUCENA et al.,, 2010), pelos arrepiados e quebradicos (KARAM et al., 2004,
LUCENA et al., 2010) e edemas de membros e barbela (MENDEZ; RIET-CORREA, 2001).

Macroscopicamente o figado apresenta-se acentuada e difusamente firme, com cépsula
cinzenta, &reas de aspecto nodular (nddulos de regeneracdo) e estes por vezes eram
avermelhados ou amarelo-alaranjados; areas com padrdo lobular evidenciado e areas

hemorragicas com proliferacdo de tecido fibroso na superficie; vesicula biliar distentida, com
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parede edemaciada e hiperplasia polipoide na mucosa. Edema também pode ser observado no
mesentério, abomaso e intestino linfonodos mesentéricos. Ascite e hidrotorax podem ser
encontrados. Hemorragias nas serosas da cavidade abdominal e petéquias endocéardicas e
pericardicas ja foram descritas (MENDEZ; RIET-CORREA, 2001; KARAM et al., 2004;
LUCENA et al., 2010).

Microscopicamente no SNC observam-se leses de encefalopatia hepatica caracterizadas
por microcavitacbes (espongiose) localizadas na substancia branca (MENDEZ; RIET-
CORREA, 2001; KARAM et al., 2004; LUCENA et al., 2010) e as vezes na substancia
cinzenta, localizadas preferentemente no cortex cerebral, capsula interna, tdlamo e tubérculos
quadrigémeos (MENDEZ; RIET-CORREA, 2001). As lesGes histologicas do figado
consistem em megalocitose (aumento do tamanho do citoplasma e do nucleo, no qual,
geralmente, encontra-se a cromatina condensada na periferia), fibrose dissecante ou difusa e
proliferacdo de ductos biliares. Alguns casos podem apresentar nédulos regenerativos e
degeneracdo/necrose de hepatécitos (MENDEZ; RIET-CORREA, 2001; KARAM et al.,
2004; LUCENA et al., 2010). Infiltrado inflamatério pode ser observado em alguns casos
(MENDEZ; RIET-CORREA, 2001; KARAM et al., 2004) bem como hiperplasia

adenomatosa da mucosa da vesicula biliar (LUCENA et al., 2010).

Raiva

A raiva é causada por um virus do género Lyssavirus e apresenta uma glicoproteina de
superficie responsavel pelo neurotropismo desse agente. O virus da raiva apresenta dois
biotipos: "virus fixo" e "virs de rua". A denominacdo de "virus fixo" é dada as cepas
adaptadas em laboratério através de passagens intracerebrais em série e sdo utilizados para
producdo de vacinas. E altamente neurotropico, ndo € secretada na saliva e ndo produz
corpusculos de inclusdo (Negri). Por outro lado, 0 "virus de rua™é isolado dos animais doentes
nos surtos e, além do neurotropismo, tem tropismo para glandulas salivares (em que se atinge
altas concentragdes) e possivelmente outros epitélios mucossecretores além de produzir
corpusculos de inclusdo (CANTILE; YOUSSEF, 2016). Diferentes mamiferos terrestres
funcionam como reservatorios da doenca, incluindo os morcegos (FERNANDES, 2001). A
transmissdo se da quando um animal infectado inocula o virus, contido na saliva, atravées de
mordida. Outras formas de transmissdo incluem a contaminacdo de feridas recentes com
saliva ou material infectado, entretanto sdo muito menos perigosos. A contaminagdo de
mucosas (olhos, narinas e boca) e a transmissao via aerossol também sao relatadas. O periodo

de incubacdo varia de semanas a meses. Apesar da diferenca de susceptibilidade entre as
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espécies, todos os mamiferos sdo susceptiveis (FERNANDES, 2001; CANTILE; YOUSSEF,
2016). A raiva é uma patologia endémica em muitas partes do mundo e € a zoonose fatal que
mais mata no mundo. Essa doenca ocorre em todo Brasil e tem importancia na maioria dos
estados e regides, tanto pelo potencial zoondtico como por determinar perdas econémicas na
pecuéria. Os morcegos hematdfagos sdo o veiculo mais eficiente de propagagdo do virus
rabico para os animais de producéo, pois eles os agridem diariamente (FERNANDES, 2001).

A forma paralitica da raiva é a mais frequente em bovinos e o periodo de incubacéo é
longo, variando de 25-150 dias, quando transmitida por morcegos. Os animais afetados se
isolam do lote, podendo apresentar dilatacdo pupilar, pelo ericado, sonoléncia e depressao.
Movimentos anormais dos membros posteriores, lacrimejamento e secrecdo nasal também
podem ser observados. Os acessos de fluria sdo raros, porém podem ocorrer tremores
musculares, inquietude e prurido no local da mordida do morcego, de modo que 0s animais
rogam-se em superficies, se infligindo novas lesdes. Com o avancgo da enfermidade, observa-
se incoordenacdo muscular e contracGes tonico-clénicas de mdsculos do tronco e
extremidades. Os animais demonstram dificuldade de degluticdo e parada ruminal. No final,
caem e permanecem em decubito até a morte. Os sinais de paralisia apresentam-se 2-3 dias
depois do inicio dos sinais. A enfermidade dura 2-5 dias, embora, em alguns casos, possa
estender-se até 8-10 dias (ACHA; SZYFRES, 2003).

Macroscopicamente ndo sdo observadas lesdes, embora achados como ferimentos,
mutilacdo e corpos estranhos no estdmago, sejam indicativos da doenca (FERNANDES,
2001; CANTILE; YOUSSEF, 2016). Histologicamente encefalomielite ndo supurativa
CANTILE; YOUSSEF, 2016; FERNANDES, 2001) multifocal, moderada (CANTILE;
YOUSSEF, 2016) com ganglioneurite (FERNANDES, 2001; CANTILE; YOUSSEF, 2016) e
inflamacdo na glandula parotida (CANTILE; YOUSSEF, 2016) e meningite cranio-espinhal
(FERNANDES, 2001). Uma das lesdes mais caracteristicas da raiva € a presenca dos
corpusculos de Negri, que sdo corpusculos de inclusdo viral, intracitoplasmaticos, redondos a
ovais, com 0,25-27mm, eosinofilicos, individuais ou mdaltiplos, que ocorrem em todas as
especies (FERNANDES, 2001; CANTILE; YOUSSEF, 2016)

Botulismo
O botulismo é uma intoxicacédo resultante da ingestdo de toxina previamente formada
pela bactéria anaerdbia Clostridium botulinum (DUTRA et al., 2001). Desde o inicio da
década de 80 o estudo dessa patologia ganhou grande destaque pois esta causa expressivos

prejuizos econdémicos em rebanhos de corte pelo nimero elevado de animais envolvidos
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(LISBOA et al., 1996) e pela alta letalidade (DUTRA et al., 2001; DUTRA; DOBEREINER;
SOUZA, 2005) . As toxinas envolvidas em surtos dessa doenca no Brasil sdo dos tipos C, D
ou complexo CD (DUTRA et al., 1993) e os animais se contaminam pela ingestao de carcacas
contaminadas (osteofagia) (TOKARNIA et al., 1970; DUTRA et al., 1993; DUTRA et al.,
2001; RIET-CORREA et al., 2012; RAYMUNDO et al., 2014), habito comum em animais
com deficiéncia de fosforo (TOKARNIA et al., 1970; LISBOA et al., 1996), agua
contaminada (DUTRA et al., 2001) e outros alimentos contaminados incluindo soja, residuos
de restaurante (RAYMUNDO et al., 2014) e cama de frango (DUTRA; DOBEREINER,;
SOUZA, 2005).

A ocorréncia do botulismo depende de uma série de fatores envolvendo a intensidade
da contaminacdo ambiental pelos esporos de C. botulinum, a presenca de substrato e a
existéncia de condicOes ideais para a sua multiplicacdo e formacdo de toxina. Situagdes
criadas pelos sistemas de produgdo e manejo dos animais nas fazendas determinam as formas
e a intensidade dos surtos (DUTRA et al., 2001) sendo a cria¢do extensiva, areas com solo
deficiente em fosforo, presenca de carcacas no pastoreio e falha no manejo de nutricdo
mineral importantes condi¢cdes epidemioldgicas associadas ao aparecimento dessa doenca
(LISBOA et al., 1996).

Em bovinos o quadro clinico se caracteriza por alteracfes no sistema locomotor como
diminuicdo do tdnus da musculatura dos membros, fraqueza, poliflexdo dos membros,
emboletamento, paresia evoluindo para paralisia flacida (varia de acordo com a evolucdo da
doenca), e desta forma os animais sofrem quedas e ficam em decubito esternal ou lateral,
reducdo do tdnus muscular da lingua, dificuldade de degluticdo e mastigacdo, hipotonia
ruminal, dificuldade respiratéria. Os animais permanecem alertas e com apetite (LISBOA et
al., 1996; DUTRA et al., 2001; DUTRA; DOBEREINER; SOUZA, 2005; RAYMUNDO et
al., 2014). Em caprinos as alteracbes motoras sdo semelhantes, entretanto os animais
apresentam uma tor¢do de pescogco marcada (torcicolo) e muitos animais manifestam
alteracdes de marcha por mais tempo que bovinos (RIET-CORREA et al., 2012). Os animais
apresentam paralisia funcional motora sem interferéncia com a funcéo sensorial o que ratifica
a suposta agdo da toxina a nivel de juncdes neuromusculares (DUTRA et al., 1993; LISBOA
et al., 1996).

N&o ha alteracbes macroscopicas relevantes (DUTRA et al.,, 2001; DUTRA;
DOBEREINER; SOUZA, 2005; RIET-CORREA et al., 2012), embora ja tenha sido relatado
congestdo pulmonar em alguns casos (RAYMUNDO et al., 2014) e fragmentos de 0sso no

reticulo/abomaso (LISBOA et al., 1996). Histologicamente areas de necrose hialina na
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musculatura j& foram descritas (RAYMUNDO et al., 2014), entretanto geralmente ndo séo
observadas alteracBes dignas de nota (RIET-CORREA et al., 2012). Laboratorialmente o
diagnostico pode ser realizado por meio de ensaio bioldgico em camundongos ou teste de
microfixacdo do complemento, sendo o Gltimo mais eficaz na detecgdo quando o material é
proveniente de bovinos intoxicados (DUTRA et al., 1993; LISBOA et al., 1996).

Polioencefalomalécia (PEM)

Polioencefalomalacia (PEM) é um termo descritivo que indica um diagnostico
morfolégico em que necrose neuronal grave resulta em amolecimento (malacia) da substancia
cinzenta (polio) do cérebro. Acreditava-se que a deficiéncia de tiamina era a Unica responsavel
por essa patologia, porém atualmente varias causas e diferentes mecanismos patogénicos, ou
um Unico mecanismo patogénico disparado por diferentes agentes, sdo considerados
responsaveis pelo aparecimento da doenca (SANT ANA et al., 2009b). Um fator que tem
levado a conclusdo de que a PEM esta associada a caréncia de tiamina € a recuperacdo dos
animais afetados mediante o tratamento com esta vitamina. Outro fato é a reproducao
experimental da doenca administrando-se experimentalmente analogos de tiamina como o
amproélio (LEMOS; NAKAZATO, 2001).

O fosfato de tiamina € um importante co-fator na enzima transcetolase, importante na
via das pentoses fosfato, que gera a maior parte do ATP utilizado pelos neurénios. A bomba
sodio-potéssio dependente de ATP é a maior responsavel pelo controle osmotico intracelular
e, portanto, uma disfuncdo nesse mecanismo permite acimulo de sodio intracelular, o que
estimula entrada de agua na célula e tumefacdo celular, que dependendo do grau, pode levar a
necrose neuronal. O cranio 6sseo limita severamente a capacidade do cérebro de se expandir,
tornando esse orgdo especialmente vulneravel a necrose compressiva sob condi¢des que
promovem edema ou inchago celular. A tiamina também é co-fator importante para enzimas
do ciclo de Krebs. Os ruminantes dependem da produgéo de tiamina produzida pela
microbiota ruminal (CEBRA; CEBRA, 2004).

Diversos fatores podem influenciar os niveis de tiamina nos ruminantes, entre elas a
proliferacdo de bactérias produtoras de tiaminases (pode estar associada a ingestdo de racoes
ricas em gréos), uso de anti-helminticos e antibidticos orais e acidose ruminal. A ingestéo de
plantas que contém tiaminases causa, também, a doenca (LEMOS; NAKAZATO, 2001).

A PEM associada a intoxicagdo por enxofre é relatada de forma crescente na literatura
e representa uma forma epidemioldgica distinta dessa patologia (GOULD, 1998). Bacteérias

anaerdbicas do rumem adaptadas a dietas ricas em carboidratos e sulfatos e pobre em fibras
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produzem sulfeto de hidrogénio. O sulfeto inibe a respiracdo celular, levando a um grau de
hipdxia que pode ser suficiente para provocar necrose de neurénios e PEM (CUMMINGS et
al., 1995; RADOSTITS et al., 2002). A acidose ruminal também promove a formacao desse
gés. Altas quantidades de cobre, zinco ou molibdénio podem diminuir o risco de toxicose do
enxofre formando complexos insoluveis (CEBRA; CEBRA, 2004), visto que a suplementacao
desses minerais (principalmente cobre) melhora os niveis de tiamina em ruminantes com dieta
rica em enxofre (GOONERATNE et al., 1989). No Brasil o surto em bovinos descrito foi pela
ingestdo de racdo com niveis altos de enxofre (TRAVERSO et al., 2001), entretanto a
intoxicacdo por &gua salina com elevados niveis de enxofre (BEKE; HIRONAKA, 1991),
ingestdo de melaco (altos nives de enxofre) (GOULD, 1998) e pastejo em locais com plantas
acumuladoras de enxofre (sementes) (GOULD, 2000) também sdo descritas.

A intoxicacdo por sal em ruminantes pode ocorrer apés ingestdo de grande quantidade
de sal associada com restricdo hidrica (SANDALS, 1978). As altas concentracfes de sddio no
SNC inibem a glicélise anaerdbica e dessa forma ndo ocorre o transporte ativo para fora do
sistema nervoso. Com 0 acesso a agua, as concentracbes de sodio no sangue voltam ao
normal, mas como no encéfalo permanecem altas, cria-se um gradiente osmético e a agua
passa do sangue para o encéfalo, levando ao edema e posterior necrose (CEBRA; CEBRA,
2004).

A intoxicacdo por chumbo (Pb) ocorre quando os animais ingerem acidentalmente
produtos que contém chumbo (baterias, tintas, 6leo ou graxa de motores de carros ou
maquinas agricolas, canos de Pb), pastam em locais contaminados (areas proximas a
industrias que poluem por chumbo), em beiras de estradas com muito transito de veiculos nos
paises onde continua sendo utilizada gasolina com Pb. Os animais mais afetados sdo 0s
bovinos, principalmente jovens; isto por que o comportamento curioso e a tendéncia a lamber
ou ingerir objetos estranhos os leva a ingerir esses produtos contendo chumbo (GAVA, 2001,
RADOSTITS et al., 2002; CEBRA; CEBRA, 2004) e essa intoxicacdo € uma importante
causa de necrose da substancia cinzenta encefalica de bovinos (SANT ANA et al., 2009b). O
envolvimento do SNC ocorre ap0s a ingestdo de altas doses pelos animais (RADOSTITS et
al., 2002). Essa substancia, além de afetar o metabolismo dos eritrocitos e causar anemia
(CEBRA; CEBRA, 2004), também causa disfuncdo nos capilares do SNC (GOLDSTEIN et
al., 1974). A lesdo vascular pode ser responsavel por muitos dos sinais neuroldgicos e embora
0 mecanismo exato para lesdo vascular seja desconhecido, provavelmente se relaciona com
interferéncia da funcdo enzimatica. Devido as semelhancas clinicas entre a

polioencefalomalécia e a toxose do chumbo, os efeitos sobre o metabolismo energético e o
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equilibrio id6nico podem ser importantes na patogénese da doenca neuroldgica (CEBRA;
CEBRA, 2004).

A meningoencefalite por BoHV pode ter sinais clinicos e lesbes semelhantes a PEM,
com alteracbes compativeis com malacia na substancia cinzenta do SNC (SANT ANA et al.,
2009b). Como meningoencefalite por herpesvirus bovino-5 (BoHV-5) e (PEM) apresentam
caracteristicas epidemioldgicas semelhantes, sugere-se que a meningoencefalite pode estar
associada com a reativacdo de uma infeccdo latente por BoHV-5 em animais com PEM
(DAVID et al., 2007)

Clinicamente o animal pode apresentar andar cambaleante e em circulos,
incoordenacdo, tremores musculares, movimentos involuntarios, opistétono, pressao da
cabeca contra obstaculos, cegueira total ou parcial, bruxismo, sialorréia, diminui¢do do ténus
da lingua, nistagmo e estrabismo. Os animais afastam-se do rebanho e muitos s&o encontrados
em decubito lateral ou esternal e movimentos de pedalagem. Nas fases iniciais o animal pode
apresentar certa agressividade e excitacdo. Se 0s animais ndo forem tratados com tiamina a
morte ocorre, geralmente, 2-3 dias ap0s 0 aparecimento dos sinais clinicos, entretanto, alguns
animais morrem poucas horas apds e outros permanecem até 10 dias em decubito (LEMOS;
NAKAZATO, 2001; SANT'ANA et al., 2009a; SANT'ANA et al., 2009b). Cegueira, que €
associada a lesdo no telencéfalo occipital, € um dos principais sinais descritos (SANT'ANA et
al., 2009b). Em algumas causas de PEM outros achados clinicos podem auxiliar no
diagndstico. Em casos de animais intoxicados por enxofre um odor significativo de ovo em
putrefacdo é exalado pelos animais intoxicados, que também pode ser verificado na avaliacdo
macroscéopica do rumen (RADOSTITS et al., 2002). Isso ocorre em funcdo da producao
excessiva de sulfeto de hidrogénio (H2S) no rimen (GOULD, 2000). Bovinos intoxicados por
sal também podem apresentar vomito, atonia ruminal, diarréia e dor abdominal, com evolugao
clinica de aproximadamente um dia; soro e a urina com tonalidade marrom ou vermelha séo
uteis na suspeita (CEBRA; CEBRA, 2004). Em casos de intoxicacdo por chumbo alguns
animais apresentam atonia ruminal, cdlica e diarréia fétida (SANT’ANA et al., 2009b).

Macroscopicamente, em casos de evolucdo rapida, os achados podem ser muito
discretos e de dificil percepcdo, com sutil edema, tumefacdo, congestdo e diminuicdo da
consisténcia do cérebro. Nos casos com curso mais prolongado pode notar-se depressao e
achatamento das circunvolucdes, o cerebelo e o bulbo encontram-se deslocados caudalmente,
em direcdo ao forame magno (herniacdo) como evidéncia marcada do edema (LEMOS;
NAKAZATO, 2001; SANT'ANA et al., 2009a; SANT'ANA et al., 2009b). Areas multifocais

amolecidas e amareladas podem ser observadas no cortex e em alguns casos focos de
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hemorragia sédo encontrados (LEMOS; NAKAZATO, 2001; SANT'ANA et al., 2009a). Nos
casos cronicos pode haver estreitamento acentuado e até desaparecimento da substancia
cinzenta (SANT'ANA et al., 2009b). Existem ainda casos que ndo sao observadas alteracdes
macroscopicas (SANT'ANA et al., 2009a).

A lesdo histoldgica caracteristica da PEM € necrose neuronal segmentar e laminar; 0s
neurdnios necroticos sdo caracterizados por encarquilhamento e hipereosinofilia
citoplasmaticas, picnose nuclear sem evidenciacdo nucleolar e desaparecimento da substancia
de Nissl. Ocasionalmente, os nucleos dos neurdnios necréticos apresentavam aspecto vitreo.
Edema (espongiose) perineuronal, perivascular e no neurdpilo também sdo observados
(LEMOS; NAKAZATO, 2001; SANT'ANA et al., 2009a; SANT'ANA et al., 2009b). Nos
casos com lesdes mais avancgadas, numerosos macrofagos tumefeitos com citoplasma
espumoso (células gitter) podem ser encontradas (LEMOS; NAKAZATO, 2001; SANT'ANA
et al., 2009a). Os astrdcitos também apresentam alteracdes, como hipertrofia e ocasionalmente
se organizam em grupos de dois ou trés com nucleos vesiculosos e tumefeitos (SANT'ANA et
al., 2009a). O edema na substancia cinzenta pode ficar acentuado e deixar o neurdpilo com
aspecto esponjoso (SANT'ANA et al., 2009a; SANT'ANA et al., 2009b). Em alguns casos,
manguitos perivasculares focais ou multifocais leves de linfécitos e macrofagos podem ser
encontrados. As principais alteracdes microscopicas predominam no cortex occipital, parietal
e frontal, mas em muitos casos lesdes menos acentuadas também foram detectadas no
hipocampo, nlcleos basais, tdlamo, mesencéfalo e cerebelo (SANT'ANA et al., 2009a). Em
alguns casos, observa-se marcado infiltrado de eosindfilos nos espacos perivasculares, regides
submeningeanas e neurdpila. Esses achados sdo quase sempre observados nos casos em que
hd hemorragias na regido cortical e sdo associados a intoxicacdo por cloreto de sédio
(LEMOS; NAKAZATO, 2001). Em casos de intoxicacdo por chumbo, degeneracao epitelial
dos tdbulos renais associada a corpusculos de inclusdo eosinofilicos intranucleares
alcoolacidos resistentes (TRAVERSO et al., 2004) e vasculite (CEBRA; CEBRA, 2004) sdo
adicionalmente observados. Na toxicose por enxofre, a espongiose pode afetar as camadas
profundas de neurdnios corticais e se estender para a substancia branca adjacente e ha necrose

vascular multifocal com hemorragia (GOULD, 2000).

Meningoencefalite por herpervirus bovino tipo 5 (BoHV-5)
O herpesvirus bovino tipo 5 é antigenicamente relacionado ao herpesvirus bovino 1,
causador da Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR). Ambos sdo neurotropicos e ficam latentes

no ganglio trigeminal, podendo ser reativados por stress, entretanto o tipo 1 raramente causa
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encefalite enquanto o tipo 5 causa uma meningoencefalite necrotizante Surtos ocorrem mais
frequentemente na América do Sul. A infeccdo ocorre por contato direto, aerossdis ou por
contato indireto através de comida, &gua ou semem contaminado. Geralmente ocorre como
doenca esporédica, mas pode ocorrer surtos em bezerros (CANTILE; YOUSSEF, 2016).

Clinicamente os animais apresentavam apatia, anorexia e isolamento do rebanho e os
sinais neurologicos observados incluem alteragdes na marcha como ataxia, hipermetria, andar
em circulos, movimentos de propulsdo, andar a esmo com choque em obstaculo,
incoordenacdo, marcha para tras, pressdao da cabeca contra objetos, cegueira aparente,
diminuigéo dos reflexos auditivos e cutaneos, nistagmo, tremores musculares mais evidentes
na cabeca e pescoco, hiperestesia ao toque e ao som, trismo, bruxismo, diminuicdo do ténus
lingual, dificuldade para apreensdo de alimentos e degluticdo de agua, movimentos de
pedalagem, opist6tono, ocasionais convulsGes, agressividade, dectbito prolongado, catatonia
e morte; outros sintomas como corrimento seroso ocular e nasal, dispneia e sialorréia também
foram descritos (SALVADOR et al., 1998; COLODEL et al., 2002c; ELIAS, SCHILD, RIET-
CORREA, 2004; RIET-CORREA et al., 2006; RISSI et al., 2006).

Macroscopicamente alguns casos ndo apresentam alteragdes significativas ou apenas
achados inespecificos como congestdo durante a necropsia; em outros casos areas multifocais
de malacia caracterizadas por areas deprimidas, marrom ou amareladas, com aspecto
amolecido e finamente granular ao corte, podendo medir até 3cm de didmetro e com a
evolucdo da doenga, essas areas se tornavam gelatinosas e acinzentadas. Essas lesdes ja foram
descritas no coértex cerebral, talamo, nucleos de base, capsula interna, ventriculo lateral.
Outras lesdes observadas nesses casos foram achatamento das circunvolugbes cerebrais,
protusdo do cerebelo pelo forame magno e areas de hemorragia (SALVADOR et al., 1998;
COLODEL et al., 2002c; ELIAS, SCHILD, RIET-CORREA, 2004; RIET-CORREA et al.,
2006; RISSI et al., 2006).

Microscopicamente a lesdo encontrada é classicamente uma meningoencefalite ndo
supurativa difusa severa, podendo estar associada com &reas de maléacia. As alteracGes
inflamatdrias incluem acimulos meningeanos e manguitos perivasculares mononucleares
(composto principalmente por linfdcitos, macrofagos e ocasionais neutréfilos) e, por vezes,
com vasculite. Ocasionalmente, neuronofagia, gliose multifocal ou difusa, tumefacdo de
astrocitos e infiltrado inflamatério mononuclear difuso na neurdpila, constituido
principalmente por macro6fagos pode ser observada. As areas de maléacia observadas estavam
associadas com infiltracdo de células de Gitter (macréfagos espumosos) e, dependendo da

extensdo, a substituicdo da neurdpila por células Gitter foi observada. Alteracdos
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degenerativo-necréticas em neurbnios também foram descritas como neurénios
acentuadamente eosinofilicos, retraidos, com aumento do espaco perineuronal e por vezes 0
padrdo de necrose era laminar, caracterizada por eosinofilia das camadas corticais superficiais;
nessas areas de lesdo neuronal alteragdes como satelitose, neuronofagia, discreto nimero de
macrofagos, distensdo dos espacos perivasculares e vacuolizacdo do neurOpilo estavam
geralmente associadas. Corpusculos de inclusdo intranucleares eosinofilicos que se
apresentavam ao centro do nucleo com um alo claro em volta e a cromatina rebatida
perifericamente foram observados em astrocitos e neurdnios em algumas areas. Notou-se
correlacdo entre a reacdo inflamatoria e a quantidade de corpusculos de inclusdo, quanto mais
intensa a resposta inflamatoria, maior a quantidade de corpusculos encontrados (SALVADOR
ET AL., 1998; COLODEL et al., 2002c; ELIAS, SCHILD, RIET-CORREA, 2004; RIET-
CORREA et al., 2006; RISSI et al., 2006).

As patologias que podem eventualmente cursar com quadro clinico semelhante a

intoxicacdo por plantas tremorgénicas estdo resumidas no quadro 5.

Quadro 5. Doencas que podem cursar com sintomatologia de tremores e incoordenacdo

Doenca Epidemiologia Sitomatologia Macroscopia Microscopia
Plantas que Principio toxico | Incoordenacéo, Geralmente ausente Geralmente ausente
causam desconhecido, tremores musculares
sindrome provavelmente estas

tremorgénica

plantas induzam a
perturbacdes na
neurotransmissao por
interferéncia nos  seus

mecanismos bioquimicos

Plantas que Geralmente a condicdo | Incoordenacdo motora | Geralmente ausente Tumefacgéo e fina

causam que leva a ingestdo | com ataxia, dismetria, vacuolizacdo de neur6nios,

glicoproteinose dessas plantas é a fome. | paresia e  tremores células  epiteliais  da
O principio téxico é o | musculares tiredide, rim, figado e
alcaloide indolizidinico pancreas

swainsonina, que inibe a
atividade das enzimas a-
manosidase lisossomal e
a-manosidase Il do

aparelho de Golgi

Micotoxicoses | Ingestio  de  plantas | Tremores (“staggers”), | Ausente. Alguns autores | Alteracbes degenerativo-

contaminadas por fungos | incoordenacdo descreveream aumento do | necréticas em células de

(alcaloides indole- liguido  cefalo-raquidiano, | Purkinje e lesbes axonais
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dipertendides). Regressao

da doenca quando animal

hemorragias subdurais

(Claviceps paspali) e areas

(esferoides) na camada

granular. Necrose hialina

para de ingerir planta palidas nos musculos | na musculatura (A
contaminada (Aspergillus clavatus) clavatus)

Raiva Inoculagdo do virus por | Acessos de fdria com | Ausente Encefalomielite nédo
saliva de animal | tremores  musculares, supurativa com
contaminado  (morcego | inquietude, corpusculos de Negri.
hematdfago associado em | incoordenacéao
animais de producdo) muscular com

contracdes tdnico-
clénicas. Evolui para
paralisia.

Botulismo Toxina produzida por | Paralisia flacida Ausente Ausente. Necrose hialina j&
Clostridium  botulinum. foi relatada.

Associacdo com ingestdo
de fontes contaminadas
como carcagas
(osteofagia), 4&gua e
alimentos.
Polioencefalo | Pode ser causada por| Nas fases iniciais o | Areas multifocais | Necrose neuronal

malécia deficiéncia de tiamina ou | animal pode apresentar | amolecidas e amareladas no | segmentar e laminar, gitter
intoxicacdo por enxofre, | certa agressividade e | cortex, focos de hemorragia, | cells, astrocitose,
sal ou chumbo. excitacéo. herniag8o do cerebelo espongiose na substincia

Incoordenagdo, cinzenta
tremores  musculares,

pressdo da  cabeca

contra obstaculos,

cegueira, bruxismo e

diminui¢do do ténus da

lingua.

BoHV tipo 5 A infeccdo ocorre por | Incoordenacdo, pressdo | Areas multifocais | Meningoencefalite nédo
contato direto, aerossois | da  cabeca  contra | deprimidas, marrom  ou | supurativa difusa severa,
ou por contato indireto | objetos, cegueira, | amareladas, com aspecto | podendo estar associada
através de comida, agua | tremores  musculares, | amolecido e  finamente | com areas de malécia.

ou semem contaminado.
Geralmente ocorre como
doenca esporadica, mas
pode ocorrer surtos em

bezerros

hiperestesia, ocasionais
convulsoes,

agressividade

granular ao corte (malécia) e
com a evolugdo da doenga,
tornavam

essas areas se

gelatinosas e acinzentadas.

Alteracdos  degenerativo-
necréticas em neurdnios

Corpusculos de inclusdo
intranucleares eosinofilicos

em astrocitos e neurdnios
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B. Ficha de exame neuroldgico

Protocolo de Exame Clinico Neurolagico

Data: ! ! RG:
Identificagdo do animal:
Tempo de evolugdo: - Inicio / Curso:
Exame fisico: - Estado de nutrig3o: - Atitude:
- Frequiéncia respiratonia: mpm - Grau de desidratagdo: %
- Frequéncia cardiaca: bpm -Coloragio de mucosas:
- Temperamra: < -Linfonodos aparentes:
ExaME NEUROLOGICO
1. CABECA:

NIVEL DE CONSCIENCIA: ( ) Atento/Alerta ( )Delirios ( ) ApaticoDeprimido ( )Semicomatoso/Estupor
( ) Comatoso ( ) Hiperexcitabilidade

COMPORTAMENTO: { ) Mugidos ( )Bocejos ( ) Lamber( ) Manias( ) Comvulsdes
( ) Agressividade ( ) Pressionar a cabe¢a ( ) Curso errante { ) Andar compulsivo ( ) Balangar a cabega

( ) Andar em circulo ( ) Pressdo da cabeca conta objetos ( ) Agressividads

POSTURAL ( ) Desvio lateral da cabega ( ) Giro ortotonico da cabega e pescogo () Tremores
( )Balancar da cabega ( ) Opistotone ( ) Pleurototono

QOutras observagoes:
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2. Nervos cranianos:

| N =Normal; A = Ausente; P = Presente; D = Diminuido; AA = Aumentado

Pares de Nervos

Direito

Esquerdo

I- Olfatorio

II-Optico (Visdo)

Reflexo pupilar — direto (I, III)

Reflexo pupilar — consensual (I, IIT)

I - Oculomotor Reflexo pupilar — esquerdo (11, IIT)
Reflexo pupilar — consensual (I, III)
Estrabismo lateral
IV -Troclear Estrabismo dorso medisl
S Reflexo palpebral
V - Trigémio Sensibilidade da face
Mor  [Mastigacio
Massa mmscular
VI - Abducente Estrabismo medial
VI - Facial (Motor) | Ptose auricular
Prose palpebral
Prose labial
VI - Vestibulococlear | Audicio
(Sistema Vestbular) | Desvio de cabaga
Estrabismo ventro-lateral
Fisiologico
Horizontal
Nistagmo Vertical
Rotacional
Posicional
Fase rapids
¥ - Glossofaringeo | Degluticio
(Motor)
X-Vago Degluti¢io
“Slap Test”
XI— Acessério Arrofia estemocefalico
Tapezio
braquiocefalico
OmMOTANSVErso
XII - Hipoglosso Protrusao / Desvio de lmzua

atrofia

Apreensio de zlimento e agua
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Direito Esquerdo

Sindrome de Homer Miose

(SNA - simpatico) Enoftalmia

Prolapso de 3°- palpebra

Sudorese (face, pescogo)

Exame de fundo de olho:

3. Andar:

[ (A) Ausente (P ) Presente

0 = padrio nommal de locomog3o;

1 = deficits dificilmente observados durante 2 locomo¢3o em linha reta, mas confirmados
apos a realizagio de manobras especiais;

2 = deéficits facilmente observados durante a locomog3o em linha reta e exarcebados
durante a rezlizacio de manobras espaciais

3 = 0 animal pode cair quando manobras especiais s3o realizadas e geralmente apresentam
POSOITas anormais mesmo quando parado:

4 = quadas expontaneas durante a locomog3o;

5 = dectibito permanents

Esquerdo Direito
Anterior Postenor Anterior Postenior
Ataxia
Grau
Esquerdo Direito
Anterior Posterior Anterior Posterior
Paresia
Hipermetmia
Hipometia
Espasticidade
Flacidez

Observagdes:




4. Pescoco, tronco e membros:

| N =Normal; A = Ausente; P = Presente; D = Diminuido; AA = Aumentado

Massa nmscular
Reflaxo cervico-facial
Observagoes:

~ o~
e

~ o~

N

Membros Anteriores

Esquerdo

Direito

Obsarvagdes:

Cascos (desgastes)

Propriocepgio

Toaus

Sensibilidade | superficial

profunda

Reflexo biceptal

Reflexo mceptal

Reflexo carpo-radial

Reflexo flexor

Membros Anteriores

Esquerdo

Direito

Cascos (desgastes)

Observagdes:

Propriocepsao

Tomus

Sensibilidade | superficial

profunda

Reflexo patalar

Reflexo tibial cramal

Reflexo gastrocnémio

Reflexo ciatico

Reflexo flexor
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Cauda e Anus:

I N =Normal: A = Ausente; P = Presente;: D = Diminuido; AA = Aumentado

Palpacao Retal:

Cauda

Anus

Anofia

Tonus

Reflexos

Sensibihdade

superficial

profunda

Local da lesao neurologica:

Residente responsavel:

Docente responsavel:

Data e assinatura:
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