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RESUMO

As plantas tdxicas continuam entre as principais causas de morte em bovinos no Brasil.
Elas apresentam efeito relativamente especifico sobre os tecidos e/ou sistemas. Varias
plantas tdxicas do Brasil causam dano hepético, de forma aguda ou cronica, muitas
vezes acompanhado de encefalopatia hepatica, cuja patogenia ainda ndo havia sido
elucidada nos casos de hepatopatia toxica aguda em bovinos. O presente estudo teve
como objetivo caracterizar microscopicamente as alteracdes encefalicas relacionadas a
hepatopatias toxicas em bovinos e resultou em trés artigos. O primeiro deles descreve
alteracOes encefalicas histolégicas em bovinos com intoxicacao espontanea por Cestrum
intermedium e suas caracteristicas na avaliacdo imuno-histoquimica (IHQ), com
emprego dos anticorpos anti-proteina S100 e anti-proteina glial fibrilar &cida. No
segundo artigo sdo caracterizadas as alteracdes encefalicas de 22 bovinos intoxicados
natural ou experimentalmente por cinco espécies de planta de acdo hepatotdxica aguda
ou pela ingestdo de P. flavipes, com avaliacdo de telencéfalo, tronco encefalico e
cerebelo pelas técnicas de hematoxilina e eosina (HE), histoquimicas de acido periodico
de Shiff (PAS) e lectinas e pelas provas de IHQ usando os anticorpos anti-S100, anti-
GFAP e anti-vimentina. Neste artigo sdo evidenciadas alteracbes relevantes em
astrdcitos, tanto da substancia branca quanto da cinzenta e se demonstra serem 0s
mesmos o principal alvo de lesdo na hepatopatia toxica aguda em bovinos, evidenciado
pela IHQ. As técnicas histoquimicas citadas ndo apresentaram resultados promissores,
por isso ndo sdo apresentadas no Artigo 2. No terceiro artigo é realizada avaliacdo
comparativa de encéfalos de bovinos intoxicados por Senecio sp. com uso das mesmas
técnicas e que demonstrou ndo haver alteragdes significativas em astrocitos e estruturas
vasculares encefalicas, reiterando a patogenia anteriormente proposta, de que a
degeneracdo esponjosa, alteracdo histoldgica encefalica amplamente descrita nessa

intoxicacao, é caracterizada por edema intramielinico.



ABSTRACT

Toxic plants remain among the major causes of death in cattle in Brazil. They have
relatively specific effects on animal tissues or systems. Several Brazilian poisonous
plants cause acute or chronic liver damage, often accompanied by hepatic
encephalopathy, the pathogenesis of which was not yet elucidated in cases of acute toxic
liver disease in cattle. This study resulted in three articles. The first describes
histological findings in brains of cattle poisoned by Cestrum intermedium and their
immunohistochemical characteristics using the anti-protein S100 and anti-glial fibrillary
acidic protein markers. The second article characterizes changes in the brain from 22
cattle natural or experimentally poisoned by five plant species with acute hepatotoxic
effects or by the ingestion of P. flavipes larvae. Hematoxylin and eosin stained slides of
cerebrum, brainstem and cerebellum were evaluated, as well histochemical preparations
stained with periodic acid Schiff or lectins and immunohistochemical evaluation
employing anti-S100, anti-GFAP and anti-vimentin markers. These histochemical
techniques did not show promising results, so these are not shown in the second article.
Relevant changes were observed in astrocytes from white and gray matter, presenting
these cells as the main target of injury in acute toxic liver disease in cattle. The third
paper presents a comparative evaluation of the brains of ten cattle poisoned by Senecio
sp. using the same techniques. There were no significant changes in astrocytes and brain
vascular structures, backing up the pathogenesis previously proposed; that the
histological brain changes identified as spongy degeneration, largely described in this
poisoning, are characterized by intramyelinic edema.
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1. INTRODUCAO

Apesar do avango nas tecnologias de producdo de alimentos para bovinos e da
pratica do confinamento, as plantas toxicas continuam entre as principais causas de
morte em bovinos no Brasil (TOKARNIA et al., 2012).

As plantas toxicas em geral tém efeito relativamente especifico sobre tecidos e/ou
sistemas; no Brasil ha relatos de intoxicacdo de bovinos por plantas com acdo sobre
musculo cardiaco (PAVARINI et al., 2011; SOARES et al., 2011; TOKARNIA et al.,
2012), sistema nervoso central (ARMIEN et al., 2007; PEDROSO et al., 2010;
TOKARNIA et al., 2012), figado (GAVA et al., 1991; 1996; DRIEMEIER et al.,1999;
COLODEL et al.,, 2003; TRAVERSO et al.,, 2004; RAYMUNDO et al., 2009;
BANDARRA et al., 2009; BARROS et al., 2010; VARASCHIN et al.,, 2011;
TOKARNIA et al., 2012) e outros.

Os efeitos das plantas hepatotdxicas podem ser agudos ou crénicos. Em geral elas
sdo classificadas em trés grandes grupos: plantas que induzem necrose hepatica aguda;
as que induzem fibrose hepaética; e as que causam fotossensibilizacdo (SANTOS et al.,
2008).

Animais com lesbes hepéaticas difusas graves geralmente apresentam
manifestacBes clinicas de encefalopatia hepatica (SUMMERS et al., 1995). As
alteracdes encefalicas induzidas por plantas hepatotoxicas cronicas tém sido associadas
a hiperamonemia (BARROS et al. 1987, MENDEZ, RIET-CORREA e SCHILD, 1987;
BARROS et al., 1992; SANTOS et al., 2008; LUCENA et al., 2010). No grupo dessas
plantas sdo mais importantes as espécies que contém como principio ativo alcaloides
pirrolizidinicos. Estes sdo compostos que apresentam nitrogénio, usualmente no anel
heterociclico, e geralmente sdo toxicos (SANTOS et al., 2008; LUCENA et al., 2010);
induzem alteragOes histologicamente caracterizadas por degeneragdo esponjosa (=
“status spongiosus’) N0 sistema nervoso central, mais pronunciadas na substancia
branca, sendo observadas em mesencéfalo, base do encéfalo, peddnculos cerebelares e
na juncdo entre substancia cinzenta e branca (BARROS, 2010).

Em casos de intoxicacdo por diferentes espécies de plantas de acdo hepatotdxica
aguda estudadas em bovinos no Brasil tem sido observados danos encefalicos, em
alguns casos inclusive com alterages macroscopicas e achados histolégicos



(TRAVERSO et al., 2004; VARASCHIN et al., 2011), cuja patogenia ainda néo estava
definida.

O presente trabalho tem por objetivo descrever as alteracbes encontradas em
cortes de telencéfalo, tronco encefalico e cerebelo de bovinos intoxicados pelas plantas
de acdo hepatotdxica aguda Cestrum corymbosum, Cestrum intermedium, Dodonaea
viscosa, Trema micrantha e Xanthium cavanillesii € pela ingestdo de larvas do inseto
Perreyia flavipes, incluindo achados histologicos em H.E., da histoquimica de PAS e de
lectinas e das provas imuno-histoquimicas usando os anticorpos anti-S100, anti-GFAP e
anti-vimentina. Inclui ainda resultados da avaliacdo comparativa das alteracdes nas
areas encefalicas correspondentes com emprego dessas mesmas técnicas em casos de

intoxicagdo por Senecio sp., também em bovinos.



ARTIGO 1.

Neste item ¢é apresentado o artigo “Intoxicacéo espontanea por Cestrum
intermedium em bovinos no Sudoeste do Estado do Parand”, publicado na Revista

Pesquisa Veterinaria Brasileira.
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Intoxicacdo espontanea por Cestrum intermedium em bovinos
no Sudoeste do Estado do Parana?

Angelica T.B. Wouters?, Fabiana M. Boabaid?, Tatiane T.N. Watanabe?, Paulo M. Bandarra?,

Gabriel L.E Correa? Flademir Wouters?, Raquel M. Mafessoni® e David Driemeier®*

ABSTRACT.- Wouters A.T.B., Boabaid FM., Watanabe T.T.N., Bandarra PM., Correa G.L.F,
Wouters F, Mafessoni RM. & Driemeier D. 2013. [Spontaneous poisoning by Cestrum
intermedium in cattle in Southwest of Parana, Brazil.] Intoxicacdo espontinea por Ces-
trum intermedium em bovinos no Sudoeste do Estado do Parana. Pesquisa Veterindria Bra-
sileira 33(1):47-51. Setor de Patologia Veterinaria, Faculdade de Veterindria, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Avenida Bento Gongalves 9090, Porto Alegre, RS 91540-000,
Brazil. E-mail: davetpat@ufrgs.br

Outbreaks of Cestrum intermedium poisoning affected cattle from dairy herds in Sal-
gado Filho, Southwest of Parand, southern Brazil, with death of sixteen from 72 animals
of four small properties. The onset of the acute clinical signs and death within 24h were
reported. High animal density and many shrubs identified as C. intermedium that showed
signs of having been consumed by the animals were noticed in all farms. Two animals were
necropsied and the most important findings were congested conjunctival and vulvovesti-
bular mucosae; hemorrhages and enhanced lobular pattern in the liver; hemorrhages, con-
gestion and edema in the lung; splenic and brain congestion, and multifocal hemorrhages
in the heart. Tissue samples from these two bovines were evaluated. Histological lesions
were marked in the liver, such as severe centrolobular necrosis and hemorrhage, what is in-
dicative of acute toxic liver disease. In the brain tissue, astrocytic changes were observed in
the white matter of the cerebrum and cerebellum, and in the gray matter of the cerebellum.
They were characterized by cell swelling with large and eosinophilic cytoplasm, pyknotic
and sometimes eccentric nucleus. These astrocytic changes features were demonstrated by
immunohistochemical techniques using the anti-S100 protein and anti-glial fibrillary aci-
dic protein (GFAP), with a strongly positive immunostaining for both antibodies. The paper
aims to emphasize on neurological lesions of acute hepatotoxicity in cattle.

INDEX TERMS: Poisonous plants, Cestrum intermedium, Solanaceae, liver, plant poisoning, diseases of
cattle, immunohistochemistry.

RESUMO.- Sio descritos surtos de intoxicacdo espontinea
por Cestrum intermedium em bovinos leiteiros do Munici-
pio de Salgado Filho, sudoeste do Estado do Parana, com
morte de dezesseis bovinos de um total de 72 de quatro
pequenas propriedades. O histérico obtido nessas proprie-
dades incluia curso clinico agudo, com morte em menos de
24 horas. Em todas foram observadas elevada lotacio por

' Recebido em 28 de setembro de 2012,

Aceito para publicagio em 19 de outubro de 2012,

? Departamento de Patologia Clinica Veterinaria, Faculdade de Veterina-
ria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Av. Bento Gongal-
ves 9090, Porto Alegre, RS 95320-000, Brasil. *Autor para correspondén-
cia: davetpat@ufrgs.br

* Médica Veterindria, Rua Pato Branco 482, Francisco Beltrio, PR 85601-
350, Brasil
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drea com escassa pastagem disponivel e grande quantidade
de plantas arbustivas identificadas como C. intermedium e
com sinais de terem sido consumidas pelos animais. Dois
bovinos foram necropsiados e os achados mais importan-
tes foram congestio de mucosas conjuntivais e vulvoves-
tibular; hemorragias e evidenciacdo do padrdo lobular no
figado; hemorragia, congestio e edema pulmonares; con-
gestdo esplénica e encefilica, além de hemorragias multifo-
cais no coracdo. Amostras de tecidos desses bovinos foram
avaliadas, com alteragdes histoldgicas importantes no figa-
do, caracterizadas por necrose acentuada de hepatdcitos
e hemorragia, indicativas de hepatopatia téxica aguda e,
no encéfalo, foram observadas alteracées astrocitirias em
substincia branca de cérebro e cerebelo e na substincia
cinzenta do cerebelo, caracterizadas por tumefacio celular
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com citoplasma amplo e eosinofilico, nicleo picnético, ora
excéntrico. Essas alteracdes astrocitdrias foram evidencia-
das pela técnica de imuno-histoquimica (IHQ), com imuno-
marcacdo fortemente positiva para os anticorpos anti-pro-
teina S100 (anti-S100) e anti-proteina glial fibrilar 4cida
(anti-GFAP). O trabalho visa enfatizar em lesées encefilicas
relacionadas & hepatotoxicidade aguda em bovinos.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Plantas téxicas, Cestrum intermedium,
Solanaceae, figado, intoxicagio por plantas, doenga de bovinos,
imuno-histoquimica.

INTRODUCAO

Cestrum intermedium, planta arbustiva a arbdrea perten-
cente a um género tipicamente americano da Familia So-
lanaceae, estd presente no Brasil, de Minas Gerais até o Rio
Grande do Sul. A espécie ocorre tanto no interior quanto
em borda de matas e também em locais antropizados (So-
ares et al. 2007), como beiras de cercas, areas destinadas
a pastagens e em terrenos baldios (Lorenzi 2008b). E co-
nhecida pelos nomes populares de “coerana”, “mata-boi” e
“peloteira preta” (Kissmann & Groth 2000, Lorenzi 2008b).

C. intermedium causa intoxicacio em bovinos em situa-
coes de escassez de forragem, principalmente no inverno,
em periodos de seca ou quando ha lotacdo animal eleva-
da nas pastagens (Tokarnia et al. 2012). E considerada a
planta toxica de maior importincia no extremo oeste e no
noroeste do Estado de Santa Catarina (Gava 1993, Gava et
al. 1996). Furlan et al. (2008) descreveram um surto de in-
toxicacdo espontinea por C. intermedium em bovinos no
Municipio de Jupid, oeste de Santa Catarina. Casos de in-
toxicacdo sdo também descritos em bovinos no Rio Grande
do Sul, na regido da encosta da Serra Gaticha (Bandarra et
al. 2009).

0 quadro clinico da intoxicagdo por C. intermedium
é curto, de aproximadamente 12 a 48 horas (Gava et al.
1996) e ha observacio de curso clinico até inferior a 12 ho-
ras (Bandarra et al. 2009). As manifestacées clinicas sdo de
insuficiéncia hepatica aguda, com anorexia, atonia ruminal,
fezes escassas, ressecadas e com muco efou sangue, con-
gestio conjuntival (Gava et al. 1996), tremores musculares,
incoordenacdo (Gava et al. 1996, Furlan et al. 2008, Bandar-
ra et al. 2009), agressividade (Furlan et al. 2008, Bandarra
et al. 2009), pressdo da cabega contra obsticulos, cabeca
voltada para o flanco, gemidos (Gava et al. 1996), decubi-
to esternal (Gava et al. 1996, Furlan et al. 2008) e lateral
(Furlan et al. 2008, Bandarra et al. 2009), movimentos de
pedalagem (Gava et al. 1996, Furlan et al. 2008), opistétono
e morte (Gava et al. 1996).

Os achados de necropsia mais importantes em bovi-
nos intoxicados por C. intermedium estio no figado, o qual
apresenta evidenciagdo do padrdo lobular (Furlan et al.
2008, Bandarra et al. 2009) e pode ter seu volume aumen-
tado (Bandarra et al. 2009). Sdo descritos edema da parede
da vesicula biliar (Gava et al. 1996, Bandarra et al. 2009) e
da porgido inicial do duodeno (Gava et al. 1996), retracio
do globo ocular por desidratagio, hemorragias em tecido
subcutineo (Bandarra et al, 2009), coracdo (Gava et al
1996, Bandarra et al, 2009), intestino grosso (Gava et al.

Pesq. Vet. Bras. 33(1):47-51, janeiro 2013

1996), timo, tireoide, serosa do rimen, omento e mesenté-
rio (Bandarra et al. 2009) e ressecamento do conteido de
omaso, colon e reto (Gava et al. 1996).

H4, no Brasil, diversas espécies de plantas toxicas cuja
ingestdo resulta em lesdo hepatica caracterizada histolo-
gicamente por necrose acentuada de hepatdcitos, incluin-
do Cestrum spp. e outras plantas hepatotdxicas. Além das
plantas, deve ser também considerada a possibilidade de
intoxicagdo por larvas do inseto Perreyia flavipes, descri-
ta em bovinos e ovinos no Sul do Brasil, com ingestio das
larvas nas pastagens, principalmente no periodo de maio a
setembro (Soares et al., 2008, Raymundo et al. 2009).

Sdo descritos quatro surtos de intoxicacio por C. inter-
medium em bovinos do sudoeste do Estado do Parand, com
avaliacdo histologica dos tecidos e realizacdo da técnica de
IHQ para os anticorpos anti-S100 e anti-GFAP em cérebro
e cerebelo.

MATERIAL E METODOS

Foram realizadas avaliacio macroscopica e histolégica de tecidos
colhidos na necropsia de dois bovinos, fémeas, mestigas, uma com
aproximadamente 6 anos (Propriedade A) e outra com 1 ano e 4
meses (Propriedade B) e visita a quatro propriedades (Proprieda-
des A, B, C e D) para investigacio da ocorréncia de agentes hepa-
totdxicos e coleta de dados.

Cortes de 3 pm de espessura foram efetuados dos blocos em
parafina de cérebro e cerebelo para a realizacio da técnica de IHQ,
pelo método estreptavidina-biotina ligada & peroxidase, usando
0s anticorpos primdrios (anti-GFAP) e (anti-5100). O bloqueio da
atividade da peroxidase enddgena foi realizado com a incubagio
dos cortes dos tecidos em solucdo 10% de perdxido de hidrogé-
nio (30 vol.), em metanol, durante 10 minutos. Para a recuperagio
antigénica, utilizou-se tampdo tris EDTA, pH 9.0, e tampdo citrato,
pH 6,0, em panela de pressdo a 96°C, por 40 minutos (anticorpo
policlonal anti-GFAP. Z0334, DakoCytomation, diluigio 1:500 e
anticorpo policlonal anti-5100, Z0311, DakoCytomation, diluicio
1:200. respectivamente). Os anticorpos primdrios foram diluidos
em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), aplicados nas
ldminas e incubadas em cidmara umida por 14-16 horas (“over-
night”) a 4° C. Posteriormente, os cortes foram incubados com
anticorpo secunddrio biotinilado ligado a estreptavidina-peroxi-
dase (kit LSAB-HRP. K0690. DakoCytomation), 20 minutoes cada
etapa. A reacdo para GFAP foi revelada com 3,3-diaminobenzidi-
na (DAB, DakoCytomation) e, para S100, foi usado o cromdgeno
VECTOR®NovaRed. Para a contracoloracio utilizou-se hematoxili-
na de Harris, seguida da montagem em Entellan®. Como controles
para avaliacdo das imunomarcacdes anti-GFAP e anti-5100 foram
usados cortes de telencéfalo, tronco encefalico e cerebelo de bovi-
nos adultos da rotina de diagndstico do Setor de Patologia Veteri-
naria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS)
sem alteracdes hepdticas e/ou encefdlicas e como controle negati-
vo cortes correspondentes incubados apenas com PBS.

RESULTADOS

Quatro pequenas propriedades localizadas no Municipio
de Salgado Filho, sudoeste do Parand, apresentaram mor-
talidade de bovinos leiteiros. Na Propriedade A morreram,
em um periodo de 40 dias do inverno de 2008, quatro ani-
mais adultos de um plantel de 19 bovinos. O plantel era
mantido em 3,0 ha de campo e aproximadamente 1,0 ha de
pastagem cultivada, com fornecimento de cana-de-acticar e
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forragem em cocho. As manifestagdes clinicas observadas
incluiram escoicear do ventre e movimentos de pedalagem,
ja em dectbito lateral, com morte em menos de 24 horas.
Na necropsia foram constatados bom estado corporal, mu-
cosas conjuntivais e vulvovestibular, figado, bago e cérebro
congestos e hemorragias focais em pulmées e coracéo.

Na Propriedade B haviam morrido quatro de 28 bovinos
de um mesmo piquete, também no inverno de 2008 e, em
2009, morreu mais uma vaca, com manifestacdes clinicas
semelhantes. Estas incluiam fraqueza, dispneia, permanén-
cia em estacdo com o pescoco estirado, balancar da cabeca
e berros fortes. O periodo da observagido dos primeiros si-
nais clinicos até a morte foi inferior a 24 horas em todos
os casos. No bovino necropsiado havia evidenciacdo do
padréo lobular no figado, vesicula biliar repleta; pulmées
congestos e edematosos, linfonodos mediastinicos aumen-
tados de volume, bago congesto e, no coracio, havia hemor-
ragias multifocais subendocardicas e subepicardicas.

Na Propriedade C, morreram, em um periodo de 72 ho-
ras, cinco de 18 bovinos em outubro de 2011, sendo quatro
fémeas de 7-8 meses de idade e um macho, com relato de
evolugdo clinica de aproximadamente 12 horas até a morte.
Os animais estavam em um campo com pasto escasso. Na
quarta propriedade (Propriedade D), foram encontradas
mortas duas vacas de um plantel de 7 bovinos.

Em visita as propriedades foi verificada grande quanti-
dade de plantas da espécie C. intermedium no local em que
os bovinos eram mantidos, com sinais de folhas consumi-
das (Fig.1).

Na avaliacdo histolégica do figado do bovino da Pro-
priedade A foi observada necrose aguda difusa acentuada
de hepatdcitos, associada a hemorragia acentuada (Fig.2),
poupando apenas hepatécitos da periferia dos 16bulos. Ha-
via discreto infiltrado inflamatério nas dreas de necrose,
composto predominantemente por neutréfilos, e ocasio-
nais células de Kupffer apresentavam citoplasma carrega-
do de pigmento granular acastanhado. Foram ainda obser-
vadas hemorragia multifocal nos pulmées e congestdo no
bago. No outro bovino (Propriedade B) foi também obser-
vada necrose aguda acentuada de hepatdécitos, no entanto,
com distribuicdo centrolobular e havia vacuolizagdo difusa

i - . S ’ ) _”. f
Fig.1. Arbusto de Cestrum intermedium em brotacao. O
galhos cujas folhas foram consumidas.

b
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discreta do citoplasma dos hepatécitos periféricos a ne-
crose, entremeados por ocasionais glébulos eosinofilicos.
Hemorragia e infiltrado inflamatério estavam também pre-
sentes no figado, com intensidade e distribuigdo similares
ao primeiro animal. Na substancia branca do cérebro e do
cerebelo de ambos os bovinos foram observados astrécitos
com citoplasma amplo e fraca e homogeneamente eosino-
filico, niicleo retraido com cromatina densa, excéntrico em
algumas células (Fig.3). Em alguns cortes havia também
vacuolizagdo arredondada multifocal discreta da substéin-
cia branca. Astrécitos de Bergmann no cerebelo apresen-
tavam aspecto semelhante aos astrécitos da substidncia
branca. Havia ainda congestdo difusa discreta a moderada
no cérebro e no cerebelo dos dois bovinos e, no exame dos
demais 6rgdos; hemorragia focal no miocdrdio, congestio
pulmonar, além de areas de enfisema e atelectasia (Bovino
Propriedade A); deplecio linfoide moderada em linfonodo,

, e T : L S -I'_‘?.’(ai":”r
Fig.2. Figado de bovino (Propriedade A) intoxicado por Cestrum
intermedium. Observa-se necrose coagulativa acentuada de
hepatdcitos associada a hemorragia, poupando apenas hepa-
tdcitos periportais. Ha discreto infiltrado inflamatério, com-
posto predominantemente por neutréfilos. HE, obj.20x.

Fig.3. Telencéfalo de bovino (Propriedade B) intoxicado por Ces-
trum intermedium. Astrécitos da substincia branca subcor-
tical com citoplasma amplo, fraca e homogeneamente eosi-
nofilico e niicleo retraido e excéntrico com cromatina densa
(setas). HE, obj.20x.

Pesq. Vet. Bras. 33(1):47-51, janeiro 2013
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necrose discreta em centros foliculares e hemossiderose
difusa discreta no baco, congestio pulmonar e edema alve-
olar e intersticial acentuado (Bovino Propriedade B).

Na avaliacdo por IHQ, as alteracdes observadas em as-
trocitos na coloragdo de rotina foram evidenciadas nas
imunomarcagées anti-GFAP e anti-S100, com marcacdo
citoplasmatica positiva acentuada nos astrécitos da subs-
tancia branca do cérebro e do cerebelo (Fig. 4] e os astréci-
tos de Bergmann, no cerebelo. Em vaciiolos arredondados
formados na substéncia branca, observados nos cortes sub-
metidos ao anticorpe anti-5100, havia marcacdo positiva
nas bordas, delimitando esses vaciiolos.

lica de bovino (Propriedade B) intoxicado por Cestrum inter-
medium, evidenciando astrécitos com citoplasma amplo, for-
temente marcado em castanho e nicleo retraido. Método da
Estreptavidina-biotina-peroxidase. Cromdgeno Vector Nova
Red, contracoloracdo Hematoxilina de Harris, obj. 20x.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Cestrum intermedium, planta identificada como téxica para
bovinos em Santa Catarina e com grande importincia no
Extremo Oeste e no Noroeste desse Estado (Gava, 1993,
Gava et al. 1996), foi a causa de intoxicacdo espontinea em
bovinos no sudoeste do Estado do Parana, caracterizada
por insuficiéncia hepatica aguda, com necrose acentuada
de hepatdcitos.

Em uma das propriedades foram encontrados bovinos
mortos sem que sinais clinicos fossem percebidos. Provavel-
mente os animais tiveram manifestaco clinica, porém breve
e que nio foi observada; o que indica rdpida evolugio paraa
morte. Bandarra et al. (2009) observaram curso clinico infe-
rior a 12 horas em um surto de intoxicacio natural por C. in-
termedium em bovinos. O quadro clinico de evolugio aguda
estd relacionado i instalacio de insuficiéncia hepatica aguda
e, na intoxicacdo por plantas com esse efeito, a taxa de mor-
talidade pode atingir 70 a 100 % (Riet-Correa et al. 2009).

As alteracdes histol6gicas foram constituidas por necro-
se acentuada de hepatécitos, com variacio na extensdo da
lesdo nos lébulos dos figados avaliados. Nos casos de evolu-
¢do clinica mais rdpida é esperada lesio difusa nos lébulos,
com morte em 12 a 24 horas apds a ingest3o da planta hepa-
totdxica, e predominantemente centrolobular naqueles de

Pesq. Vet. Bras. 33(1):47-51, janeiro 2013

evolucio mais longa, isto &, superior a 24h. (Riet-Correa etal.
2009). No exame histolégico em outros casos de intoxicacio
por C. intermedium sdo descritos no figado necrose coagu-
lativa centrolobular (Gawva et al. 1996, Bandarra et al. 2009)
e em zona intermedidria a massiva, difusa, aguda e acentu-
ada, acompanhada por congestdo centrolobular (Gava et al.
1996) e degeneragdo vacuolar em hepatdcitos adjacentes
(Gava et al. 1996, Furlan et al. 2008, Bandarra et al. 2009).

O discreto infiltrado inflamatdrio observado nas areas
de necrose de hepatdcitos foi interpretado como resposta
do organismo as células necréticas. Bandarra et al. (2009)
também descreveram infiltrado inflamatdrio discreto,
composto por neutrdfilos e macréfagos, nas dreas de ne-
crose hepdtica, em espacos porta e limen de ductos bilia-
res, além de hemorragia em coracdo, timo e tireoide e he-
mossiderose difusa moderada no bago.

Na propriedade B foi verificada doenca clinica, no en-
tanto, a conclusdo diagndstica sé foi possivel apds cons-
tatacio da alteragdo histoldgica de necrose acentuada de
hepatdcitos associada a hemorragia, lesdo caracteristica de
hepatopatia téxica aguda em ruminantes, aliada & confir-
macdo “in loce” da ocorréncia de C. intermedium em gran-
des quantidades nas areas ocupadas por bovinos. Esse fato
evidencia a importincia do exame de necropsia, da colheita
de amostras de drgios e darealizacio do exame histoldgico
para o diagndstico. Muitas intoxicacfes por planta induzem
alteracdes morfoldgicas mais ou menos caracteristicas,
sendo o exame histolégico um meio complementar muito
1til na confirmacdo diagnéstica (Tokarnia et al. 2012).

0Os achados de evidenciacio do padrio lobular do figado
e hemorragias multifocais a difusas em figado e serosas na
intoxicacdo por C. intermedium sdo também descritos em
outras hepatopatias téxicas agudas em bovinos no Brasil
(Santos et al. 2008, Riet-Correa et al. 2009, Tokarnia et al.
2012), como na intoxicacdo por C. corymbosum (Gava et
al. 1991, Varaschin et al. 2011), C. laevigatum (Débereiner
et al. 1969), C. parqui (Riet-Correa et al. 1986), Dodonaea
viscosa (Colodel et al. 2003), Myoporum laetum (Méndez
1993), Sessea brasiliensis (Canella et al. 1968), Vernonia
mollissima (Débereiner et al. 1976), Vernonia rubricaulis
(Tokarnia & Débereiner 1982, Brum et al. 2002) e Xanthium
strumarium, também identificado como Xanthium cavanil-
lesii (Méndez et al. 1998, Driemeier et al. 1999); de forma
que devem ser consideradas no diagnéstico diferencial.
Dessas plantas, sio registradas no estado do Parani, além
de C. intermedium, as plantas hepatotéxicas C. corymbosum
(Kissmann & Groth 2000, Lorenzi 2008a), Trema micran-
tha (Lorenzi 2008b) Xanthium strumarium (Kissmann &
Groth 2000, Tokarnia et al. 2012). Na intoxicacio por larvas
de Perreyia flavipes observam-se, além da necrose hepatica,
necrose linfoide em placas de Peyer, linfonodos mesentéri-
cos e baco (Soares et al. 2008, Raymundo et al. 2009). Do-
encgas que cursam com manifestacdes neuroldgicas, como a
raiva, devem também ser consideradas no diagnéstico di-
ferencial da intoxicacdo por plantas de acio hepatotdxica.
Outrossim, a visita a propriedades com suspeita e/ou casos
de intoxicacdo, a verificacio da presenca da provavel planta
toxica com evidéncias de ter sido consumida pelos animais
e a coleta de dados clinicos e epidemioldgicos sdo funda-
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mentais para a diferenciacdo entre as diversas causas de
hepatotoxicidade aguda de bovinos (Tokarnia et al. 2012).

Alteracées histolégicas foram observadas no encéfalo
dos bovinos intoxicados por C. intermedium dos quais fo-
ram enviadas amostras para exame. Nas intoxicagbes por
diferentes espécies de plantas hepatotdxicas de acfio aguda
estudadas em bovinos no Brasil tem sido observados danos
encefalicos, em alguns casos inclusive com alteragfes ma-
croscopicas e achados histolégicos (Traverso et al. 2004,
Varaschin et al. 2011), cuja patogenia nio esta definida até
entdo. No entanto, nos presentes casos foram evidenciadas
alteracdes degenerativonecrdticas significativas em astro-
citos de substdncia branca do cérebro e do cerebelo e nos
astrocitos de Bergmann.

A técnica de IHQ foi empregada para avaliar melhor as
alteracdes histoldgicas no encéfalo. Tanto a imunomarcacio
anti-GFAP quanto a anti-S100 apresentaram marcacdo po-
sitiva acentuada no citoplasma de astrécitos, evidenciando
essas alteracdes. Os achados indicam que, nos casos de en-
cefalopatia hepatica aguda, os astrdcitos sdo alvo de lesdo;
eles apresentaram, além das caracteristicas degenerativo-
necrdticas, as proteinas S100 e GFAP, com marcacio muito
maior que em astrdcitos de animais controle, ndo afetados
por encefalopatia hepatica aguda. Isto sugere o aumento da
quantidade dessas proteinas e/ou da sua expressio nos as-
trocitos nos casos de encefalopatia hepatica aguda.

Em bovinos da Regido Sul do Brasil é frequente a ocor-
réncia de encefalopatia relacionada a hepatopatia crénica,
relacionada principalmente 3 ingestio de Senecio spp. (Ris-
si et al. 2007, Lucena et al. 2010), com manifestacées cli-
nicas neuroldgicas, consistentemente associadas 4 obser-
vacdo de alteracées histoldgicas encefilicas descritas como
degeneracdo esponjosa (“status spongiosus”), relacionadas
a edema intramielinico (Barros, 2010). Mais estudos devem
ser conduzidos para a caracterizacdo das alteracdes ence-
falicas nos casos de hepatopatia téxica aguda em bovinos.
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ARTIGO 2.

Neste item ¢ apresentado o artigo “Caracterizacdo morfologica das
alteracdes encefélicas relacionadas a hepatopatia toxica aguda em bovinos”,

que sera submetido a Revista Veterinary Pathology.
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Caracterizacdo morfologica das alteracdes encefalicas

associadas a hepatopatia tdxica aguda em bovinos

A.T.B. Wouters!, F. Wouters?, F.M. Boabaid*, G. Fredo!, T.T.N. Watanabe®, M.S.

Varaschin?, C.E.F. Cruz!, D. Driemeier*

Resumo
Hepatopatia tdxica aguda, decorrente de ingestdo de plantas toxicas ou larvas do inseto Perreyia

flavipes, é causa frequente de morte em bovinos no Brasil e, muitas vezes, é acompanhada de
encefalopatia hepética. Para a caracterizagdo das alteragdes encefélicas foram avaliados cortes
de telencéfalo, tronco encefalico e cerebelo de 22 bovinos intoxicados natural ou
experimentalmente por cinco espécies de planta de acdo hepatotdxica aguda ou pela ingestdo de
P. flavipes, pelas técnicas de hematoxilina e eosina e pelas provas de imuno-histoquimica (IHQ)
usando os anticorpos anti-proteina S100 (anti-S100), anti-proteina glial fibrilar acida (anti-
GFAP) e anti-vimentina. Alteragdes astrociticas, caracterizadas por nucleos tumefeitos e
vesiculares (astrocitos Alzheimer tipo 1) e/ou citoplasma volumoso fracamente eosinofilico e
nucleo picnético foram encontradas em todos 0s casos e evidenciadas pela IHQ, com intensa
marcacdo citoplasmatica no uso dos anticorpos anti-S100 e anti-GFAP. O presente estudo

apresenta os astrocitos como alvo de lesdo na hepatopatia toxica aguda em bovinos.

Palavras-chave

encefalopatia hepatica, hepatopatia aguda, neuropatologia, astrécitos, imuno-histoquimica

Abstract

Acute toxic liver disease is a common cause of cattle death in Brazil. It is often induced
by ingestion of hepatotoxic plants or the larvae of Perreyia flavipes, and it is usually
accompanied by hepatic encephalopathy. To characterize the brain changes, were
examined cerebrum, brainstem and cerebellum of 22 natural or experimentally poisoned
cattle, which ingested one of five species of acute hepatotoxic plant or P. flavipes
larvae. Samples were evaluated by hematoxylin and eosin and by anti-S100, anti-glial

fibrillary acidic protein and anti-vimentin immunostaining. Astrocytic changes,
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characterized by swollen and vesicular nuclei (Alzheimer type Il astrocytes) and / or
large and poorly eosinophilic cytoplasm in addition to picnotic nuclei were found in all
cases and evidenced by IHC, with strong cytoplasmic staining on using anti-S100 and
anti-GFAP immunochemistry. This study showes astrocytes as a target for acute toxic

liver injury in cattle.

Keywords

hepatic encephalopathy, neuropathology, acute hepatopathy, astrocytes,
immunohistochemistry

Na intoxicacdo por diferentes espécies de plantas de acdo hepatotdxica aguda em
bovinos no Brasil tém sido observadas manifestagdes clinicas neuroldgicas,
caracterizadas principalmente por agressividade, tremores musculares, pressdao da
cabeca contra obstaculos, incoordenacdo, decubito esternal e lateral com movimentos de
pedalagem e alteracGes (Driemeier et al. 1999, Cattani et al. 2004, Traverso et al. 2004,
Riet-Correa et al. 2009, Varaschin et al. 2011, Tokarnia et al. 2012). Em alguns casos
sdo descritas também alteracbes encefélicas macroscopicas (Traverso et al. 2004,
Varaschin et al. 2011) e histolégicas (Méndez, Santos & Riet-Correa 1998, Traverso et
al. 2004), cuja patogenia ndo estava ainda definida. Além das plantas, deve se
considerar a intoxicacao pelo inseto Perreyia flavipes, descrita em bovinos e ovinos no
Sul do Brasil, com ingestdo de suas larvas em pastagens, principalmente no periodo de
outono e inverno (Soares, Quevedo & Schild 2008, Raymundo et al. 2009, Tessele et al.
2012).

Na encefalopatia hepética (EH) decorrente de lesdes hepaticas crénicas em bovinos
no Brasil, relacionada especialmente a ingestdo de Senecio spp. (Méndez et al. 1987,
Barros et al. 1992, Tokarnia et al. 2012), é descrita alteracdo/degeneracdo esponjosa
(“status spongiosus”), caracterizada por microcavitacbes, mais evidentes em tratos
mielinizados da substancia branca encefalica e na juncdo entre substéncia branca e
cinzenta do cortex telencefalico. O “status spongiosus” ¢é atribuido a edema
intramielinico, causando separagédo e vacuolizacdo de bainhas de mielina (Summers et
al. 1995, Barros 2010). Além do “status spongiosus” sao descritos astrocitos com
nacleo volumoso e vesicular na substancia cinzenta, isolados ou em grupamentos de
duas, trés ou quatro células, denominados astrocitos Alzheimer tipo Il (AAII) (Summers

et al. 1995, Zachary 2012). O achado de uma e/ou outra alteracdo depende da espécie
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animal afetada. Em equinos a EH se caracteriza pelo achado de AAII (Bandarra et al.
2010), enquanto que, em outras espécies, incluindo bovinos, ambas as alteragdes podem
ocorrer mas, frequentemente, “status spongiosus” € a alteracdo mais encontrada, ou
mesmo a unica descrita (Summers et al. 1995).

A hiperamonemia é considerada como o principal fator na patogénese da EH. A
amonia, que deriva da degradacdo bacteriana de amina, amino&cidos, purinas e ureia no
trato gastrintestinal, em animais saudaveis é biotransformada em ureia pelo ciclo da
ornitina-citrulina-arginina-ureia no figado. Em casos de hepatopatia difusa ha prejuizo
na biotransformacdo hepatica da aménia, com hiperamonemia resultante (Cérdoba &
Minguez 2008, Zachary 2012).

Na EH associada a hepatopatia toxica aguda em humanos tem sido relacionado o
envolvimento de astrocitos (Kato et al. 1992, Vaquero et al. 2003, Frosch, Anthony &
Girolami 2010). Estas células gliais estdo entre as primeiras células lesadas em
agressdes ao sistema nervoso central (SNC), o que tem relacdo com seu importante
papel no equilibrio de fluidos e eletrolitos no SNC (Summers et al. 1995, Rao et al.
2005, Sofroniew & Vinters 2010). A remocdo de aménia do encéfalo depende da sintese
de glutamina pelos astrécitos, cuja enzima responsavel é a glutamina-sintetase
(Butterworth 1997, H&ussinger & Schliess 2008). Este trabalho descreve as alteracGes
histoldgicas encefalicas em casos de intoxica¢do natural e/ou experimental por Cestrum
corymbosum, C. intermedium, Dodonaea viscosa, Perreyia flavipes, Trema micrantha e
Xanthium cavanillesii  (subespécie de Xanthium strumarium) em bovinos e sua
caracterizacdo imuno-histoquimica com os anticorpos anti-GFAP, anti-S100 e anti-

vimentina.

Material e Métodos
Foram utilizados os espécimes emblocados em parafina de bovinos com hepatopatia
toxica aguda dos arquivos do Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (SPV-UFGRS) do periodo de 1998 a 2012 dos casos em que havia
amostras de telencéfalo, tronco encefalico, cerebelo e figado, realizados cortes de 3um
de espessura, corados por hematoxilina e eosina (HE) e avaliados na histologia. Dados
referentes a manifestacGes clinicas, achados de necropsia e achados histologicos foram
também avaliados.

Cortes histologicos (3um) desparafinados das mesmas areas selecionadas do SNC

foram submetidos a técnica de IHQ, pelo método estreptavidina-biotina ligada a
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peroxidase para 0s anticorpos anti-GFAP e anti-S100 e pelo método da estreptavidina-
biotina ligada a fosfatase para o anticorpo anti-vimentina (Tabela 1).

Cortes de telencéfalo, tronco encefélico e cerebelo de 11 bovinos adultos da rotina
de diagnostico, com causas de morte diversas, mas sem manifestacfes clinicas e/ou
lesbes relacionadas a alteragcBes hepaticas, nem encefélicas, foram avaliados pelas

mesmas técnicas para controle negativo.

Resultados

Amostras de tecidos de vinte e dois bovinos intoxicados por C. intermedium (2/22), P.
flavipes (3/22), C. corymbosum (5/22), D. viscosa (3/22), T. micrantha (6/22) e X.
cavanillesii (3/22) foram usadas. Dados sobre dose toxica e periodos pré-clinicos e
clinicos sdo apresentados na Tabela 2.

Para todos os bovinos do estudo houve registro de manifestacbes clinicas de
envolvimento encefélico (Tabela 3), exceto em quatro animais, por ndo terem sido
submetidos a avaliacdo clinica.

Alteracbes encefalicas macroscopicas foram observadas em 3/22 bovinos e foram
caracterizadas por achatamento das circunvolugdes, com arrasamento dos sulcos e
conificacdo cerebelar em um caso; extensa area de hemorragia no lobo parietal esquerdo
em outro e multiplas petéquias no cerebelo no terceiro. Alteragdes hepéticas estavam
presentes na necropsia de todos os bovinos e eram caracterizadas por evidenciacdo do
padrdo lobular. Alteragdes macroscépicas relacionadas a insuficiéncia hepatica, além
das relacionadas a EH, foram também observadas e incluiam hemorragias disseminadas
(15 animais), ictericia discreta (2 bovinos) ou moderada (1 bovino) e ascite (5 bovinos).
Achados histoldgicos no figado sédo apresentados na Fig. 1.

Na avaliacdo histoldgica das &reas selecionadas do SNC, os achados mais
importantes foram alteragdes astrociticas, apresentadas na Tabela 4. Astrocitos
Alzheimer tipo Il foram observados mais acentuada e frequentemente nos animais
intoxicados por T. micrantha e por P. flavipes, na substancia cinzenta do cortex
telencefalico (Fig. 2), do tronco enceféalico e do cerebelo; neste estavam afetados
especialmente os astrocitos de Bergmann. A maioria desses animais apresentou também
algum grau de tumefacdo nuclear em astrocitos da substancia branca.

Nos casos de intoxicagdo por D. viscosa, C. corymbosum, C. intermedium e X.
cavanillesii, as alteracGes astrociticas foram predominantes na substancia branca.

Caracterizavam-se por citoplasma volumoso e eosinofilico, além de nucleo denso e
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retraido (Fig. 3). Astrocitos com alteragdes semelhantes foram também observados na
substancia cinzenta dos mesmos animais, especialmente no cerebelo, em astrocitos de
Bergmann. Em 10 dos 22 bovinos havia também vacuolizacdo da substancia branca
nessas areas. No telencéfalo essas alteragdes foram mais evidentes na regido subcortical
e, no cerebelo, na substancia branca dos folios mas, sobretudo, nos pedunculos
cerebelares.

Alteracdes circulatorias foram observadas no encéfalo, caracterizadas por
congestdo moderada a acentuada em telencéfalo (5 bovinos), tronco encefalico (8
bovinos) e cerebelo (6 bovinos). Havia hemorragias submeningeanas e multifocais na
substancia cinzenta do cerebelo (1 bovinos); hemorragias multifocais no tronco
encefalico (2 bovinos) e no telencéfalo (1 bovinos). Edema perivascular foi observado
na substancia cinzenta telencefalica (16/22 bovinos) no tronco encefalico (1 bovino) e
no cerebelo (2 bovinos) e edema perineuronal foi observado em cdrtex telencefalico de
seis animais (6 bovinos).

Nas técnicas de IHQ empregadas, com uso do anticorpo anti-GFAP houve
auséncia de imunomarcacao no corpo celular dos AAIIl, mas havia marcacdo nos seus
processos celulares, com aumento de espessura em relacdo a animais controle. Na
substancia branca houve forte marcacdo em processos astrociticos, evidenciando
aumento de espessura e densidade dos mesmos, além de marcacdo nitida de seus pés
terminais em substancia cinzenta e branca. Astrocitos de citoplasma volumoso e ndcleos
densos e retraidos apresentaram forte marcacdo do citoplasma (Fig. 4), tanto em
substancia cinzenta, quanto branca.

A aplicacdo do anticorpo anti-S100 resultou em imunomarcagdo evidente do
nucleo e do citoplasma de astrécitos em substancia cinzenta e branca de telencéfalo,
tronco encefélico e cerebelo. Houve evidenciacdo dos AAII (Fig. 5), bem como dos
astrocitos com citoplasma volumoso e nucleo retraido na substancia branca. Em muitos
vacuolos formados na substadncia branca havia marcacdo positiva periférica,
delimitando-os (Fig. 6). Na IHQ anti-vimentina houve forte imunomarcagdo em paredes
vasculares, no entanto, ndo houve diferenca significativa em relagdo aos cortes de

encéfalo dos bovinos controle.

Discusséo e Conclusdes
Em todos os animais do estudo submetidos a avaliacdo clinica foram observadas

manifestacdes neuroldgicas e, em todos 0s casos, havia leses histoldgicas no encéfalo,
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caracterizadas por alteracBes astrociticas. Astrocitos de Alzheimer tipo 1l foram
observados no encefalo dos casos de intoxicagdo por T. micrantha e por P. flavipes.

No entanto, astrocitos com citoplasma volumoso e nucleo denso e retraido, como
observados na substancia branca do encéfalo de 14 dos 22 bovinos, foi relatado apenas
recentemente em bovinos com hepatopatia toxica aguda por Cestrum intermedium
(Wouters et al. 2013). Essas alteragdes constituiram um achado importante no encéfalo
de todos os casos de intoxicacdo por Cestrum corymbosum e por X. cavanillesii, nos
quais o periodo de tempo médio desde o término da ingestdo do agente hepatotdxico até
0 Obito foi de 35 h. Constituiu também o achado histolégico mais consistente em um
caso de intoxicacdo por D. viscosa e em caso de T. micrantha, nos quais esse periodo
foi inferior a 72 h, indicando ser o periodo de tempo entre ingestdo da planta e a morte o
fator mais importante para esta apresentacdo morfoldgica dos astrocitos na hepatopatia
toxica aguda. No relato de intoxicacdo de bovinos por C. intermedium (Wouters et al.
2013) a morte ocorre em menos de 24 h apos inicio dos sinais clinicos. E descrito que,
imediatamente, apds agressdo os astrocitos passam a sintetizar quantidades aumentadas
de GFAP em seu citoplasma e, sob agressdo, respondem com alteracdo morfoldgica,
caracterizada por volume aumentado e citoplasma mais distinto, processos celulares
mais espessos e evidentes. Em 36-48 h apds o insulto ja pode ser observada alteracéo na
imunomarcagao anti-GFAP, com pico em torno de 72 h e intensidade decrescente em
semanas a meses (Switzer & Butt 2011). Em culturas de astrocitos de rato expostas a
amonia foi observado aumento progressivo no volume celular em um a trés dias apés
exposicéo (Jayakumar et al. 2006).

Por outro lado, nos casos de intoxicagdo por T. micrantha e por P. flavipes houve
predominio de alteracdes nucleares nos astrocitos, com astrocitos Alzheimer tipo Il e
tumefacdo nuclear de astrocitos da substancia branca. Na intoxicagdo por T. micrantha o
tempo da ingestdo da planta até a morte durou em média 133 h. Nos casos de
intoxicacdo espontanea por P. flavipes ndo houve observacdo da evolugédo clinica, no
entanto, em um trabalho de intoxicacdo experimental por essas larvas em ovinos
(Raymundo et al. 2012), a evolucéo até a morte foi de 102 h, em média.

A alteracdo de nucleo denso e retraido nos astrocitos com citoplasma volumoso foi
interpretada como picnose, um aspecto morfologico da necrose. A vacuolizacao
observada nas mesmas areas da substancia branca do encéfalo em que havia astrocitos
com citoplasma volumoso e nucleo picndtico foi atribuida a tumefacdo, morte e

desintegracdo de astrocitos, evidenciadas pela forte imunomarcacéo na periferia desses
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vaclolos usando imunomarcagdo anti-S100. Os vacuolos eram arredondados e
definidos, diferentes daqueles descritos nos casos de EH associada a hepatopatia cronica
(Summers et al. 1995, Barros 2010). Devem ser consideradas as situacdes em que
astrocitos foram destruidos, com provavel reducdo quantitativa na imunomarcagédo
(Switzer & Butt, 2011).

AlteracGes astrociticas degenerativonecréticas foram os achados mais relevantes no
estudo das lesGes encefalicas de bovinos intoxicados por seis agentes de efeito
hepatotdxico e que apresentaram lesdo hepética aguda difusa acentuada (exceto um
caso, em que era moderada). Esses achados apontam para a participacdo da
hiperamonemia na patogenia das lesfes, uma vez que a remocao de amonia do encéfalo
depende da sintese de glutamina pelos astrocitos e o acumulo de glutamina em
astrocitos exacerba as forcas osmaticas que induzem tumefacdo astrocitaria. Estudos in
vitro apresentam aumento significativo do contetdo celular de glutamina em apenas 1 a
4 h apds exposicdo a amdnia e, no periodo em que era observada tumefacéao astrocitéria,
os niveis de glutamina ja haviam normalizado. Isso indica ndo ser a presenca da
glutamina, mas algum processo resultante do metabolismo da mesma, o responsavel
pela tumefacdo astrocitaria (Jayakumar et al. 2006).

Estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial, relacionados a metabolizacdo da
glutamina, sdo considerados na inducdo das alteragdes astrociticas (Rama Rao et al.
2012). A glutamina formada é transportada as mitocondrias dos astrocitos, hidrolisada
pela glutaminase, proporcionando niveis elevados de amdnia nas mitocéndrias o que,
por sua vez, leva ao acimulo de espécies de oxigénio e nitrogénio altamente reativos
(ROS/RNS) e a transicdo de permeabilidade mitocondrial (mPT), considerados 0s
responsaveis finais pela disfungdo astrocitaria. O aumento na producdo de ROS/RNS
desencadeia modificagfes maltiplas em proteinas e RNA (Héaussinger & Schliess 2008).
Jayakumar et al. (2006) ja haviam verificado que a aménia e a glutamina induzem mPT
em cultura de astrocitos. A mPT é caracterizada por alteracdo da permeabilidade da
membrana interna das mitocondrias, resultando na sua tumefacéo e, consequentemente,
em disfuncdo mitocondrial. Dessa forma, as mitocondrias representam o loco em que a
amonia e a glutamina exercem seus efeitos patogénicos na EH (Rama Rao et al. 2012).

Hiponatremia tem sido descrita em pacientes humanos com insuficiéncia hepatica
aguda, hiperamonemia e edema cerebral, sendo sugerido um distirbio osmolar-

hemodinamico combinado, com participa¢do da producdo de glutamina no processo de
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tumefacdo astrocitaria e potencializacdo do edema associada a baixa concentragdo sérica
de sodio (Blei 2001, Haussinger & Schliess 2008).

Também em humanos € descrita resposta astrocitica com tumefacédo
citoplasmatica em casos hipoglicemia (Frosch, Anthony & Girolami 2010) e esta tem
sido considerada na patogenia dos disturbios neurolégicos em animais com hepatopatia
difusa aguda (Driemeier et al. 1999, Colodel et al. 2000, Traverso et al. 2004, Barros
2010), no entanto, hipoglicemia ndo pbde ser associada com a encefalopatia por
hepatopatia toxica aguda nesses casos, pois em apenas quatro dos 22 bovinos do estudo
havia sido feita a dosagem de glicose sérica, com verificacdo de hipoglicemia em trés
deles, nimero insuficiente para a comparacao das alteracdes histolégicas.

A imunomarcacao anti-vimentina foi empregada no presente trabalho para avaliar
paredes vasculares e astrocitos, uma vez que astrocitos jovens e/ou que sofreram
agressdo podem sintetizar vimentina (Orsini et al. 2007). Houve forte imunomarcagio
de paredes vasculares em todos os cortes encefélicos de animais intoxicados e controle;
a auséncia de marcacdo em astrocitos indica que ndo houve sintese de vimentina nos
astrocitos nesses casos.

As alteracGes degenerativonecroticas identificadas nos astrdcitos dos bovinos
evidenciam que os astrécitos constituem importante alvo de lesdo nos casos de EH por
hepatopatia toxica aguda. A técnica de IHQ, com imunomarcacdo anti-GFAP e anti-
S100 foram ferramentas importantes para a avaliacdo dessas alteracBes astrociticas.
Além disso, sua constatacdo, aliada a falta de alteracGes em estruturas vasculares
encefalicas, avaliadas com auxilio da técnica de IHQ anti-vimentina permitem afirmar a
origem citotoxica do edema encefalico nos casos de EH relacionada a hepatopatia toxica

aguda.
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Tabelas

Tabela 1. Recuperagdes antigénicas, diluicdes e origem dos anticorpos primarios
utilizados

na técnica de imuno-histoquimica.

Anticorpo Especificacbes Recuperacéo Diluicdo Laboratorio
anticorpo antigénica anticorpo
Anti-GFAP Policlonal TRIS-EDTA pH 1:500 Dako
coelho 9.0,
96° C, 40 min
Anti-S100 Policlonal Citrato pH 6.0, 1:200 Dako
coelho 96° C, 40 min
Anti-Vimentina Clone V9 Citrato pH 6.0, 1:200 Zymed
camundongo 125° C, 3 min

* Obtido em panela de pressdo
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Tabela 2. Dados sobre a forma de intoxicacao, doses periodos clinicos e em bovinos

intoxicados por agentes hepatotdxicos de acdo aguda.

Agente Intoxicacéao Bovino Dose Inicio sinais Evolucdo
hepatotoxico a/kg clinicos* clinicaem
horas
Cestrum Experimental 1 17,5 12 7
corymbosum 2 7,5 20 56
3 5 6 18
4 15 21 70
5 30 18 8
Cestrum Esponténea 1 - - -
intermedium 2 - - -
Dodonaea Experimental 1 30 45 3
viscosa 2 25 36 19
3 30 36 36
Perreyia Esponténea 1 - - -
flavipes 2 - - -
3 - - -
Trema Experimental 1 54 16 137
micrantha 2 79 24 99
3 106 38 100
4 57 20 47
5 60 41 106
6 60 67 37
Xanthium Experimental 1 10 7 8
cavanillesii 2 5 12 7
3 5 7 6

* valores em horas; ap6s término da administragdo da planta.
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Tabela 3. Manifestac6es clinicas neuroldgicas apresentadas pelos bovinos intoxicados
por agentes hepatotoxicos agudos.

Manifestagdo clinica c Cestrum Dodonaea Trema Xanthium  TOTAL™
corym.(5) interm.(1) (3) (6) (3) (%)
Tremores musculares 5 1 3 6 3 18 (100)
Movimentos pedalagem 5 1 2 6 3 17 (94,4)
Dificuldade/relutancia andar 5 0 3 0 3 11 (61,1)
Ataxia 5 1 1 0 3 10 (55,5)
Presséo da cabeca 0 0 3 2 0 5(27,7)
Agressividade 0 1 2 1 0 4(22,2)
Apatia 0 0 1 0 3 4(22,2)
Dificuldade de estagdo 0 0 3 1 0 4 (22,2)
Andar em circulos 1 0 0 2 0 3 (16,6)
Arrastamento pingas 0 0 0 0 3 3(16,6)
Convulsoes 0 0 0 0 3 3(16,6)
Opist6tono 0 0 0 0 3 3(16,6)
Movimentos cervicais 0 0 0 2 0 2(11,1)
Apoio cabega no solo 0 0 0 1 0 1(5,5)
Hiperestesia 1 0 0 0 0 1(5,5)
Hipermetria 0 0 0 1 0 1(5,5)
PosicBes andmalas 0 0 0 1 0 1(5,5)
Quedas 0 0 0 1 0 1(5,5)
Retencdo oral de alimento 0 0 0 1 0 1(5,5)

" Total de animais na categoria; =~ Excluidos os casos de intoxicagio espontanea por P. flavipes (3) e por C.
intermedium (1) nos quais ndo houve observagdo clinica; corym.= Cestrum corymbosum; interm.= Cestrum
intermedium
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Tabela 4. Achados histologicos no encéfalo de bovinos intoxicados por agentes
hepatotoxicos agudos.

Agente Bovino Astrocitos Astrocitos Astrdcitos Vacuol.
hepatotdxico Alzheimer com ndcleo citoplasma substancia
I tumefeito* volumoso branca

tele tron cer tele tron «cer tele tron «cer tele tron cer

Cestrum 1 - - - - - - + + + - N
corymbosum 2 - - - - - - + + + + +
3 - - - - - - + + + + +
4 + - - - - - + + + - -
5 - - - - - - + + + + -
Cestrum 1 - - - - - - + + + + +
intermedium 2 + - - - - - + + + - -
Dodonaea 1 - - - - - - + + + + -
viscosa 2 + - - - - - - + - - _
3 + - - + + + - - - - -
Perreyia 1 + + + + - - - - - - -
flavipes 2 + + + + + - - - - - -
3 + + - - - - - - - - -
Trema 1 + + + + - - - - - - -
micrantha 2 + + + + + - - - - - -
3 + + + + - - - - - - -
4 - - - - - - + + + - -
5 - - - - - - + + - - -
6 + + + + + - - - - - -
Xanthium 1 - - - - - - + + + + +
cavanillesii 2 - - - - - - + + + + +
3 - - - - - - + + + + +

" na substancia branca; Vacuol.= vacuolizacio; tele= telencéfalo; tron= tronco encefélico; cer= cerebelo;
+ presente; - ausente
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Legenda das figuras

Figura 1. Necrose coagulativa difusa acentuada de hepatocitos associada a hemorragia
em bovino intoxicado por Trema micrantha. H& vacuolizacdo do citoplasma de
hepatdcitos na periferia dos l6bulos e discreta proliferacdo de epitélio biliar; asterisco
identifica veia centrolobular. HE, obj. 20.

Figura 2. Astrécitos Alzheimer tipo Il (seta) em cortex telencefalico de bovino
intoxicado por T. micrantha HE, obj.40.

Figura 3. Astrdcitos com citoplasma volumoso e eosinofilico e nucleo picnético (seta)
na substancia branca do cerebelo de bovino intoxicado por X. cavanillesii. HE, obj.40.
Figura 4. Evidenciacdo de astrocitos com citoplasma volumoso e nucleo picnético na
imunomarcacao anti-GFAP (seta) em bovino intoxicado por X. cavanillesii. Método
estreptavidina-peroxidase, cromogeno DAB, obj.20.

Figura 5. Astrocitos Alzheimer tipo Il (seta) com imunomarcacao anti-S100 em cortex
telencefalico de bovino intoxicado por T. micrantha. Método estreptavidina-peroxidase,
cromdgeno VECTOR NovaRed, obj.40.

Figura 6. Astrécitos com citoplasma volumoso (seta) e vacuolizacdo da substancia
branca em cerebelo de bovino intoxicado por X. cavanillesii. Observa-se delimitacdo
periférica dos vaclolos na imunomarcacdo anti-S100 (cabeca de seta). Método

estreptavidina-peroxidase, cromégeno VECTOR NovaRed, 0bj.40.
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ARTIGO 3.

Neste item é apresentado o artigo “Caracterizacdo imuno-histoquimica
das alteracGes encefalicas em bovinos com hepatopatia toxica por Senecio

sp.”, que sera submetido a Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira.
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Trabalho...

Caracterizacdo imuno-histoquimica das alteracoes encefalicas em
bovinos com hepatopatia téxica por Senecio sp.

Angelica T.B. Wouters?, Fabiana M. Boabaid?, Gabriela Fredo?, Flademir Wouters? e David
Driemeier2*

ABSTRACT.- Wouters A.T.B., Boabaid F.M. Fredo, G., Wouters F. & Driemeier D. 2013.
[Immunohistochemical characterization of bovine brain lesions caused by Senecio sp.
ingestion.] Caracterizagdo imuno-histoquimica das alteracdes encefdlicas em bovinos com
hepatopatia causada por ingestdo de Senecio sp. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Setor
de Patologia Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av.
Bento Gongalves 9090, Porto Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail: davetpat@ufrgs.br

Senecio spp. poisoning is an important cause of illness and death of cattle in Rio Grande do Sul,
Brazil, and is often manifested by neurologic clinical signs and histological brain changes.
Histological evaluation was performed on liver and brain samples of ten cattle naturally poisoned
by Senecio sp. Samples of cerebrum, brainstem and cerebellum were stained with periodic acid-
Schiff (PAS) and immunohistochemistry were carried out, employing anti-fibrillary acidic protein
(GFAP), anti-S100 protein and anti-vimentin antibodies. The histological finding included mild to
severe vacuolation in the white matter and the junction of gray and white matter, characterized as
spongy degeneration. Histochemical staining and immunohistochemistry technique revealed no
significant findings compared with the brains of eleven adult cattle without liver and / or brain
changes used as controls.

INDEX TERMS: plant poisoning, hepatic encephalopathy, status spongiosus, GFAP, S100, vimentin

RESUMO.- Intoxica¢do por Senecio spp. é causa importante de doenga e morte em bovinos no Rio
Grande do Sul e frequentemente cursa com manifestagdes clinicas neuroldgicas e alteracdes
histolégicas encefélicas. Foi realizada avaliacdo histolégica em figado e encéfalo de dez bovinos
naturalmente intoxicados por Senecio sp. e realizadas as técnicas de histoquimica de &cido
periodico de Schiff e de imuno-histoquimica, com emprego dos anticorpos anti-proteina fibrilar
acida (GFAP), anti-proteina S100 e anti-vimentina em amostras de telencéfalo, tronco encefalico e
cerebelo. Na histologia observou-se vacuolizacdo discreta a acentuada em substdncia branca e/ou
juncdo entre substancia branca e cinzenta, caracterizada como degeneragdo esponjosa. Na avaliagio
histoquimica e imuno-histoquimica ndo houve diferencas significativas em relagdo aos achados em
encéfalo de onze bovinos controle, adultos, sem alteragdes hepaticas e/ou encefalicas, avaliados
pelas mesmas técnicas.

TERMOS DE INDEXACAO: intoxica¢do por planta, encefalopatia hepética, degeneracdo esponjosa,
GFAP, S100, vimentina.

INTRODUGAO

Senecio spp., importantes plantas téxicas da Regido Sul do Brasil, tém sido referidas como as
principais dentre todas as causas de morte em bovinos nas regides central (Rissi et al. 2007,
Lucena et al. 2010) e sul (Karam et al. 2004, Schild et al. 2008) do Rio Grande do Sul e foram
responsabilizadas por, aproximadamente, 50% das mortes de bovinos atribuidas a intoxicagio
por plantas no Rio Grande do Sul, no periodo de 1978 a 1998 (Riet-Correa et al. 2009). Além dos
prejuizos na bovinocultura, ha registros de mortalidade em equinos (Gava & Barros 1997), ovinos
(Ilha et al. 2001) e bufalos (Corréa et al. 2008) intoxicados pela planta.

Senecio sp. contém alcaloides pirrolizidinicos (AP), os quais estdo entre as principais toxinas
para bovinos em todo o mundo. Os AP ocorrem nas plantas sob duas formas; alcaloides
propriamente ditos e alcaloides N-6xidos. Estes apresentam um atomo de oxigénio ligado ao anel
da molécula; ndo sdo toxicos e, quando absorvidos, sdo facilmente eliminados via urina. No entanto,
a forma N-6xido pode ser biotransformada no intestino, contribuindo para a toxidez da planta. No
figado os AP sdo transformados em metabolitos pirrélicos, quimicamente muito reativos. Esses
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metabdlitos podem causar a morte dos hepatdcitos ou impedir sua mitose, de forma que continuam
a aumentar de volume, com resultante megalocitose e podem também causar dano vascular. Os AP
induzem lesdo hepatica cronica, com fibrose acentuada (McKenzie 2012).

A toxidez das plantas que contém AP é variavel. Os niveis de AP nas plantas podem alterar ano
a ano, e tém relacdo com varios fatores, como época do ano, estagio de crescimento da planta, tipo
de solo e sua fertilidade. Ocorréncia de surtos de intoxicacdo apds seca prolongada tem sido
registrada (Driemeier et al. 1991, Grecco et al. 2011). Senecio brasiliensis, uma das causas mais
frequentes da intoxicacdo por AP em bovinos no sul do Brasil, é também a espécie que apresenta as
concentragdes mais elevadas de AP (Karam et al 2004, Riet-Correa et al. 2009). S. brasiliensis e S.
oxyphyllus sao descritos como causa de surtos de intoxicagdo em bovinos (Barros et al. 1987, Barros
etal. 1992) e equinos (Gava & Barros 1997) na Regido Central do Rio Grande do Sul e S. brasiliensis
é descrito como causa de intoxicacdo em bufalos (Correa et al. 2008). Outras espécies de senécio
nativas do RS, incluindo S. selloi, S. heterotrichius e S. leptolobus sdo também descritas como causa
de intoxicagdo em bovinos (Karam et al. 2004). Mais recentemente, outra espécie; S.
madagascariensis, foi identificada como causa de morte em bovinos. A espécie ndo é nativa do Brasil
mas tem se alastrado no sul do Pais e induz lesdes hepaticas idénticas as causadas por S. brasiliensis
(Cruz et al. 2010).

As plantas que contém quantidades significativas de AP, geralmente ndo sdo muito palataveis e
a a ingestdo ocorre em situacdes que a favorecem, como escassez de forragem e contaminagio de
feno ou silagem por plantas com AP (Barros et al. 2007, McKenzie 2012). A ingestao de Senecio spp.
por bovinos na Regido Sul do Brasil ocorre, principalmente, no inverno, periodo em que a planta se
encontra em fase de brotacdo e contém maior concentracio de AP, fatores que, muitas vezes,
coincidem com escassez de forragem (Riet-Correa et al. 2009).

Outro fator importante é o efeito acumulativo dos AP. Assim, a ingestdo pode ocorrer por
meses a anos até que haja danos hepaticos, suficientemente graves para a manifestacao de doenca,
geralmente, irreversivel e fatal. Animais que ndo adoeceram num periodo de ingestdo de AP podem
adoecer e morrer, posteriormente, ao voltarem para pastagens infestadas. Em bovinos pode
ocorrer doenca e morte até 18 meses apos a ingestdo de AP em dose Unica (McKenzie 2012).

No sul do Brasil, casos clinicos da intoxicacdo sdo observados, principalmente, na primavera
(Barros et al. 1987, Barros et al. 1992, Karam et al. 2004, Riet-Correa et al. 2009), mas casos e até
surtos podem ocorrer também em outros periodos do ano, relacionados a manifestacdo tardia da
doenga (Karam et al. 2004, Riet-Correa et al. 2009), ou mesmo quando a ingestdo do senécio esta
atrelada ao uso de forragem conservada e fornecida em cocho, na forma de feno, por exemplo
(Barros et al. 2007). Bovinos de diferentes idades podem ser afetados, no entanto, a doenga é mais
comumente observada em animais adultos (Rissi et al. 2007, Riet-Correa et al. 2009), com mais de 3
anos de idade (Karam et al. 2004), porém Grecco et al. (2011) também observaram varios surtos de
intoxicac¢do (10/86) em bovinos mais jovens.

As manifesta¢des clinicas mais frequentes sdo anorexia, apatia, pelos arrepiados, tenesmo,
muitas vezes seguido por prolapso retal; afastamento do rebanho, perda de peso, ascite, disttirbios
digestivos e neurolégicos. Dois cursos clinicos podem ser identificados; um curso prolongado,
caracterizado por perda de peso progressiva até a morte, que geralmente ocorre em varias semanas
ou meses; ou um curso agudo ou subagudo, com morte em poucos dias (Barros et al. 1992).

Achados de necropsia incluem figado reduzido de volume e bronzeado, com nédulos de 0,2 a
0,6cm de diametro, aleatoriamente distribuidos pelo parénquima hepatico, além de vesicula biliar
distendida, hidropericardio, ascite e edema de mesentério (Cruz et al. 2010). Podem estar também
presentes edema e hiperplasia adenomatosa da mucosa da vesicula biliar (Barros et al. 1992).
Variagdes podem ser observadas nas alteragdes macroscépicas do figado, que foram classificadas
por Grecco et al. (2010) em seis padrdes morfoldgicos, relacionados a diversidade em nodulagdes e
coloragdo.

Encefalopatia hepatica (EH) é relacionada a lesdes hepaticas crénicas em bovinos, no Brasil
devidas, especialmente, a ingestao de Senecio spp. (Méndez et al. 1987, Barros et al. 1992, Tokarnia
et al. 2012), com descricdo de alteragdo ou degeneragdo esponjosa, conhecida como “status
spongiosus” no sistema nervoso central (SNC). Essa alteragdo é caracterizada por microcavita¢des
no SNC, mais evidentes em tratos mielinizados da substancia branca encefilica e na interface entre
substancia branca e cinzenta do cértex telencefalico (Barros 2010), bem como em capsula interna,
tadlamo e coliculos e, as vezes, na substancia cinzenta (Riet-Correa et al. 2009).

Cho & Leipold (1977) induziram, por infusdo intravenosa de acetato de aménio, vacuolizacao
acentuada da substancia branca no encéfalo de bezerros e menos intensa na substancia cinzenta do
encéfalo e da medula espinhal. Degeneracdo esponjosa é descrita relacionada a varias causas de
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hepatopatia difusa em diferentes espécies animais por Hooper (1975), com formacdo de vacuolos,
principalmente ao longo de determinados tratos axonais de substdncia branca e contiguos a
substancia cinzenta. A distribui¢do regular dos vactiolos nas mesmas areas do SNC em um grande
numero de animais com EH é sugerida pelo mesmo autor como uma entidade especifica
relacionada a hiperamonemia.

O objetivo desse trabalho é descrever os achados histolégicos em figado e encéfalo de bovinos
naturalmente intoxicados por Senecio sp. e sua caracterizacdo imuno-histoquimica em telencéfalo,
tronco encefélico e cerebelo, usando os anticorpos anti-GFAP, anti-proteina S100 (anti-S100) e anti-
vimentina.

MATERIAL E METODOS

Dez casos de bovinos com diagnéstico de intoxicagdo espontanea por Senecio sp., para os quais
havia amostras de telencéfalo, tronco encefalico, cerebelo e figado emblocadas em parafina foram
selecionados do arquivo do Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (SPV-UFGRS). Foram realizados cortes de 3um de espessura das amostras de figado,
telencéfalo, tronco encefilico e cerebelo, corados por hematoxilina e eosina e avaliados na
histologia. Dados disponiveis acerca do histérico, das manifesta¢des clinicas e dos achados de
necropsia foram recuperados. Foi realizada a técnica histoquimica de acido periédico de Shiff (PAS)
nas amostras de telencéfalo, tronco encefalico e cerebelo, em cortes de mesma espessura. Cortes
das mesmas areas selecionadas do SNC foram submetidos a técnica de IHQ, pelo método da
estreptavidina-biotina ligada a peroxidase para os anticorpos anti-GFAP e anti-S100 e pelo método
da estreptavidina-biotina ligada a fosfatase para o anticorpo anti-vimentina (Quadro 1).

Como controle negativo foram avaliadas as mesmas areas do encéfalo de 11 bovinos da rotina
de diagndstico do SPV. Os casos selecionados para esse fim eram bovinos adultos, com diferentes
causas de morte porém sem alteracdes clinicas e/ou lesbes hepaticas nem encefalicas, com
realizacdo das técnicas de histoquimica de PAS e de IHQ, usando os mesmos anticorpos.

RESULTADOS

Todos os casos do estudo sdo de intoxicacdo espontanea por Senecio sp. Dados de histoérico, achados
clinicos e de necropsia sdo apresentados no Quadro 2.

Na avaliacao histolégica dos figados foram observados fibrose, proliferacdo de ductos biliares,
nodulos de regeneracio, megalocitose e degeneragdo hepatocelular (Fig. 1) em todos os casos, com
variagoes entre eles, principalmente em intensidade (Quadro 3).

Nas amostras de encéfalo verificaram-se, histologicamente, vacuolizagdo discreta a acentuada
no neurépilo em todos os casos, alteragdes astrociticas e edema perivascular (Quadro 4). No
telencéfalo havia vacuolizacdo difusa no neurdpilo na juncdo entre substincia cinzenta e branca
(Bovinos 1, 5, 6, 7, 8, 9 e 10), focal na substancia branca subcortical (Bovino 2) e em area mais
profunda do cértex (Bovinos 5, 6 e 9). As alteragdes astrociticas no telencéfalo foram discretas e
caracterizadas por ntcleo discretamente tumefeito (Bovinos 7 e 10) a vesicular (Bovinos 7 e 9),
nas porgdes profundas do cortex telencefalico (Bovinos 9 e 10) e/ou na substdncia branca
subcortical (Bovino 10). No tronco encefalico havia vacuolizagdo predominantemente na substancia
cinzenta, com formag¢do de vaciolos de formas e tamanhos irregulares (Fig. 2) atingindo as
substancias cinzenta e branca (Bovinos 7 e 10) ou a substancia branca (Bovino 6). Alteragdes
semelhantes as encontradas no telencéfalo foram observadas nos astrécitos do tronco encefélico
em dois casos (Bovinos 7 e 10). No cerebelo havia vacuolizagdo na substancia branca,
especialmente em pedunculos cerebelares e félios (Bovinos 5, 6 e 10) com distribui¢do multifocal a
coalescente (Bovino 6) ou difusa (Bovinos 5 e 10) e foi também observada tumefagdo nuclear em
astrdécitos da substancia branca dos félios, bem como em astrécitos de Bergmann (Bovinos 6 e 8).

Na técnica histoquimica de PAS nao havia alterag¢des significativas nos cortes de telencéfalo,
tronco encefalico e cerebelo dos casos estudados, bem como nos cortes de encéfalo dos bovinos
controle.

Para as técnicas de IHQ empregadas, a aplicacdo do anticorpo anti-GFAP resultou na
imunomarcagdo dos processos astrociticos semelhante a marcagdo observada no encéfalo dos
bovinos controle e houve evidenciacdo da tumefacdo de nucleos astrociticos (Fig. 3 e 4). No
emprego do anticorpo anti-S100 houve evidente imunomarcagdo do nucleo e do citoplasma de
astrocitos em substancia cinzenta e branca de telencéfalo, tronco encefalico e cerebelo, semelhante
a marcacdo observada em animais controle. Na IHQ anti-vimentina houve forte imunomarcacdo em



37

paredes vasculares (Fig. 5), sem diferenca em relagcdo aquela observada em cortes de encéfalos de
animais controle.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A andlise histolégica do figado revelou fibrose, proliferacio de ductos biliares e megalocitose,
alteragdes consideradas caracteristicas da intoxicacdo por AP (Barros et al. 1992, Driemeier &
Barros 1992, Barros et al. 2007), com variacdes entre os casos, principalmente em intensidade.
Grecco et al. (2010) também observaram variacdo em intensidade e distribuicdo das alteracdes e
nao observaram relacdo dessas variacdes com idade dos animais, tempo de evolugdo da
intoxicacdo e sinais clinicos, no entanto, sugerem influéncia das condig¢des climaticas no aumento
da frequéncia da doenca, por aumento da disponibilidade da planta para os animais.

Da regido do tronco encefalico foram examinados 6bex ou mesencéfalo, com disponibilidade
de 6bex em maior nimero de casos (6/10 bovinos), relacionada ao fato desses animais serem
submetidos a investigacdo de lesdes de encefalopatia espongiforme bovina e o 6bex constituir a
regido encefalica de eleicdo para confirmacdo diagnostica dessa enfermidade, no entanto, as lesdes
foram mais acentuadas no mesencéfalo, avaliado em 4/10 casos, com vacuolizagio moderada e
acentuada, achados semelhantes aos descritos por Mendez et al. (1987), Driemeier & Barros
(1992), Sanches et al. (2000) e Santos et al. (2008) em bovinos e também por Ilha et al. (2001) em
ovinos.

As técnicas de histoquimica de PAS e de IHQ anti-vimentina, empregadas para a avalia¢ido de
paredes vasculares e de material extravasado, apresentaram resultados similares aos encontrados
em animais controle, indicando que a vacuolizacdo encefalica ndo decorre de alteracdes vasculares
nos casos de intoxicacdo crénica por Senecio sp. Hooper (1975) também ndo obteve achados
relevantes na coloracdo de PAS em encéfalos de diferentes espécies animais com EH. Na pesquisa
de Cho & Leipold (1977) nenhum material foi evidenciado nesses vactolos em HE, nem em
coloragdes especiais; nao foi observada relagdo das cavitacdes com estruturas vasculares e também
ndo havia alteragdo em espagos perivasculares.

Os exames histologico e de IHQ, com uso dos anticorpos anti-GFAP e anti-S100, revelaram
alteracgdes astrociticas discretas em 5 dos 10 casos avaliados, apesar de haver, em todos eles,
alteragdes hepaticas acentuadas, incluindo fibrose e proliferacdo de ductos biliares. Em casos de
intoxica¢do de bovinos por Cestrum intermedium, planta de acdo hepatotdxica aguda que cursa com
sinais clinicos de EH, ha achados histoldgicos encefalicos com alteragdes astrociticas evidentes em
cérebro e cerebelo, caracterizadas por tumefagdo celular com citoplasma amplo e eosinofilico,
nucleo picnético, ora excéntrico, mais evidentes em substancia branca (Wouters et al. 2013). Esses
dados sugerem que as alteragdes astrociticas sdo precoces na EH e que, em casos de intoxicagdo por
Senecio sp., que sdo caracterizados por evolugdo crénica - a maioria dos casos; ou subaguda
(Driemeier & Barros, 1992), a patogenia das alteracdes encefalicas seja diferente. E descrito que
astroécitos jovens ou que sofreram agressdo podem sintetizar vimentina (Orsini et al. 2007). Nos
encéfalos avaliados por IHQ usando anticorpo anti-vimentina ndo houve imunomarca¢do em
astrocitos.

A degenerac¢do esponjosa tem sido atribuida a edema intramielinico (Sanches et al. 2000,
Santos et al. 2008, Riet-Correa et al. 2009, Lucena et al. 2010), causando separacdo e vacuoliza¢ao
de bainhas de mielina (Summers et al. 1995, Barros 2010).

As bainhas de mielina, constituidas por arranjos concéntricos de processos oligodendrogliais
compactados ao redor de axdnios, sdo dispostas em segmentos espagados pelos nodos de Ranvier.
A regido nodal, envolta por processos astrociticos e oligodendrogliais e a compactacdo desses
processos determinam a ocorréncia de duas linhas distintas na bainha; a linha densa principal e a
linha interperiddica (Graga et al. 2010). Estes autores relacionam a degenerac¢do esponjosa a edema
astrocitario e das bainhas de mielina, com separacdo das lamelas na linha interperiédica.

As alteragdes identificadas no exame histolégico como degeneracdo esponjosa revelaram ser,
em estudos de microscopia eletronica descritos por Cho & Leipold (1977), grandes espacos vazios
nas bainhas de mielina, dispostos entre as linhas densas das membranas de mielina e separagio do
espiral da mielina na lamela intraperiédica, com distensdo de espagos extracelulares e tumefagio
mitocondrial e, quando de vactolos multiplos dentro de uma mesma lamela de mielina,
correspondem a ruptura de membranas de mielina. Rissi et al. (2010) também mencionam uso da
microscopia eletrénica para demonstracdo do edema intramielinico nos casos de degenerag¢ido
esponjosa relacionados a insuficiéncia hepatica cronica na intoxicagdo por AP.
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Por outro lado, os estudos em microscopia eletrénica descritos por Cho & Leipold (1977)
revelaram alteragdes escassas em astrocitos e seus processos, ausentes em células da glia, vasos
sanguineos e membranas basais. Neurdnios, axénios e células da glia também apresentavam
alteragdes escassas e havia pouca evidéncia de fragmentagio da mielina.

Os métodos de histoquimica de PAS e de IHQ, com emprego dos anticorpos anti-GFAP, anti-
S100 e anti-vimentina demonstraram, no presente estudo, ndo haver alteracdes significativas em
estruturas vasculares e em astrdcitos encefalicos nos casos de intoxicacdo de bovinos por Senecio
sp., 0 que corrobora com a patogenia anteriormente proposta; a degeneragdo esponjosa, tipica
nessa intoxicacdo, é caracterizada por edema intramielinico. Esse edema é considerado resultado
de alteracdo seletiva no sistema de transporte ativo de ions e agua dependente de energia na
membrana das células, como é proposto por Cho & Leipold (1977).
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Legendas das figuras

Fig 1. Aspecto histolégico do figado de bovino (Bov 3) intoxicado por Senecio sp., evidenciando
fibrose, proliferacdo de ductos biliares, n6dulos de regeneracdo, megalocitose e degeneracdo
hepatocelular. HE, obj. 20x.

Fig 2. Degeneracdo esponjosa em tronco encefalico de bovino (Bov 10) intoxicado por Senecio sp.
HE, obj. 20x.

Fig 3. Juncdo entre cortex e substincia branca em telencéfalo de bovino intoxicado por Senecio sp.
(Bov 6), com degeneragio esponjosa e ocasionais astrécitos com nucleo discretamente tumefeito
na substancia cinzenta. Imunomarcagio anti-S100, método da Estreptavidina-biotina-peroxidase,
cromogeno Vector Nova Red, obj. 40x.

Fig 4. Degeneracdo esponjosa na jun¢do entre substdncias cinzenta e branca em telencéfalo de
bovino intoxicado por Senecio sp. (Bov 5). Imunomarcagio anti-GFAP, Método da Estreptavidina-
biotina-peroxidase. Cromoégeno DAB, obj. 40x.

Fig 5. Juncdo entre cértex e substancia branca do telencéfalo de bovino intoxicado por Senecio sp.
(Bov 10) com marcacdo de paredes de vasos sanguineos em vermelho. Imunomarcagdo anti-
vimentina, método da estreptavidina ligada a fosfatase alcalina, Cromégeno Permanent Red, obj.
20x.

Quadros

Quadro 1. Recuperacdes antigénicas, dilui¢des e origem dos anticorpos primarios utilizados
na técnica de imuno-histoquimica

Anticorpo Especificacdes Recuperacgao Diluicdo Referéncia
primario do anticorpo Antigénica” anticorpo comercial
Anti-GFAP Policlonal TRIS-EDTA pH 1:500 Dako
coelho 9.0,
962 C, 40 min
Anti-S100 Policlonal Citrato pH 6.0, 1:200 Dako
coelho 962 C, 40 min
Anti-vimentina Clone V9 Citrato pH 6.0, 1:200 Zymed
camundongo 1252 C, 3 min

* Obtida em panela de pressido
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Quadro 2. Dados de histdrico, achados clinicos e de necropsia de bovinos com intoxicac¢ao
espontanea por Senecio sp. selecionados para o estudo de caracterizagao imuno-
histoquimica das alterac¢des encefalicas

Bovino Procedéncia Sexo Idade Historico e achados clinicos Achados de necropsia
(Raca) (anos)
1 S.Jer6énimo/RS F 5 Diarreia esverdeada, desidratacio, Desidratacdo acentuada, ascite, edema
(Aberdeen agressividade, queda e morte quando acentuado em mesentério e abomaso.
Angus) movimentado. Morte na primavera. Figado esbranquigado, firme e com nédulos
vermelho-palidos aprox. 0,5 cm @.

2 (Holandesa) * F Adulta  Animal prenhe, apresentou queda e Ascite, edema e hemorragia em serosas,
dectbito permanente. Morte em final de edema em mucosa abomasal, conteido
outono. ressecado em cdlon espiral. Figado firme,

com areas claras.

3 Cagapava do M 2 Morte de 21/70 machos nascidos na Desidratacdo, edema acentuado em

Sul/RS (Brangus) propriedade, hd um ano em potreiro com mesentério e abomaso, prolapso retal.
Senecio sp.; mortes na primavera. Figado palido, diminuido e firme.
Tenesmo, apatia, sinais neurolégicos
incluindo andar a esmo.
4 S.Jer6nimo/RS F 6 500 bovinos/700ha campo nativo com Bom estado corporal, mucosas palidas,
(Aberdeen senécio, predominio S. madagascariensis. prolapso retal, ascite, hidrotérax e
Angus) Agressividade. Mortes no verdo, em média  hidropericardio, hemorragias em omento e
10 bovinos/ ano. serosa omasal, edema acentuado em parede
abomasal, contetdo intestinal liquefeito.
Figado palido, firme, reduzido, edema em
parede de vesicula biliar, repleta.
5 Passinho F le Dificuldade locomogdo, afastamento do Regular estado corporal, sangue mais
Triunfo/RS meio rebanho, tenesmo, fezes ressecadas, febre.  aquoso, hemorragias subepicardicas,
(SRD) Morte no outono. contetddo retal ressecado. Figado diminuido,
pélido e firme.

6 Cristal/RS F 2 Morte 24/99 bovinos em campo nativo, Mau estado corporal. Linfonodos hepaticos

(Angus) superlotagdo. Emagrecimento, distensdo e mesentéricos suculentos. Figado reduzido,
abdominal, apatia, tenesmo e prolapso pélido, firme, nodula¢des amareladas 0,1 a
retal, diarreia/constipagio. Mortes na 0,3 cm @. Vesicula biliar com parede espessa
primavera. e formagdes polipoides de 0,2 a 1cm @.

7 Pouso Novo/RS F NI Aprox. 50 bovinos/30 ha, pasto com S. Péssimo estado corporal, mucosas palidas,

(SRD) brasiliensis, silagem e ragdo no cocho. ascite, edema de mesentério. Figado
Terceira morte (primavera) em 30 dias, reduzido, superficie irregular, firme, com
diarreia, tenesmo, fezes escuras e pontos brancacentos e nédulos de 0,1a0,3
aumento tempo coagulagao. cm @.

8 Triunfo/RS (Red M le Agressividade por 4 dias, tremores Bom estado corporal, petéquias em

Angus) meio musculares, anorexia. Morte na subcutineo e musculos. Ascite, hidrotorax.
primavera. Edema e petéquias em mesentério,

perirrenal e parede intestinal. Ulceragdes
0,5-1 cm @ em abomaso, edema transmural
acentuado em intestino grosso. Figado
firme, reticulado ao corte. Formagdes
polipoides em vesicula biliar.

9 Dois Irmaos/RS F 2e Anorexia, incoordenacdo, diarreia e Regular estado corporal, ascite moderada.

(Cruza Nelore) meio  incapacidade de levantar-se. Morte no Figado reduzido, firme e vermelho-escuro,
inicio de verdo. anastomoses portossistémicas em vasos
mesentéricos. Formagdes polipoides em
vesicula biliar.
10 Cachoeira M 2e Quatro mortes em 2011, em 2012 cinco Regular estado corporal, prolapso retal,
do Sul/RS meio animais/60, mais um doente. Diarreia ascite e hidrotérax, edema acentuado em
(SRD) escura e emagrecimento por aprox. 10 mesocélon, parede abomaso e vesicula

dias. Andar cambaleante, afastamento do
lote, anorexia, polidipsia. Dectibito
esternal. Mortes na primavera.

biliar. Petéquias em serosa intestinal. Figado
firme, fina trama brancacenta ao corte,
formacoes polipoides em vesicula biliar,
anastomoses portossistémicas em vasos
mesentéricos.

F= fémea; M= macho; * Dados sobre procedéncia ndo encontrados; aprox.= aproximadamente; SRD= sem raca definida
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Quadro 3. Alteracgdes histoldgicas em figado de bovinos com intoxicacio espontanea por

Senecio sp.
Bovino Fibrose Proliferacao Noédulos Megalocitose Degeneracdo
ductos biliares regeneracao vacuolar de
hepatdcitos
1 +++ ++ ++ + -
2 ++ + - + ++
3 ++ +++ + ++ -
4 +++ ++ + ++ -
5 +++ +++ + ++ -
6 +++ +++ +++ + +
7 +++ +++ +++ ++ -
8 +++ +++ + +++ -
9 ++ +++ + +++ -
10 +++ +++ +++ ++ +

* Havia também congestdo acentuada; ** colestase discreta e discreto infiltrado mononuclear; -

ausente; + discreto; ++ moderado; +++ acentuado

Quadro 4. Alteracdes histoldgicas em encéfalo de bovinos com intoxicacido espontinea por
Senecio sp.

Bovino Vacuolizac¢do Alteragdes astrociticas Edema perivascular
Telen-  Tronco Cere- Telen-  Tronco Cere- Telen-  Tronco Cere-
céfalo * belo céfalo belo céfalo belo

1 ++ + + - - - + - -

2 + - - - - - + - -

3 + + - - - - + - -

4 - + - - - - - - -

5 +++ +++ + - - - - - -

6 ++ +++ +++ - - + + - +

7 ++ + - + + - - - -

8 + ++ - - + - - -

9 +++ ++ - + - - + - -

10 ++ +++ + + + - - - -

* Tronco = tronco encefalico
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Fig 1.




Fig 4.
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5. CONCLUSOES

As lesdes enceféalicas microscopicas em bovinos associadas a encefalopatia
hepatica sao diferentes na hepatopatia aguda em relacao a cronica.

Os astrocitos constituem importante alvo de lesdo nos casos de encefalopatia por
hepatopatia toxica aguda em bovinos.

Em bovinos intoxicados por Senecio spp. a encefalopatia estd relacionada a
alteracdes histoldgicas encefalicas descritas como degeneracdo esponjosa, atribuidas a
edema intramielinico.

A técnica de IHQ, com imunomarcacgdo anti-GFAP e anti-S100, sdo ferramentas
importantes para a avaliacdo das alteracdes encefélicas da encefalopatia hepatica

relacionada a hepatopatia toxica.
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