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INTOXICAGAO POR Sida carpinifolia (MALVACEAE) EM CAPRINOS®

Autor: Edson Moleta Colodel
Orientador: David Driemeier

RESUMO

Descrevem-se os achados clinicos e patoldgicos da intoxicagdo espontanea
e experimental por Sida carpinifolia em caprinos. Os achados da intoxicacéo
espontanea serdo apresentados em dois artigos. Um deles relata pela primeira
vez uma doenca investigada em de 1997 no municipio de Lajeado, RS. O outro
artigo descreve os aspectos clinicos e patologicos da intoxicacdo espontanea em
dois surtos adicionais, ocorridos no ano de 2001 no municipio de Glorinha e em
Porto Alegre, RS. Nesses trabalhos caracterizou-se através de exames clinicos,
patolégicos e ultra-estruturais uma doenca de deposito lisossomal. Por analise do
padrdo de coloracdo com histoquimica de lectinas, em cortes histolégicos do
cerebelo, pancreas e figado, observou-se afinidade de marcacao especificamente
com Concanavalia ensiformis, Triticum vulgaris e T. vulgaris-succinilado, similar ao
de alfa-manosidose hereditaria ou adquirida por ingestdo de plantas do género
Swainsona, Oxytropis, Astragalus e Ipomoea. A caracterizacdo do principio toxico
da planta, associada com as lesdes que induzem o quadro clinico, foi apresentada
em forma de um artigo. A metodologia e resultados do estudo experimental da
intoxicacdo por Sida carpinifolia serdo aqui descritos. Para caracterizar o quadro
clinico e patolégico, foi administrada a 14 caprinos, divididos 7 grupos de dois
individuos cada, Sida carpinifolia, secada a sombra e triturada por periodos de 15,
20, 40, 60, 90 e 120 dias. O consumo diario variou de 14 a 21g/kg nos diferentes
grupos durante o experimento. Para outros 3 caprinos efetuou-se a administracédo
forcada da planta seca por via oral, de 10 a 12,5 g/kg, durante 30 dias. O quadro
clinico até os 30 dias de consumo da planta consistia principalmente de letargia,
alteracéo intermitente da consisténcia das fezes e diminuicdo no ganho de peso.
Por volta de 40 dias de consumo, 0s caprinos demonstravam também
incoordenacdo motora aos estimulos e ap6s os 60 dias de consumo ocorria
incoordenacdo motora espontanea, com tremores musculares de cabeca e
pescoco principalmente. As principais alteracdes histologicas e ultra-estruturais
foram vacuolizacdo e tumefacédo citoplasméatica em neurdnios, células da tiredide e
pancreas observadas com intensidade leve apés 15 dias de consumo e acentuada
apos os 90 dias de consumo de Sida carpinifolia.

Palavras-chave: Sida carpinifolia, swainsonina, doenca de depdésito lisossomal,
caprino, plantas toxicas.

! Tese de doutorado em Ciéncias Veterinarias — Cirurgia e Patologia Animal, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS (xx p.) marco de 2005.
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EXPERIMENTAL POISONING BY Sida carpinifolia (MALVACEAE) IN GOATS
Author: Edson Moleta Colodel
Adviser: David Driemeier

ABSTRACT

The clinical and pathological findings in the spontaneous and experimental
Sida carpinifolia poisoning in goats are descrobed. Two papers that report Sida
carpinifolia toxicosis in goats are the basis of this work. The initial outbreak of Sida
carpinifolia toxicosis, was investigated in 1997 and occurred in the county of
Lajeado, Rio Grande do Sul (RS), Brazil. Another article includes our observations
on two additional outbreaks of Sida carpinifolia poisoning, which occurred in the
counties of Glorinha and Porto Alegre in 2001. A lysosomal storage disease was
characterized through clinical, pathological, and ultrastructural exams. The lectin
histochemistry applied to sections of cerebellum, pancreas and liver revealed
strong reactions with Concanavalia ensiformis, Triticum vulgaris and succinil-T.
vulgaris. This binding pattern characterizes an alpha-manosidosis similar to that
observed in other plant poisonings including the genera Swainsona, Oxytropis,
Astragalus, and Ipomoea. The characterization of the swainsonine alkaloid
associated with the lesions that induced the clinical picture is presented in a third
article. The clinical and pathological picture was reproduced by dosing goats with
dry and crushed Sida carpinifolia leaves. Fourteen goats were distributed in seven
groups of two animals, which consumed the plant during 15, 20, 40, 60, 90 and
105 days. The daily consumption varied from 14 to 21g/kg in different groups.
Additional three goats were forced fed the plant at 10 to 12.5 g/kg, for 30 days. Up
to the 30" day of consumption signs included mainly lethargy, intermittent
alteration in the consistence of feces and lower average daily weight gains. At the
40™ day, goats demonstrated incoordination to the exercise, and after the 60" day
of consumption spontaneous incoordination gait and muscular tremors of the head
and neck were also noticed. The main histological and ultrastructural change
consisted cytoplasmic vacuolation in neurons, cells of the thyroid and pancreas.
These changes were mild’ at 15 days of consumption and enhanced after the 90"
day of Sida carpinifolia ingestion.

Keywords: Sida carpinifolia, swainsonine, lysosomal storage diseases, goats,
poisonous plants.
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1. INTRODUCAO

A forma adquirida de alfa-manosidose que ocorre pela ingestao prolongada
de plantas do género Swainsona, Astragalus, Oxytropis e Ipomoea (Hartley et al.,
1970; Dorling et al., 1978; Ralphs & James, 1999; Balogh et al., 1999), € bastante
conhecida de grande importancia na medicina veterinaria. Essas plantas contém o
alcaléide indolizidinico denominado swainsonina que inibe a atividade de alfa-
manosidase e manosidase |l resultando em depdsito lisossomal com lesdes
similares a alfa-manosidose congénita. Histologicamente h& vacuolos
citoplasmaticos em células do sistema nervoso central e em diversos outros
tecidos. Os neurbnios sao consistentemente afetados devido ao carater
permanente desta populacdo de células (Summers et al., 1995). Animais que
consomem plantas que contém swainsonina exibem quadro clinico com alteragfes
neurolégicas caracterizadas por letargia, tremores musculares, incoordenacdo,
ataxia e quedas, especialmente quando os animais sdo movimentados (James et

al., 1970; Huxtable & Dorling, 1982).



Este trabalho tem por objetivo a caracterizacdo epidemiolégica, clinica e
patolégica da intoxicacdo natural e experimental por Sida carpinifolia em caprinos.
Adicionalmente busca-se com base nos dados obtidos, sugerir medidas de controle
da intoxicacdo por Sida carpinifolia em caprinos. Do estudo da intoxicacdo natural
por Sida carpinifolia em caprinos resultaram trés artigos publicados em periédicos
indexados. Um dos artigos descreve as investigacdes realizadas pelo Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul sobre a
doenca espontanea ocorrida no municipio de Lajeado, RS, em 1997, num rebanho
de caprinos que apresentava quadro clinico de doenca neurolégica com
incoordenacdo motora, ataxia e tremores musculares (Driemeier et al., 2000). O
segundo trabalho descreve a intoxicagcado por Sida carpinifolia incluindo outros dois
surtos ocorridos no ano de 2001, no municipio de Glorinha e em Porto Alegre, RS
(Colodel et al., 2002a). Também seré incluido neste trabalho o artigo publicado
sobre a identificacdo de swainsonina em Sida carpinifolia (Colodel et al., 2002b).
Sera descrita a reproducdo experimental para caracterizacdo das alteracdes
clinicas e patolégicas com metodologia, resultados, discussdes e conclusdes.
Também como auxiliar no entendimento da patogenia da intoxicacdo por Sida
carpinifolia, seréo citados alguns dados obtidos paralelamente ao andamento deste
experimento para o desenvolvimento da Tese de Doutorado de Marisete Bedin,
orientada pelo Professor Roberto Giugliani do Servico de Genética Médica do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos botanicos sobre Sida carpinifolia

Sida carpinifolia L.f. € uma Angiospermae da familia Malvaceae. Tem como
sinonimia Sida acuta, Sida acuta var. carpinifolia (L.f.) K. Schum., S. acuta spp.
carpinifolia e é popularmente conhecida como guanxuma, malva-branca, cha-da-
india, vassoura (Kissmann & Groth, 1995; Lorenzi, 2000).

Sida carpinifolia floresce ao final da primavera e durante o verdo, propaga-se
apenas por sementes, a inflorescéncia é axilar, forma um subarbusto perene
bastante ramificado e tem folhas e caules com fina pubescéncia esbranquicada. E
uma invasora de lavouras e pastagens, freqiiente em solos arenosos nas planicies
litoraneas. Em areas de pastagens assume habito semiprostrado com
aproximadamente 70 cm de altura. Em areas com baixa luminosidade, como em
canaviais, atinge até 2,0m de altura (Kissmann & Groth, 1995; Lorenzzi, 2000).

Popularmente infusdes de Sida carpinifolia sdo utilizadas como emolientes,
em afeccbes respiratorias, como tdnica e também antipirética (Cruz, 1982;

Lutzenberg, 1985). Quimicamente em Sida carpinifolia ja foram evidenciados



acidos oléico, linoléico, palmitico, estearico, araquiddnico e beta-sitosterol,
horménio ecdisteona (Lutzenberg, 1985), glicidio relacionado com as flavonas
denominado rutina e quercitina, além de saponinas, taninos, cumarinas e
flavandides (Henriques et al., 1989). Notou-se efeito espasmadico, similar ao que
ocorre com 0 uso de acetilcolina in vitro (Prasad & Achari, 1966). Extratos
metanolicos de Sida carpinifolia administrado oralmente causou infertilidade em

ratos (Kholkute et al., 1978).

2.2 Generalidades sobre doencas de depésito lisossomal

As células dos mamiferos sdo altamente diferenciadas e funcionalmente
especializadas, exibindo padrdes complexos de comunicacbes entre si. Essa
relacdo € dada em parte por moléculas (horménios, neurotransmissores, sistemas
de transducdo e modulacdo de sinais) do meio extracelular, internalizados pela
célula (Maxfield & Mukherjee, 2004).

De Duve (1959) denominou de lisossomo a organela citoplasmatica que
contém diferentes enzimas hidroliticas. Esta organela é o centro celular de
catabolismo de macromoléculas, gerando aminoacidos, acidos graxos, acidos
nucléicos e carboidratos para a sintese da célula (Agamanolis, 1995; King & Alroy,
2000). O lisossomo tem uma membrana simples de lipoproteina, mede de 0,2-0,8
um, contém fosfatases, nucleases, glicosidases, proteases, peptidases, sulfatases
e fosfoquinases que tém atividade em pH=5 (Agamanolis, 1995).

As enzimas lisossomais sao glicoproteinas sintetizadas no reticulo

endoplasmatico rugoso e transportadas para o aparelho de Golgi (AG).



Posteriormente essas hidrolases se ligam em receptores especificos no AG
formam vesiculas e sdo excretadas da organela. Nesse compartimento a enzima é
liberada de seu marcador, tornando-se reativa. Por fagocitose, endocitose, e
autofagia constituintes extra e intracelulares transportados, sdo catabolizados nos
lisossomos, excretadas para o citosol e utilizadas para a sintese celular
(Agamanolis, 1995). Normalmente, quase todas as hidrolases lisoss6micas estao
presentes em niveis de atividade suficiente, ocorrendo acumulo do substrato, ou
seja, doencas de depdsito lisossomal (DDL) apenas quando a atividade residual de
uma enzima esta abaixo do limiar critico de 10% da atividade enzimatica normal.

Em casos suspeitos o diagnostico da DDL pode ser estabelecido durante a
gestacdo ou apOs o0 nascimento usando técnicas bioquimicas (Dahl et al., 1999),
morfologicas (Alroy et al., 1987) e moleculares (Luzi et al., 1997). A maioria das
DDLs sao diagnosticadas especificamente ao se demonstrar a atividade deficiente
da enzima no plasma, em leucdcitos ou em culturas de fibroblastos e em muitos
casos pelo substrato ndo degradado que fica acumulado no interior do lisossomo
de células afetadas ou quando sdo excretadas por via urinaria (Warren & Alroy,
2000).

As primeiras descricbes, reconhecidas atualmente como sendo DDL
ocorreram por volta de 1820. Porém apenas no final do século XIX e inicio do
século XX que dados clinicos e patolégicos foram suficientes para confirmar
algumas DDLs como Gaucher, Niemann-Pick e Tay-Sachs. Com o estudo ultra-
estrutural dos lisossomos, desenvolveu-se a teoria de que defeitos em enzimas
fossem a causa, por exemplo, do depésito de gangliosideos na doenca de Tay-

Sachs. Em 1963, uma explanacéo geral para caracterizar causas de doencas de



depodsito foi estabelecida, baseada em observacbes da deficiéncia em maltase
acida, uma hidrolase lisossomal, em um tipo de doenca de depdsito de glicogénio
(Hers, 1963). Atualmente, em Humanos sdo conhecidas por volta de 40 DDLs, a
maioria afeta o sistema nervoso central (Meikle et al., 1999).

Grandes progressos no entendimento das DDLs vieram da identificacdo
bioquimica das moléculas caracteristicas de cada enfermidade, depositadas nas
células. Isto antecedeu a identificacdo molecular da anomalia genética responsavel
por cada doenca. A natureza do material bioquimico armazenado € uma importante
ferramenta para classificacdo destas doencas. Seguindo este critério as principais
DDLs sdo lipidoses, mucopolissacaridoses, glicogenoses, mucolipidoses,
oligossacaridoses e lipofucinoses neuronais (Platt & Walkley, 2004). Recentemente
com o entendimento do defeito genético molecular responsavel pelo acumulo de
substancias intracelulares se percebeu que fenoétipos similares de DDLs tém
defeitos moleculares radicalmente diferentes, estratégias terapéuticas distintas e
que as alteracbes que causam as diferentes DDLs nem sempre residem em um
defeito enzimatico. A classificacdo das DDLs associadas ao defeito molecular, sem
perder de vista a natureza do material armazenado, representa um avanco no

estudo das DDLs (Platt & Walkley, 2004).

2.3 Generalidades sobre glicoproteinoses/oligossacaridoses.
O estudo da bioquimica dos carboidratos passou por uma grande
renovacao nas décadas de 1970 e 1980. Antes estas estruturas eram vistas como

fontes de energia e ocasionais formadoras do esqueleto vegetal e animal (celulose



e quitina). Nos ultimos 30 anos importantes observacdes foram somadas ao
investigar a complexidade de funcdes que possuem o0s carboidratos no
reconhecimento e na adeséo celular (Sharon & Lis, 1993).

Os glicoconjugados sdo compostos formados pela unido entre mono, oligo
ou polissacarideos conjugados com lipideos ou proteinas. Os acUcares que
formam os glicoconjugados denominam-se de glicanos. Os glicanos possuem
funcdes intrinsecas como formar a membrana celular, matriz extracelular e
modificar as caracteristicas das proteinas (solubilidade e estabilidade) e funcbes
extrinsecas que dependem da unido com outros glicanos e proteinas (Taylor &
Drickamer, 2003). Os glicoconjugados se dividem em glicolipideos (compostos
sempre ancorados as membranas) e glicoproteinas que podem ser de membranas
ou secretados. As glicoproteinas resultam da glicosilacdo das cadeias peptidicas e
podem ser classificadas em dois grupos, as que estdo ligadas por meio de grupos
hidroxila da serina ou treonina (O-ligadas) e as que estdo ligadas por meio do
grupo amino livre da asparagina (N-ligadas). Os oligossacarideos N-ligados
possuem uma unido entre a asparagina e a N-acetilglicosamina em configuracao
beta. Os oligossacarideos N-ligados sempre tém um nudcleo comum de
carboidratos e deste nucleo originam-se grupos terminais distintos: os ricos em
manose e os complexos (King & Alroy, 1997).

A formacdo de oligossacarideos N-ligados se inicia no reticulo
endoplasmatico rugoso (RR). Glicanos se ligam ao lipidio dolicol, localizado em
disposicéo aspiral na membrana do RR, sendo transportado em bloco para a luz do
RR. Este bloco inicial € composto por glicose3manose9N-acetil-glicosamina2.

Posteriormente o oligossacarideo € transportado para o aparelho de Golgi (AG)



sendo modificado por distintas glicosiltranferases e glicosidases que agregam e
removem monossacarideos (Drickamer & Taylor, 1998).

A clivagem de oligossacarideos ocorre sequencialmente por glicosidases
especificas, especialmente por alfa-fucosidadse, beta-endo-N-
acetilglicosaminidase, aspartilglicosaminidase, alfa-neuraminidase, beta-
hexosaminidases, alfa-manosidase e beta-manosiadase. A deficiéncia de uma
destas enzimas resulta no acumulo de produtos intermediarios do catabolismo que
caracterizam as doencas de deposito de oligossacarideos (Taylor & Drickamer,
2003).

As DDLs agrupadas como glicoproteinoses, diferente da maior parte das
outras DDLs tém predominantemente os oligossacarideos especificos depositados
e substratos nédo classificados como glicoproteinas, mesmo que em baixos niveis.
Portanto oligossacaridoses seria um termo mais acurado para classificacao

genérica destas doencas (Platt & Walkley, 2004).

2.4 Considerac0fes sobre alfa-manosidose

Durante o transporte de glicoproteinas para destinacbes intra ou
extracelulares, os oligossacarideos N-ligados, passam por modificacées no reticulo
endoplasmatico e aparelho de Golgi para formar oligossacarideos ricos em
manose, hibridos ou complexos (Kornfeld et al., 1982). A hidrolise enzimatica das
ligacbes manosidicas ocorre durante este processamento e também durante o
processamento de glicoproteinas nos lisossomos (Winchester, 1984). Na

biossintese dos oligossacarideos complexos, seis residuos manosil derivados do



precursor 9-manose-N-acetilglicosamina s&o removidos, portanto diferentes
manosidases estdo envolvidas nessa reagdo (Fuhrmann et al., 1985).
Estruturalmente e geneticamente trés tipos de alfa-manosidases com diferente pH
ideal de atuacdo e localizac&o intracelular sdo conhecidas, acida ou lisossomal,
intermediaria ou de Golgi, neutra ou citosodlica (Bischoff & Kornfeld, 1983).
Alfa-manosidose é caracterizada pelo depdésito intracelular e excrecéo
urinaria de oligossacarideos contendo manose, causado pela deficiéncia na
atividade da enzima alfa-manosidase (Jolly et al., 1981). Alfa-manosidose foi
observada primeiro em bovinos da raca Angus (Whittem & Walkeer, 1957),
ocorrendo também em humanos (Ockerman, 1967), em felinos domésticos (Burditt
et al., 1980; Maenhout et al., 1988) e em cobaios (Muntz et al., 1999; Crawley el al.,
1999). A ocorréncia de manosidoses em seres humanos néao é frequente, porém é
a DDL mais comum e economicamente importante em animais domeésticos. Foi
descrita em bovinos da raca Angus e cruzamentos, como Galloway e Murray Grey
em rebanhos da Nova Zelandia, Australia, Escocia, Estados Unidos e Argentina
(Jolly, 1971; Jolly et al., 1974; Jolly, 1993). Aproximadamente 10% dos Angus da
Nova Zelandia eram heterozigotos para alfa-manosidose antes do inicio do
programa de controle (Jolly, 1975). Em bovinos € uma doenca neurologica
hereditaria autossomal recessiva caracterizada por ataxia, incoordenacéao,
tremores de cabeca, tremores intencionais, tendéncia a agressividade, fraco
desenvolvimento corporal e morte. Ocorrem variacbes fenotipicas de alfa-
manosidose, especialmente relacionadas com a evolucdo da doenca, variando de
bezerros nascidos mortos até cursos clinicos de aproximadamente um ano (Healy

et al., 1990). Macroscopicamente ha hidrocefalia moderada, aumento e palidez do
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figado e rim e artrogripose (Embury & Jerrett, 1985). As alteracdes histolégicas, no
sistema nervoso sao vacuolizacdo acentuada tornando o citoplasma dos neurénios
de aspecto espumoso (“foamy”) no cortex cerebral, tAlamo, mesencéfalo e nas
células de Purkinje do cerebelo. Esferéides axonais sdo achados constantes. Ha
também severa e consistente vacuolizacdo espumosa no epitélio tubular renal,
epitélio acinar do pancreas, macrofagos reticulares de linfonodos e hepatdcitos
(Leipold et al., 1979; Barlow et al., 1981; Embury & Jerrett, 1985). Ultra-
estruturalmente notam-se vacuolos, normalmente vazios excetos por fragmentos
membranosos e ocasionalmente, material eletro-denso amorfo. Estes vacuolos
normalmente estdo circundados por membranas e sua estrutura € compativel com

lisossomos (Jolly, 1971).

2.5 Doencas de depésito lisossomal associadas ao consumo de plantas que
contém alcaldide swainsonina

Muitas DDLs sdo desordens genética, porém sao de grande relevancia na
medicina veterinaria aquelas, em herbivoros, induzidas pelo consumo de plantas
toxicas como as do género Swainsona na Australia (Dorling et al.,, 1978) e
Oxytropis e Astragalus no Estados Unidos (James et al., 1981) e Argentina (Robles
et al., 2000), Ipomoea carnea em Mocambique (Balogh et al., 1999) e Brasil
(Tokarnia et al., 2000; Armién, 2000) e Ipomoea hieronymi var. calchaquina
Argentina (Armesto et al., 2004).

A doenca clinica foi reconhecida em cavalos de Hermando de Soto e outros

conquistadores espanhois durante exploracées na Ameérica do Norte no século XVI.
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As primeiras descricbes de intoxicacdo por plantas do género Astragalus e
Oxytropis datam do inicio do século XVII, sendo a primeira planta toxica descrita
como causa de prejuizos aos rebanhos durante a ocupacdo do Oeste Americano
(Kingsbury, 1964). Atualmente, a ocorréncia de intoxicacdo por estas plantas,
continua trazendo perdas econdmicas importantes a costa Oeste dos Estados
Unidos com morte de animais e custos de manejo dos rebanhos em areas
problemas (Stegelmeier et al., 1998).

Aproximadamente 300 espécies de Astragalus e Oxytropis foram
identificadas nos Estados Unidos, destas, 13 foram caracterizadas como
causadoras de doenca neurologica (James & Nielson, 1988). As espécies dos
géneros Astragalus e Oxytropis que causam DDLs sdo conhecidas como locoweed
e a doenca € chamada de locoism (Molyneux & James, 1982). A palavra loco
originaria do espanhol estd associada as alteracdes clinicas neurologicas
observadas nos animais afetados. Ja as plantas do género Swainsona séao
chamadas de “ervilhas-venenosas” (poison peas) e o0s animais afetados
denominam-se “pea struck” (James et al.,, 1970). Estas plantas possuem o
alcaléide indolizidinico denominado swainsonina que altera a atividade das
enzimas alfa-manosidase lisossomal e da manosidase Il do aparelho de Golgi
(Dorling et al., 1980; Molyneux & James, 1982). As primeiras demonstracfes do
efeito de swainsonina foram relacionadas com diminuicdo da atividade de alfa-
manosidase lisossomal acreditando-se que causasse alteracbes fenotipicas
similares as de alfa-manosidose congénita de humanos (Dorling et al., 1978, 1980).

Esta nocédo foi modificada quando se demonstrou que o alcaldide inibia também
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alfa-manosidase Il do aparelho de Golgi, ocorrendo, portanto alteracao estrutural
de glicoproteinas (Elbein et al, 1981; Tulsiani et al., 1982).

Duas outras plantas de interesse pecuario, principalmente para bovinos,
com ocorréncia clinica na Regido Sul do Brasil, sdo importantes por causarem
doenca de depdsito com sinais clinicos de distirbios nervosos, sao Solanum
fastigiatum var. fastigiatum (jurubeba) (Riet-Correa, 1993) e Phalaris angusta
(Gava et al., 1999). Solanum fastigiatum var. fastigiatum causa vacuolizagdo com
deposicdo de glicolipideos em lisossomos em células de Purkinje no cerebelo
(Paulovich et al., 2002). Phalaris angusta causa macroscopicamente coloracao
verde-azulada no talamo, mesencéfalo e medula oblonga e microscopicamente ha
pigmento granular marrom-amarelado no citoplasma de neurdnios (Souza &

Irigoyen, 1999).

2.6 Swainsonina: inibidor do metabolismo de glicoproteinas

O alcaldide indolizidinico polihidroxilado, solivel em agua e de ocorréncia
natural, denominado de swainsonina, foi primeiro isolado da leguminosa
Swainsona canescens (Colegate et al., 1979). Posteriormente foi demonstrado em
outras espécies do género Swainsona (Dorling et al., 1980), em plantas do género
Astragaslus (Molyneux & James, 1982), do género Ipomoea (Molyneux et al., 1995,
Balogh et al., 1999), sendo também produzido por fungos Rhizoctonia legumnicola
(Schneider et al., 1983) e Metarhizium anisopliae (Tamerler et al., 1998). BRAUN et
al. (2003), relatam a producédo de swinsonina por fungos endofitos de locoweed
sendo uma importante explicacdo para variacdo da quantidade de alcaldéide em

populacdes de Astragalus e Oxytropis. Atualmente varias técnicas descrevem a
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producao sintética de swainsonina (Suami et al., 1984; Pearson & Hembre, 1996;
Fujita et al.,, 2004). Os efeitos sobre a atividade de enzima lisossomal, foi
demonstrado com a inibicdo do processamento de glicoproteinas ao adicionar
swainsonina em células MDBK em meio contento e hexosegGIcNAC;, infectadas ou
nao pelo virus influenza, notando-se alteracdo na conversao de oligossacarideos
ricos em manose e complexos alterando a atividade da enzima alfa-manosidase
(Elbein et al., 1981).

Swainsonina inibe também a glicosilacdo de glicoproteinas com ligacéo
asparagina em diferentes sitios de atividade da manosidase Il do aparelho de Golgi
(Tulsiani et al., 1982). Swainsonina causa a formacao de oligossacarideos hibridos,
combinando achados dos oligossacarideos ricos em manose e complexos, tendo
em um lado somente N-acetilglicosamina, galactose e acido N-acetilneuraminico e
em outra ramificacao oligossacarideos com manose ainda néo processados (Gross
et al., 1982, Kang & Elbein, 1983). A estrutura do alcaldide swainsonina é similar a
forma de um cétion intermediario da hidrélise da manose. Possivelmente a
manosidase lisossomal e a manosidase Il do aparelho de Golgi se ligam com
swainsonina, ficando competitivamente inibidas. A natureza béasica do alcaloide
swainsonina causara alteracdo do o pH lisossomal contribuindo para diminuicdo da

atividade da enzima (Dorling et al., 1980).
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2.7 Alteracbes clinicas e patologicas das intoxicagcBes por plantas que
contém Swainsonina

As principais alteracfes clinicas relatadas em casos nhaturais da intoxicacao
por plantas que contém swainsonina sdo notadas apdés 0 consumo diario
consecutivo da planta, por varias semanas. O inicio dos sinais clinicos e a
evolucdo clinica dependem do género e espécie da planta e da espécie animal
envolvidos. Alteracdes neurolégicas, reprodutivas e emaciacao sao frequentemente
descritas (James et al., 1981). Nos animais afetados a perda ou diminuicdo do
ganho de peso sdo achados comuns ocorrendo também depressao, déficits
proprioceptivos (James & Kampen, 1971; Pritchard et al., 1990; Pfister et al., 1996;
Stegelmeier et al., 1998), dificuldade para acompanhar o rebanho, marcha alterada
com passos curtos, cambaleios, dismetrias, hiperestesia e quedas frequentes
(Laws & Anson, 1968; Dorling et al., 1978; Robles et al., 2000). Nota-se também
aparente cegueira com dificuldade para transpor ou debatendo-se sobre obstaculos
(Pfister et al., 1996; Robles et al., 2000), aléem de nistagmo (Balogh et al., 1999).
Sao constantes as descri¢cdes de incoordenacéo (Dorling et al., 1978; Stegelmeier
et al., 1998; Robles et al., 2000) e de tremores musculares especialmente de
cabeca e pescoco, principalmente quando os animais sdo movimentados (Pfister et
al., 1996; Balogh et al., 1999). Com a continua ingestao da planta com swainsonina
as alteracbes motoras e sensoriais tornam-se acentuadas e os animais perdem a
habilidade para se movimentar e permanecer em estacdo. O quadro clinico
terminal pode ser bastante variavel incluindo opistotonos, convulsfes e estado
comatoso (Pritchard et al., 1990; Stegelmeier et al., 1998). Descrevem-se efeitos

reprodutivos adversos, causando malformacédo fetal, retardo na formacédo da
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placenta, vascularizacdo e placentacdo uterina reduzida ou com atraso,
desenvolvimento cotiledonar reduzido, hidropsia de envoltérios fetais e abortos
(James et al., 1967; Van Kampen & James, 1969; 1971; James et al., 1981; Panter
et al.,, 1989), no entanto trabalhos demonstram que swainsonina ndo causa
alteracOes da placentacdo e desenvolvimento embrionario (Wang et al., 1999).

Na necropsia a auséncia de alteracdes significativas é freqientemente
descrita. Assimetria e atrofia do cerebelo foi achado em um caprino naturalmente
intoxicado por Ipomoea carnea (Balogh et al.,, 1999). Relata-se em bovinos,
aumento do volume da tiredide (James et al., 1971).

Microscopicamente a vacuolizacdo e a tumefacdo do citoplasma de
diferentes grupos de células, sdo os achados mais importantes em casos de
ingestado de plantas que contém swainsonina. Os neurdnios sédo as células mais
constantemente afetadas, especialmente as células de Purkinje do cerebelo e os
neurbnios motores da medula espinhal (Laws & Anson, 1968; Armien, 2000). O
sistema nervoso periférico pode estar afetado ocorrendo lesbes nos plexos
mioentéricos, celiaco e no trigémeo (Stegelmeier et al., 1998).

Os principais achados ultra-estruturais associados ao efeito de swainsonina
no figado e no rim foram os numerosos vacuolos pleomorficos e delimitados por
membranas. No figado os vacuolos ocorrem nos hepatdcitos e células de Kupffer e
no rim o epitélio tubular dos tudbulos convolutos proximais esta afetado. Os
vacuolos estdo vazios ou contém materiais opacos de natureza heterogénea,
presumivelmente resultante da degradacdo de constituintes citoplasmaticos.
Técnicas imunoistoquimicas, com o uso da fosfatase acida demonstraram que as

membranas séo estruturas ou partes do sistema lisossomal (Novikoff et al., 1985)
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Em relacdo a evolucdo das lesbes histologicas no citoplasma de células
afetadas, ocorre inicialmente vacuolizacdo, posteriormente tumefacdo seguida de
morte da célula com eosinofilia e encarquilhamento citoplasmaticos (James et al.,
1981). Em intoxicacBes prolongadas as células da glia podem estar afetadas.
Degeneracdao axonal com tumefacdo axonal ou formacdo de esferdides axonais
sdo comuns. Vacuolizacbes ocorrem também no epitélio folicular da tireodide,
pancreas exocrino, epitélio tubular renal, testiculos, ovarios e células linféides. As
primeiras alteragdes histologicas foram observadas 5 dias ap0s o inicio do
consumo de locoweed (Van Kampen & James, 1972).

O estudo cromatografico da excrecdo urinaria de oligossacarideos em
ovinos intoxicados com swainsonina demonstra alteracfes no padrao de excrecao.
Detectam-se 2-3 dias apdés o inicio do consumo, significativos aumentos na
excrecao de oligossacarideos. O pico de excrecéo coincide com a severidade dos
sinais clinicos e permanece elevada até o quarto dia apdés a suspensdo da
administracdo de swainsonina (Daniel et al., 1984).

Andlise in vitro da atividade enzimatica em tecido hepatico, no encéfalo e no
plasma demonstra elevacdo significativa da atividade de alfa-manosidase,
permanecendo elevada no transcorrer do estudo e voltando ao normal 1 dia apés a
retirada de swainsonina. A manosidase Il do aparelho de Golgi tem a atividade
reduzida 24 horas ap0s o inicio do tratamento a niveis de 30% do normal, atingindo
picos de 20% da atividade normal, restabelecendo os valores apds 2 semanas do

termino da administracdo de swainsonina (Tulsiani & Touster, 1983).
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2.8 Diagnostico de intoxicacdo por plantas que contém o alcaldide
Swainsonina

O diagnéstico da intoxicacao por plantas que tém swainsonina € baseado no
consumo da planta suspeita, identificacdo das alteracdes clinicas e patolégicas que
caracterizam a intoxicacdo, andlise das concentracfes séricas de swainsonina,
analise da atividade da enzima alfa-manosidase no plasma, em leucdcitos e em
fibroblastos. O estudo cromatografico da excrecdo de oligossacarideos auxilia no
diagnéstico. Histoquimica com lectinas tem se mostrado uma ferramenta
diagnéstica de valor no estudo das DDL, incluindo aquelas induzidas por plantas

toxicas.

2.8.1 Uso de lectinas para caracterizacdo de doenca de depdsito lisossomal
Lectinas sdo encontradas em muitos organismos, incluindo virus, bactérias,
e células de plantas e animais. Elas séo purificadas por cromatografia de afinidade
e mais recentemente por técnicas de DNA recombinante. Representam grupos
heterogéneos de proteinas oligoméricas que varia em tamanho, estrutura,
organizacdo molecular assim como nha constituicdo dos sitios de ligacdo. Os
primeiros trabalhos, relacionados com lectinas, descreviam observacdes sobre o
efeito do extrato de sementes de Ricinus communis e Abrus precatorius
aglutinando eritrécitos. Posteriormente se notou que a aglutinacdo dependia da
espécie de origem dos eritrocitos. Atualmente as lectinas entre outras atividades,
sdo usadas como auxiliares na caracterizacdo de grupos e subgrupos sanguineos

(Hartmut, 1991).
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Proteinas que interagem com carboidratos ndo covalentes ocorrem com
abundancia na natureza, por exemplo, 0os anticorpos anticarboidratos. As lectinas
ligam-se de maneira reversivel e com alta especificidade a mono e
oligossacarideos, sdo desprovidas de atividade catalitica e diferente dos anticorpos
ndo sao produzidas por uma resposta imune. Cada molécula de lectina possui
tipicamente dois ou mais sitios de ligacdo com carboidrato. Quando as lectinas
reagem com células ndo apenas se ligardo com acgucares de superficie, mas
também causardo ligacdes cruzadas entre as ceélulas e subsequentemente
precipitacdo, referida como aglutinacdo. As lectinas também formam ligacdes entre
glicoproteinas e polissacarideos, quando em solucdes, precipitando-os (Lis &
Sharon, 1998).

O diagnostico especifico de doenca de depdsito € usualmente estabelecido
ao demonstrar a deficiéncia da enzima em culturas de células como fibroblastos,
células amnioticas, leucocitos e no plasma ou soro e a analise e caracterizacédo de
oligossacarideos excretados na urina (Desnick et al., 1973; Applegarth et al.,
1983). Os estudos histologicos e ultra-estruturais confirmam a DDL, porém ndo sao
ferramentas adequadas para caracterizacdo etiologica (Desnick et al., 1973;
Dickersin et al., 1980). As colora¢cdes especiais como acido periddico de Schiff e
Sudan black, indicam apenas o acumulo de glicoproteinas, lipideos ou glicose.
Como contraponto, o uso de histoquimica de lectinas em tecidos fixados em formol
e embebidos em parafina pode revelar o produto especifico depositados nas DDLs
(Alroy et al., 1984). O uso de lectinas no diagndstico € de relevancia em estudos
retrospectivos, nos quais as técnicas convencionais sao impraticaveis. As

principais lectinas e especificidades estdo listadas na Tabela 1. Em alfa-
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manosidose ha acumulo de oligossacarideos contendo residuos alfa-manose e
residuos beta-N-acetil-glicosamina (GIcNAc) (Beauder, 1983). A lectina
Concanavalia ensiformis (Con-A) liga-se mais especificamente com alfa-manose
(Goldstein & Hayes, 1978). As lectinas do Triticum vulgaris (WGA) e WGA-
succinilado (s-WGAmarcam os residuos GIcNAc (Monsigny et al., 1980). Este
padrdo de marcacdo € notado em todas as espécies com deficiéncia de alfa-

manosidose.
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TABELA 1. Grupos de lectinas com receptiva afinidade a diferentes
oligossacarideos

Lectina Oligossacarideo Afinidade
preferencial® relativa®
Fonte Abreviatura
Manose® 130
Concanavalia ensiformis ConA Mana6(Mana3)Man
Escherichia coli® Fimbriae |
Vicia faba Favin
Galanthus nivalis® GNL Mana.6(Mana:3)Man
Lathyrus ochrus LOL octassacarideos
Lens culinaris LCL
Soro camundongo MBP-A®
Phaseolus vulgaris PSL Hexassacarideos/Fucose
N-acetilglicosamina 3000
Gliffonia simplicifolia GsSll (GIcNACcB4);
Triticum vulgaris WGA
Galactose/N-
acetilgalactosamina Jacalin Galp3GalNAc 36°
Artocarpus integrifélia DBL Gal NAca3GalNAC 30-50"
Dolichos biflorus’ EcorL Galp4GalNAc _
Erythrina corallodendrons 439
Helix pomatia' (scargot) LBA GalNAco3(fuce2)Gal _
Phaseolus lunatus' MLL 50'
Moluccella laevis' PNA Galp3GalNAC
Arachis hipogaeai RCA I
Ricinus communis SBA
Glycine max®
Fucose
Anguilla anguilla 900
L6tus tetragonologus LTA Fuca2GalpB4GIcNACB6R
Ulex europeus UEA |
Acido siélico
Sambucus nigra NeuAca.2,3gal 30-60
Limulus poluphemus NeuAca2,6GalNAc

Fonte: Goldstein & Hayes, 1978, Lis & Sharon, 1998

®Abreviaturas usadas: Man= manose, fuc= fucose, Gal= galactose, GalNac= N-
acetilgalactosamina, Glc= glicose, GIcNAc= N-acetilglicocosamina, NeuAc= acido N-
acetilneuraminico. °Afinidade relativa comparada aquela dos monossacarideos,
usualmente baseadas em técnicas de inibicdo da hemaglutinacéo. ‘“Muitas lectinas deste
grupo ligam-se a glicose, freqiilentemente com afinidade similar. Lectinas que n&o ligam
glicose. °*Chamada de Proteina de ligacdo manose (MBP) ela marca manose, N-
acetilglicosaminae fucose com afinidade similar. 'Exibem preferéncia por N-
acetilgalactosamina. °Com N-acetilgalactosamina como monossacarideo de referéncia.
"Com galactose como sacarideo de referéncia. ‘No liga N-acetilgalactosamina.
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2.9 Importancia da Sida carpinifolia como planta téxica de interesse pecuario
Além dos diagnosticos de intoxicacdo por Sida carpinifolia em caprinos
relatados neste trabalho, outras ocorréncias foram investigadas pelo Setor de
Patologia Veterinaria da UFRGS. Em caprinos foram diagnosticados outros
rebanhos afetados nos municipios de Dois Irmédos, Encantado, Gravatai e Triunfo,
RS, todos afetando pequenos rebanhos, sem fins comerciais. Nesses surtos Sida
carpinifolia predominava nas areas onde os rebanhos pastoreavam. Em 1998, no
municipio de Sapiranga, RS, mortes de podneis foram atribuidas ao consumo de
Sida carpinifolia apos aproximadamente 21 dias da introducdo dos animais em
piquetes intensamente infestado pela planta (Loretti et al., 2004). No municipio de
Triunfo, RS e Maquiné, RS foram observados em bovinos que pastoreavam areas
invadidas por Sida carpinifolia lesdes similares aquelas dos caprinos intoxicados
por Sida carpinifolia (Driemeier, Dados ndo publicados). Em Santa Catarina
registrou-se a ocorréncia de casos de intoxicacdo natural por Sida carpinifolia em
caprinos (Pilati?, informacées pessoais) e bovinos (Gava®, informacdes pessoais).
Esta sendo investigada a intoxicacao por Sida carpinifolia em equinos no Estado do

Para (Tokarnia*, informacdes pessoais).

2 Celso Pilati, Centro de Ciéncias Agroveterinarias, UDESC, Avenida Luiz de Camd&es, Bairro Conta Dinheiro,
2090, - Lages, Santa Catarina. Fone: (49) 221-2200.

3 Aldo Gava, Centro de Ciéncias Agroveterinarias Avenida Luiz de Camdes, Bairro Conta Dinheiro, 2090,
Lages - Santa Catarina. Fone: (49) 221-2200.

* carlos M.A.H. Tokarnia Departamento de Nutricdo Animal e Pastagem, UFRRJ, Seropedica, RJ- Brasil Fone:
(21) 26821081
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3- MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta, classificagdo botanica e processamento de Sida carpinifolia

Sida carpinifolia (Figura 1) foi coletada na Escola Técnica de Agricultura de
Viamao, nos meses de dezembro e janeiro, de 2001, 2002 e 2003. O material
coletado era secado, por aproximadamente 30 dias, em ambiente sombreado, seco
e com ventilacdo ambiente. Posteriormente, em periodos proximos da
administracdo da planta aos caprinos, as folhas e ramos eram moidos em triturador
Nogueira®, modelo DPM4, peneira 5mm.

Amostras da planta, prensadas, foram encaminhadas para classificacédo
botanica a Dr* Olinda Leites Bueno do Instituto Zoobotanico do Rio Grande do Sul,

Porto Alegre, RS.
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FIGURA 1. Aspectos da Sida carpinifolia. (a). area de pastagem invadida por
Sida carpinifolia. (b). aspectos do arbusto. (c). detalhes das folhas alternadas e
inflorescéncia axilar, (d). detalhes da Flor.

3.2 Animais experimentais

Foram usados para o desenvolvimento deste experimento 17 caprinos,
sequencialmente numerados de 1 a 17 e estao dispostos na Tabela 2, relacionados
com idade, sexo, raca, periodo experimental e consumo médio diario de Sida
carpinifolia. Os experimentos foram realizados em quatro etapas. Quatro caprinos
foram usados como controle.

Inicialmente, para teste da toxicidade da planta seca, 0 grupo composto

pelos Caprinos 1 e 2, recebeu a planta seca a vontade por um periodo de 105 dias.
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Na segunda etapa, os Caprinos 3, 4, 5, 6, 7 e 8 divididos em 3 grupos,
receberam a planta seca, para ingestdo espontanea, com controle diario de
consumo, por periodos de 15, 20 e 40 dias nos diferentes grupos.

Na terceira etapa, os Caprinos 9, 10, 11, 12, 13 e 14 receberam Sida
carpinifolia a vontade, pesando-se o consumo diario. O Caprino 9 consumiu a
planta por 32 dias, os Caprinos 10 e 11 por 93 dias e os Caprinos 12, 13 e 14 por
93 dias e posteriormente foram privados do consumo de Sida carpinifolia por 40
dias.

Na quarta etapa o grupo composto pelos Caprinos 15, 16 e 17 recebeu Sida
carpinifolia, durante 30 dias. Os Caprinos 15 e 17 foram acompanhadas por 15 dias
e apos o periodo de consumo de Sida carpinifolia. Para este grupo a dose de Sida
carpinifolia triturada era pesada e posteriormente umedecida para formar uma
pasta. Com o0 uso de uma seringa com a extremidade cortada, a pasta era
administrada por via oral.

Durante o periodo experimental os caprinos foram mantidos em baia
individual. Todos eram pesados semanalmente. Adicionalmente recebiam agua a
vontade, aproximadamente 200g de racdo comercial para caprinos e feno de alfafa.
O grupo controle recebeu feno de alfafa triturado além de racdo e agua em
procedimento similar aos animais experimentais. O controle do consumo era feito
se administrado, diariamente, doses conhecidas, repetidas sempre que estivesse

terminando a dose anterior. As sobras eram pesadas ao final do dia.
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3.3 Exame clinico dos animais experimentais

Durante o experimento os Caprinos eram observados diariamente,
avaliando-se comportamento, movimentacdo espontanea e induzida, consisténcia
das fezes, aspecto da urina e coloracdo de mucosas. Como preconizado por
Pienaar et al. (1976) realizava-se diariamente o “head raising test” (HR test), que
consiste em levantar a cabeca do animal, segura-la por alguns segundos e solta-la
de pronto. Com periodicidade semanal se avaliava frequéncia cardiaca, respiratoria

e movimentacao ruminal por auscultacao.

3.4 Coletas de amostras para analise no Servico de Genética Médica do HCPA

Nos grupos de caprinos da terceira etapa, diariamente eram feitas coletas de
sangue em tubos Vacutainer BD® contendo heparina sodica e também coleta de
urina em coletor de urina infantii Markmed®. O sangue era mantido sob
refrigeracdo e em um periodo maximo de 48 horas era encaminhado para Servico
de Genética Médica do HCPA. As amostras de urina eram congeladas em
temperatura —20C°, assim mantidas até o final do experimento e encaminhadas
para Servico de Genética Médica do HCPA.

Na etapa 4 coletou-se diariamente sangue total em tubos Vacutainer BD®
com heparina sodica, urina em coletor de urina infantil Markmed® e biopsias de
pele da orelha, coletados como segue: apos bloqueio anestésico (lidocaina), anti-
sepsia local, a extremidade da orelha de aproximadamente 3 mm de diametro era
pincada e incisada. O fragmento era imediatamente colocado em meio HAM e

encaminhado para Servico de Genética Médica do HCPA.
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A metodologia de andlise e resultados obtidos com a atividade de enzimas
no plasma sanguineo, leucécitos e em fibroblastos e analise de residuos de
oligossacarideos urinarios sdo parte da tese de Doutorado de Marisete Bedin,

orientada pelo Dr. Roberto Giugliani.

3.5 Procedimentos para eutanasia dos animais experimentais

Apos o periodo experimental, com excecdo dos Caprinos 15 e 17, todos os
Caprinos foram eutanasiados, incluindo o grupo controle. O procedimento de
eutanasia, analisado e aprovado pela Comisséo de Pesquisa e Etica do Hospital de
Clinica de Porto Alegre, com base em recomendacfes constantes na Resolucdo
N°. 714, de 20 de Junho de 2002 do Conselho Regional de Medicina Veterinaria foi
realizado com o seguinte protocolo:
1- Tranquilizacdo com Acepromazina (ACEPRAN® 1%) — 0,2mg/kg
2- relaxamento muscular com cloridato de xilazina (Rompum® 2%)- 0,05mg/kg

3- anestésico geral com barbituricos - a termo

3.6 Estudo das alteragcbes morfologicas
3.6.1 Exame macroscépico

AplOs eutanasia os animais foram necropsiados. Durante a necropsia
coletaram-se amostras de figado, rim, linfonodos mesentéricos e mediastinicos,
baco, ramen, reticulo, omaso, abomaso, segmentos intestinais, plexo celiaco,

adrenal, pancreas, esodfago, pulméao, coracdo, musculo esquelético, nervo periférico
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(ciatico na regido femoral), olho, aparelho reprodutor e ganglio trigémeo. O
encéfalo e medula foram coletados inteiros. Os materiais coletados foram fixados

em solucéo formalina 10% tamponada.

3.6.2 Analise histoldgica

Apos adequadamente fixadas, as visceras, incluindo sistema nervoso central
(SNC), foram cortadas e processadas rotineiramente para exame histolégico. Do
encéfalo cortes transversais de 5 regibes foram sistematicamente estudadas
(Figura 2). As regifes analisadas consistiam de 1. corte transversal do cortex
cerebral e corpo estriado sobre o quiasma Otico, 2. corte transversal do cortex
cerebral e talamo sobre o corpo mamilar, 3. mesencéfalo cortado transversalmente
sobre coliculo rostral, 4. seccéo transversal do cerebelo e medula obloga sobre o
corpo trapezoide, 5. seccao transversal da medula oblonga sobre o 6bex (Figura
3). A medula era a contada transversalmente sobre a regido cervical,
intumescéncias cevical e lombar. Todas as sec¢Bes histologicas foram
rotineiramente coradas por hematoxilina e eosina (HE) e seccdes do cerebelo,
figado, rim e tiredide, dos Caprinos 1, 2 e 12, foram coradas pela técnica de PAS
(acido periddico Schiff) e Ziehl-Neelsen contracoradas com hematoxilina de Mayer

(Prophet et al., 1992).

3.6.3 Histoquimica de Lectinas
Seccdes histoldgicas do cerebelo, de todos os caprinos deste estudo foram

submetidas a uma bateria de histoquimica com lectinas similar ao descrito por
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Driemeier et al. (2002). As secc¢des, depois de desparafinadas e hidratadas foram
incubadas em peroxido de hidrogénio 0,3% e metanol durante 30 minutos em
temperatura ambiente. Lavadas varias vezes em tampao fosfato 0,01 M (PBS), pH
7.2 e tratadas com soro-albumina bovina 1% em PBS, por 30 minutos.
Posteriormente, foram incubadas com lectinas biotiniladas por 2 horas, seguido por
incubacdo com complexo peroxidase-avidina-biotina (ABC) por 30 minutos. A
peroxidase foi marcada por incubacdo 1 minuto com solucdo tampéo Tris-HCI 0,05
M pH 7,6 contendo diaminobenzidina (DAB) 0,02% e H,O, 0,05%. Todas as
seccOes foram contracoradas com hematoxilina de Mayer e analisadas por

microscopia otica.



FIGURA 2. (a). Vista dorsal e (b) ventral do encéfalo de caprino com
demarcacdes das areas seccionadas para o estudo histoldgico das
alteracdes causadas pela ingestao de Sida carpinifolia em caprinos.

29
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FIGURA 3. Areas de seccéo do encéfalo para estudo das alteracées histologicas
associadas ao consumo de Sida carpinifolia em caprinos. (1). secgéo transversal
do cortex cerebral e corpo estriado sobre o quiasma Optico, (2). sec¢éo transversal
do cortex cerebral e tdlamo sobre o corpo mamilar, (3). sec¢édo transversal do
mesencéfalo sobre o coliculo rostral, (4). sec¢ao transversal do cerebelo e medula
oblonga sobre o pedunculo cerebelar médio, (5). seccéo transversal da medula
oblonga sobre o 6bex.



31

3.6.4 Estudo ultra-estrutural

Fragmentos medindo aproximadamente 3mm, do cértex cerebelar, tiredide,
pancreas e figado dos Caprinos 1 e 2 foram fixados em glutaraldeido 2% em
tampdo fosfato. Posteriormente as amostras foram pos-fixadas em tetroxido de
osmio 1%, desidratados em concentracdes crescentes de etanol e incluidas em
Epon. Os cortes ultra-finos foram contrastados com acetato de uranila e citrato de

chumbo e observados em microscopio eletronico de transmissao.

TABELA 2. Caracteristicas dos caprinos experimentalmente intoxicados por Sida
carpinifolia . Demonstracdo do consumo médio e duracdo do periodo experimental
com e sem consumo de Sida carpinifolia.

Caprino Idade  Sexo Raca Dias Dias sem  Consumo diario
Meses® consumo  consumo meédio/g/kg
1 36 MP SRDY 105 0 14
2 24 F° SRD 105 0 15
3 6 M Saanen 15 0 18
4 6 M Saanen 15 0 19
5 11 M Saanen 20 0 18
6 11 M Saanen 20 0 16
7 11 M Saanen 40 0 21
8 11 M Saanen 40 0 19
9 6 M Saanen 32 0 14
10 6 M Saanen 93 40 18
11 6 M Saanen 93 0 17
12 6 M Saanen 93 0 16
13 6 M Saanen 93 40 17
14 6 M Saanen 93 40 17
15 48 F Saanen 30 15 10
16 48 F Saanen 30 0 10
17 48 F Saanen 30 15 13

%idade no incio do experimento; "macho, “fémea, “sem raca definida.
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4 RESULTADOS

4.1 Achados Clinicos

Nas diferentes etapas deste experimento sobre intoxicacdo por Sida
carpinifolia em caprinos, o quadro clinico observado foi caracterizado por
alteracbes na consisténcia das fezes, emagrecimento ou diminuicdo no ganho de
peso e principalmente sinais clinicos neuroldgicos.

Alteracfes de consisténcia das fezes foram notadas em todos os animais do
experimento, com excecdo dos Caprinos 15, 16 e 17, normalmente ocorrendo na
primeira semana ap6s o inicio da administracdo de Sida carpinifolia. As fezes
tornavam-se pastosas, raramente liquidas e com coloracdo esverdeada. O curso
clinico destes episddios era de 24-48 horas. Os Caprinos 7, 9, 12 e 13 repetiram
aleatoriamente esses episodios. Durante esses periodos, ndo foram notadas
alteracOes na auscultacdo dos parametros clinicos.

A Tabela 3 traz relacdes de peso dos caprinos experimentais e controles do
inicio ao término do consumo de Sida carpinifolia e também do periodo que os

caprinos em experimento ndo receberam a planta. A média de ganho de peso nos
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Caprinos controles durante os 133 dias em que foram acompanhados, ficou em
88+35g/dia. Nos caprinos, que estavam consumindo Sida carpinifolia em media
houve perda do peso corporal de aproximadamente 26+66g/dia. Os Caprinos 10,
14, 15 e 17, que deixaram de receber Sida carpinifolia voltaram a ganhar peso em
média de 119+110g/dia. Além das alteracdes observadas em ralacdo ao peso
corporal notou-se também que 0s animais em experimento tinham pelagem

grosseira e sem brilho (Figura 4).

TABELA 3. Intoxicagdo experimental por Sida carpinifolia (Malvaceae) em
caprinos. Demonstracdo do peso meédio dos Caprinos durante o periodo
experimental com e sem consumo de Sida carpinifolia.

Caprino Periodo (dias) Peso (KQg) Variacao
Com Sida Sem Sida Pré Consumo Pés medla.peso
carpinifoila  carpinifolia g/dia

3 15 0 33 31 - -134

4 15 0 29 27 - -133

5 20 0 28 28 - 0

6 20 0 33 28 - -250

7 40 0 32 31 - -25

8 40 0 27 25 - -50

9 32 0 30 28 - -63

10 93 40 28 26 32 422/ P188

11 93 0 28 32 - 43

12 93 0 23 24 - 11

13 93 40 28 28 34 0

14 93 40 23 24 33 411/°273

15 28 15 50 52 52 a71/°0

16 28 0 48 52 - 143

17 28 15 60 60 61 30/°16
Controlel 0 133 23 - 44 158
Controle2 0 133 25 - 33 75
Controle3 0 133 22 - 30 60
Controle4 0 133 22 - 32 105

dvariacdo de peso durante o consumo da planta
bvaria(;élo diaria de peso apo6s privagédo do consumo de Sida carpinifolia
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Os sinais clinicos neuroldgicos, observados nos caprinos que consumiram
Sida carpinifolia, variaram de acordo com o periodo de consumo. De maneira geral
alteracOes discretas aconteciam entre a primeira e segunda semana de consumo e
consistiam em aparente depressédo, olhar embotado e movimentacdo lenta com
passos mais curtos. Estas alteracdes persistiram durante o periodo que o0s
caprinos consumiram Sida carpinifolia. As altera¢cdes clinicas consideradas leves
consistiam de incoordenac&o motora e tremores musculares de cabeca e pescoco
e leve balancar de cabeca em situacfes de estresse como a movimentacdo e o
“HR test”. Raramente apresentavam quedas durante este exame clinico. Estes
sinais foram observados em média aos 36 dias ap0ds o inicio do consumo de Sida
carpinifolia, ocorrendo precocemente aos 28 dias nos Caprinos 7 e 15 e
tardiamente aos 45 dias no Caprino 1. Os sinais clinicos moderados (Figura 5),
caracterizados por incoordenacdo motora, dismetria, tremores musculares de
pescoco e membros, balancar de cabeca mesmo quando os caprinos ndo eram
movimentados e dificuldade para se levantar apds decubito, além de quedas em
posicdes atipicas ao HR test. Esse quadro clinico foi observado em média aos 58
dias apos o inicio do experimento variando de 40 dias no minimo nos Caprinos 7 e
8 e 87 dias no Caprino 11 (Figura 6). Os Caprinos 1, 2 e 14 demonstraram sinais
clinicos acentuados, caracterizados por intensa incoordenagcdo motora, com
marcada dismetria, tremores musculares acentuados no pesco¢co e membros,
balanco de cabeca e pescoco, quedas frequentes, dificuldade para beber agua e
apreender alimentos, decubitos prolongados em posicoes atipica e marcada
dificuldade para voltar a estacdo. Nessa fase havia também contracdes clonicas,

nistagmo e dificuldade para transpor obstaculos como subir e descer rampas e
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passar por canaletas. Nos caprinos que permaneceram em observacdo apos o

periodo de consumo de Sida carpinifolia, notou-se que os sinais clinicos foram

gradativamente reduzindo em intensidade e apds 15 dias ndo se notavam

alteracdes clinicas. No HR test havia alteracdes clinicas leves até o 22° dia.

TABELA 4.

a evolucao do experimento.

Intoxicacdo experimental por Sida carpinifolia (Malvaceae) em
caprinos. Relacdo do inicio dos sinais clinicos e intensidade do quadro clinico com

Caprino Dias Consumo diario Inicio dos Sinais clinicos
consumo médio/g/kg neuroldgicos (dias)

A B C D
1 105 14 8 45 60 92
2 105 15 11 43 78 90
3 15 18 7 - - -
4 15 19 7 - - -
5 20 18 7 - - -
6 20 16 7 - - -
7 40 21 7 28 40 -
8 40 19 7 32 40 -
9 32 14 10 26 - -
10 93 18 14 35 48 -
11 93 17 14 40 87 -
12 93 16 14 38 50 -
13 93 17 10 36 60 -
14 93 17 13 42 60 85
15 30 10 10 28 - -
16 30 10 10 - - -
17 30 13 12 - - -

A- sinais discretos com movimentacao lenta e olhar embotado; B- sinais leves com incoordenacéo e
tremores induzidos C- sinais moderados com incoordenacdo e tremores espontaneos, D- quedas e

dificuldade para manter estacao.
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4
FIGU4. Cprino apos 15 dias de consumo experimental de Sida carpinifolia,
demonstrando pelagem grosseira. H4 também fezes pastosas no piso da baia.
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FIGURA 5. Caprino 11 apés 35 dias de consumo de Sida carpinifolia apresentando
fraco desenvolvimento corporal, pélos arrepiados e dismetria durante
movimentagao.
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3

FIGURA 6. Caprino 11 experimentalmente intoxicado com Sida carpinifolia, em
uma sequéncia de imagens aos 90 dias de consumo. Inicialmente em decubito
lateral com dificuldade para ficar em estacdo demonstrando pedalagem e
posteriormente com incoordenacao.

4.2 Achados patoldgicos
4.2.1 Alteragdes macroscopicas

Em todos os caprinos necropsiados os linfonodos mesentéricos estavam
edematosos, com aumento de volume, deixando fluir ao corte liquido transparente

ou levemente opaco.
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4.2.2 Alteragdes histoldgicas

Graus variados de vacuolizacdo que conferiam aspecto espumoso e
tumefeito ao citoplasma celular de neurdnios do sistema nervoso central e
periférico, células foliculares da tiredide, células acinares pancreaticas, foram os
principais achados microscépicos. Inconstantemente nota-se vacuolizacdo em
neurbnios de ganglios periféricos, no epitélio de ductos de glandulas salivares,
epitélio do epididimo e macrofagos reticulares nos érgéaos linféides. No encéfalo os
principais neurdnios afetados foram as células de Purkinje do cerebelo. Outros
grupos de neurbnios também foram afetados em diferente intensidade como os
neurénios granulares, do corno ventral do H medular, dos ndcleos da medula
oblonga, mesencéfalo, talamo, corpo estriado e cortex do encéfalo. As alteracbes
variaram de acordo com a evolucao clinica. Nos Caprinos 3 e 4, que consumiram
Sida carpinifolia por 15 dias as lesdes foram consideradas discretas (Figura 7 e 8).
Nesses caprinos a maioria dos neurdnios de Purkinje ndo apresentavam alteracdes
e alguns apresentavam vacuolizacdo espumosa citoplasmatica discreta. Havia
vacuolizacdo moderada em células acinares pancreéaticas, de epitélio de ductos de
glandulas salivares e foliculares da tiredide. Adicionalmente no Caprino 3 havia
vacuolizacdo leve de macréfagos reticulares do baco e linfonodos e de plexos
mioentéricos. Nos caprinos 5 e 6 e 9 e 16 que consumiram a planta por 20 dias e
30 dias respectivamente havia vacuolizacdo leve nos neurdnios de Purkinje, nos
neurénios da medula espinhal, especialmente os localizados no corno ventral do H
medular na regiao das intumescéncias cervical e lombar principalmente (Figura 9).
Notou-se também vacuolizacdo moderada do epitélio folicular da tiredide e do

epitélio acinar pancreatico. Nos Caprinos 7 e 8, apos 40 dias de consumo de Sida
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carpinifolia, notou-se vacuolizacdo espumosa e tumefacdo moderada do
citoplasma das células de Purkinje, dos neurdnios do corno ventral da medula
espinhal, das células do pancreas exdécrino, do epitélio folicular da tiredide, do
epitélio do epididimo, do epitélio dos ductos das glandulas salivares. Vacuolizacao
leve de neurdnios da medula oblonga, dos ganglios trigémeo, plexos de Meissner e
Auerbach do trato gastrointestinal. Nos Caprinos 1, 2, 11 e 12, que consumiram
Sida carpinifolia por periodos de 93-105 dias as lesdes eram similares e
caracterizadas por intensa vacuolizacao e tumefacao citoplasmatica das células de
Purkinje, alteracdes moderadas foram observadas nos neurénios do corno ventral
da medula espinhal, no epitélio do acino pancreético, as células foliculares da
tiredide, e no epididimo. Adicionalmente principalmente na camada granular do
cerebelo em ndcleos cerebelares e da medula oblonga, havia esferdides axonais
de tamanhos variaveis (Figura 10 e 11). No cerebelo notaram-se grupos de células
de Purkinje com nucleo picnético, citoplasma eosinofilico e bordos citoplasmaticos
irregulares. Estas células tinham forte marcacdo na coloracdo de PAS e
inconstante marcacado com intensidade, de leve a moderada na coloracao de Ziehl-
Neelsen (Figura 12). Estes achados foram também observados nos Caprinos que
consumiram Sida carpinifolia por 93 dias e foram sacrificados 40 dias apds o
término do consumo. Neste grupo de Caprinos ndo se notou vacuolizacédo
citoplasmatica como aquelas dos caprinos sacrificados imediatamente ao término

do periodo de consumo de Sida carpinifolia.
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TABELA 5. Intensidade de les&o (vacuolizacdo e tumefacéo do citoplasma) em diferentes areas do sistema nervoso
central e periférico, pancreas e tiredide em caprinos experimentalmente intoxicados por Sida carpinifolia.

Caprino Dias Consumo SNC1 SNC2 SNC3 SNC4 SNC5 Medula SNP Pancreas tiredide

consumo medio diario espinhal
a/kg
1 105 14 17 1 2 3 2 1 1 3 4
2 105 15 1 2 1 3 2 2 1 3 4
3 15 18 1 1 1 2 2 2 0 2 1
4 15 19 1 1 1 2 1 1 0 3 2
5 20 18 1 1 2 2 1 1 0 1 2
6 20 16 1 1 2 2 3 2 2 2 2
7 40 21 2 2 2 3 4 NA 2 2 3
8 40 19 2 1 2 2 2 3 0 1 1
9 32 14 0 1 0 1 0 1 0 1 1
11 93 17 3 2 3 4 2 2 2 3 2
12 93 16 2 1 2 3 1 1 1 2 2
16 30 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0

SNC1 cértex cerebral e corpo estriado em corte transversal sobre o quiasma o6tico; SNC2- cortex cerebral e tAlamo em corte
transversal sobre corpo mamilar; SNC3- mesencéfalo em corte transversal sobre coliculo caudal, SNC4- cerebelo em corte
transversal sobre braco da ponte; SNC5- medula oblonga em corte transversal sobre 6bex. A medula espinhal foi avaliada em cortes
transversais sobre C3, intumescéncias cervical e lombar; SNP-Sistema nervoso periférico consistia de avaliagdes do ganglio
trigémeo e celiaco e dos plexos mioentéricos. “As avaliacdes sdo de carater subjetivo em relacdo aos controles e numericamente
classificadas de 1-4 sendo 1l-lesdes discretas; 2- lesdes leves; 3 lesdes moderadas e 4 lesbes acentuadas, 0- auséncia de
alterac@es histoldgicas. NA - ndo analisado
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FIGURA 7. Alteragbes histologicas discretas no sistema nervoso central de
caprinos apés o consumo de Sida carpinifolia por 15 dias. (a) A maior parte das
células de Purkinje estdo histologicamente normais, HE. 200x (b) por vezes elas
estdo finamente vacuolizadas (seta), HE, 200x, (c) h& vacuolizacdo de neurdnios
do corno ventral da medula espinhal, HE 400x, (d) e em neurdnios do cortex
cerebral (seta), HE. 100x.
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FIGURA 8. Achados histol6gicos em caprinos que consumiram Sida carpinifolia
por 15 dias. Vacuolizagdo moderada do epitélio do pancreas (a), HE, 100x, e
ductos de glandulas salivares (b), HE, 100x. No Caprino 3 havia vacuolizagédo de
macrofagos reticulares de linfonodos (c), HE, 200x, e de neurbnios de plexos
mioentéricos (d), HE, 400x.



FIGURA 9. Alteracdes histolégicas encontradas em caprinos que consumiram
Sida carpinifolia por 20 e 30 dias. (a). Nota-se leve vacuolizacdo de neurdnios
de Purkinje HE, 200x, e (b) HE 400x, (c). h& vacuolizacdo de neurbnios do
corno ventral da medula espinhal, HE, 40x, (d) HE, 400x.

43
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FIGURA 10. Achados histolégicos no cerebelo de caprinos que consumiram Sida
carpinifolia por mais de 90 dias. (a) difusa tumefacéo e vacuolizacdo de células de
Purkinje e esferdide axonal na camada granular (seta) HE, 100x, (b) ampliacdo da
imagem anterior para observacédo da tumefacdo e vacuolizacdo do citoplasma da
célula de Purkinje,HE, 400x, (c) camada granular do cerebelo com vacuolizacdo
de neurdnio de Golgi (seta), HE, 400x, (d), neurdnio de nucleo cerebelar tumefeito
e vacuolizado e mudltiplos esferdides eosinofilicos (seta), HE, 400x, (e)
vacuolizacdo de células de Purkinje e tumefacédo axonal na camada granular, HE,
100x, (f) ampliacdo da imagem anterior, HE, 400x.
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FIGURA 11. Achados histolégicos em caprinos que consumiram Sida carpinifolia
por 93 dias. (a) Vacuolizacdo moderada difusa do epitélio folicular da tireoide,
Caprino 11, HE, 40x, (b) vacuolizacao acentuada no epitélio folicular da tiredide do
Caprino 1, HE, 200x, (c). no Caprino 1 nota-se difusa e moderada do epitélio
acinar do pancreas HE, 200x, e (d) do epitélio do epididimo, HE, 200x.
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FIGURA 12. Demonstracdo de marcagado no citoplasma de neurénios do Caprino
1, que consumiu a planta por 105 dias. (a). Forte marcacao citoplasmatica de
neurdnios de Purkinje com acido periddico de Schiff. PAS, 200x, (b). marcacdo do
citoplasma das células de Purkinje na coloracdo de Zielh-Neelsen contracorada
com Hematoxilina de Mayer. ZH, 400x.
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4.2.3 Histoquimica com lectinas

O citoplasma de células de Purkinje, neurbnios granulares e de Golgi,
neurdnios da camada molecular, neurénios dos nucleos cerebelares tiveram maior
intensidade de marcacdo em relacdo aos controles com Concanavalia ensiformis
(Con-A), Triticum vulgaris (WGA) e Succinil WGA (sWGA) (Figuras 13 e 14). A
intensidade de marcacdo em grupos de neurdnios do cerebelo, com estas 3

lectinas, esta disposta na Tabela 5.

4.2.4 Achados ultra-estruturais

Ultra-estruturalmente, nos Caprinos 1 e 2, no citoplasma de células de
Purkinje, células do epitélio acinar do pancreas e epitélio folicular da tire6ide foram
observados vacuolos delimitados por membrana por vezes contendo material
finamente granular ou fragmentos de membranas. Adicionalmente no epitélio
pancreatico havia granulos de secrecdo e em alguns vacuolos corpos residuais.
Na tireoide havia restos celulares na luz folicular e nas células C da tiredide ndo
foram notadas alteracdes. No figado os hepatdcitos ndo estavam vacuolizados,

havia vacuolos em células de Kupffer e células endoteliais (Figura 15).
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TABELA 6. Intoxicacdo experimental por Sida carpinifolia em caprinos.
Intensidade de marcagao das lectinas de Triticum vulgaris, de Triticum vulgaris
succinilada e de Concanavalia ensiformis nos diferentes grupos de neurénios do
cerebelo relacionados com o periodo de consumo de Sida carpinifolia.

Dias de consumo
Lectina 15 20 30 40 90 93/40 | 120 | controle
P | 28 2 3 3 3 0 3 o°
Gr| 1 3 3 3 2 1 2 1°
M| 2 2 1 4 3 0-1 2 1
SWGA =513 3 4 3 3 1 3 1
N | 4 NA NA 3 4 1 4 1P
E | - - - - 0-1°¢ - 0-1¢ -
P| 2 2 2 2 2 1 3 1
Gr| 1 1 1 1 1 0 1 1
M| 1 1 1 1 1 0 1 0
WGA 5T 2 2 1 2 1 1 2 0
N | 3 2 2 2 2 1 3 1
E | - - - - - 1 -
P| 2 1 1 2 2 1 2 1
Gr| 1 1 0 1 1 1 1 1
M| 1 0 1 1 1 0 0 0
Con-A m5 T3 2 2 2 2 1 2 1
N | 3 NA 1 2 2 1 2 1
E | - - - - 1 0 1 -

WGA. Triticum wvulgaris, SWGA. WGA succinilada, Con-A. Concanavalia ensiformis. P-
neurdnios de Purkinje, Gr- neurdnios granulares, M- neurdnios da camada molecular
(células em cesto), N- neurbnios de nlcleos cerebelares, E- esferdides axonais. ®As
avaliacdes sdo de carater subjetivo relacionadas com a intensidade de coloracdo e
guantidade de células marcadas comparadas com o0s controles e numericamente
classificadas de 1-4 sendo 1-lesdes discretas; 2- lesdes leves; 3 lesdes moderadas e 4
lesBes acentuadas, 0- auséncia de alteracdes histologicas. NA- ndo analisado. ® raras
células tiveram variavel intensidade de marcacédo. ° ha forte marcacéo do neurépilo na
camada granular do cerebelo. * grupo que consumiu a planta por 93 dias e teve restricdo
ao consumo por 40 dias.
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FIGURA 13. Intoxicacdo experimental por Sida carpinifolia em caprinos.
Observacdo microscopica da marcacdo de células de Purkinje, em diferentes
periodos de consumo de Sida carpinifolia, através da histoquimica com a
lectina SWGA. O pigmento marron no citoplasma das células indica a ligagéo
desta lectina com o residuo beta-(1-4)-D-N-acetil-glicosamina. 400x. (a).
controle, (b). 15 dias, (c). 40 dias, (d). 93 dias, (e). 40 dias ap6s o consumo
durante um periodo de 93 dias, (f). 105 dias de consumo.
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FIGURA 14. Intoxicacdo experimental por Sida carpinifolia em caprinos.
Observacado microscépica da marcacéo de neurdnios do cerebelo apds o consumo
de Sida carpinifolia por 105 dias. (a). forte marcacdo com sWGA (Triticum vulgaris
succinilado) em neurénios de Purkinje (—), em neurbnios da camada molecular
“células em cesto” (circulo branco) e neurénios granulares (circulo azul), 400x, (b).
neurdnios de nucleo cerebelar com forte marcagéo pela lectina SWGA, 400x esta
marcacgado, com a cor marron no citoplasma dos neurénios (em a e b), indica a
ligacgdo com o residuo beta-(1-4)-D-N-acetil-glicosamina, (c). neurbnios de
Purkinje marcados pela lectina Con-A (Concanavalia ensiformis), 400x,. A
marcag¢ao marron no citoplasma esta associada com a ligacdo da Con-A com alfa-
D-manose e/ou alfa-D-glicose, (d). marcacdo pela WGA (seta), indicando a
presenca de beta-D-N-acetil-glicosamina, em células de Purkinje, 400x.
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FIGURA 15. Intoxicacdo experimental por Sida carpinifolia em caprinos. Estudo ultra-estrutural. (a). cerebelo, célula de
Purkinje com pericario contendo diversos vacuolos delimitados por membrana, alguns com material finamente granular,
12600x, (b). células de Purkinje com restos de membranas nos vacuolos, 21.600x, (c). pancreas com células acinares
repletas de vacuolos delimitados por membranas, em alguns h& granulos de secrecdo e outros corpos residuais (seta),
5400x. (d). tireéide com citoplasma de células foliculares com vacuolos e material finamente granular. Ha restos celulares na
luz dos foliculos. 5400x. (e). Figado, hepatdcitos sem alteracdes, ha vacuolizacdo do endotélio. 3000x. (f) péncreas,
vacuolizagdo do epitélio acinar. A célula enddcrina ndo tem vacuolos, ha dilatagdo de mitocdndrias, algumas com cristas
encurtadas (seta).
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5 DISCUSSAO E CONCLUSOES

Neste estudo foi caracterizada a toxidez de Sida carpinifolia para caprinos.
As observacdes clinicas e patologicas obtidas pela reproducdo experimental
corroboram com os resultados publicados sobre a intoxicacdo espontanea por Sida
carpinifolia (Driemeier et al. 2000; Colodel et al. 2002). As alteracdes clinicas e
patolégicas sdo semelhantes as descritas em casos de intoxicagao por plantas que
contém o alcaldide indolizidinico tri-hidroxilado denominado swainsonina (Dorling et
al., 1978; Balogh et al., 1999; James et al., 1981; Armién, 2000). Os trabalhos aqui
descritos descrevem e caracterizam pela primeira vez a intoxicacdo por Sida
carpinifolia induzindo doenca de deposito lisossomal. Sida carpinifolia € também a
primeira representante da familia das Malvaceae da qual foi isolado o alcal6ide
swainsonina.

O inicio das alteracbes clinicas apdés o consumo de plantas que contém
swainsonina varia de 2 até 6 semanas (James et al., 1969, 1971, Dorling et al.,

1978, Balogh et al., 1999). Neste estudo ha sinais clinicos discretos com
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depresséo, movimentos lentos e olhar embotado na primeira semana apdés inicio do
consumo. Os sinais clinicos neurolégicos que mais caracterizam a intoxicacao por
Sida carpinifolia foram descritos aos 35+6 dias. Observou-se em um dos surtos
durante a investigacdo da doenca natural que 0s caprinos apresentaram sinais
clinicos neuroldgicos quatro meses apds serem introduzidos nos piquetes
invadidos com Sida carpinifolia. Fatores como desenvolvimento vegetativo e
consumo intermitente de Sida carpinifolia podem explicar a diferenca do periodo de
inicio dos sinais clinicos na doenga espontdnea e experimenta nos caprinos
afetados.

Relatos de emaciagéo ou perda de peso associadas ao consumo natural e
experimental de locoweeds séo frequentes (James et al., 1981; Panter et al., 1989;
Stegelmeier et al., 1999; Richards et al., 1999). A emaciac¢édo foi em parte atribuida
diretamente as alteracdes clinicas neurologicas, pela falta de habilidade na
apreensédo e mastigacdo dos alimentos (Ralphs et al., 1990). Especula-se que
swainsonina reduz o desempenho corporal dos animais por inibicdo da
mannosidase |Il, resultando em glicosilacdo anormal de enzimas pancreaticas
(Stegelmeiier et al., 1995). Em nosso estudo observou-se perda de peso ou menor
desenvolvimento corporal, principalmente em caprinos com menos de um ano de
idade. Observamos diferencas de ganho de peso jA& na primeira semana de
consumo, periodo em que ndo eram observados sinais clinicos neuroldégicos nos
caprinos experimentais. Nos caprinos necropsiados ap6s 15 dias de consumo de

Sida carpinifolia havia vacuolizacdo extensiva do epitélio acinar pancreatico e
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folicular da tiredide, estes achados podem estar relacionados com diminui¢cdo do
desenvolvimento corporal dos caprinos por alteracdes na funcado metabdlica.

Um caprino necropsiado, quando apresentava diarréia, tinha vacuolizacao
de plexos mioentéricos, porém, a causa da alteracdo intermitente na consisténcia
das fezes, usualmente pastosa, ndo foi esclarecida neste trabalho. Essa alteracéo
clinica ndo é descrita em intoxicacdo por outras plantas com o alcal6ide
swainsonina. Principio téxico com efeito espasmodico foi isolado de Sida
carpinifolia (Prasad & Achari, 1966). Em equinos naturalmente intoxicados por Sida
carpinifolia vacuolizacdo acentuada do plexo celiaco foi associada com impactacao
colonica (Loretti et al., 2004). Durante as investigacdes sobre a intoxicacdo natural
por Sida carpinifolia em rebanhos no Rio Grande do Sul, proprietarios reclamavam
com frequiéncia da ocorréncia de diarréia em bovinos logo nos primeiros dias ap6s
0S animais serem colocados em piquetes invadidos por Sida carpinifolia. A doenca
neurologica, na maioria desses rebanhos de bovinos, ndo foi relatada. Na
intoxicacdo experimental por Sida carpinifolia em ovinos, alteracbes de
consisténcia das fezes foram observadas com fregiiéncia na 2% ou 3% semana apés
o0 inicio do consumo (Seitz, 2003).

As principais alteracdes clinicas de distdrbios nervosos, que se
manifestaram  progressivamente, refletiam principalmente as alteracbes
cerebelares. A funcdo do cerebelo € modular a atividade motora processando
informac0des corticais cerebrais para desencadear e inibir 0 movimento motor. O
axonio da célula de Purkinje € a unica fibra eferente do cortex cerebelar, sendo o
terminal central para o processamento de informacdes do cortex cerebelar que séo

encaminhadas via axonal para os nucleos cerebelares e na sequiéncia para 0s
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nacleos vestibulares (Burt, 1995; Machado, 1998). Havia incoordenacao, dismetria,
tremores musculares, balancar de cabeca, instabilidade postural, desequilibrio,
quedas, dificuldade para voltar a estacdo e posturas atipicas. Estas alteracdes
foram relacionadas neste estudo com a intensidade dos sinais clinicos, com o
tempo de ingestdo de Sida carpinifolia e com a intensidade da vacuolizacdo e
distenséo do citoplasma especialmente das células de Purkinje do cerebelo. Dados
obtidos por Bedin (2004), no HCPA, de amostras obtidas dos caprinos deste
experimento, mostram que alteracao significativa da atividade da enzima alfa-
manosidase em leucdcitos e no plasma entre o 4° e 5° dia do inicio do consumo,
retornando aos valores normais entre 0 2° e 10° dia apds os Caprinos pararem de
consumir Sida carpinifolia. Na analise da excrecdo de oligossacarideos na urina
ocorreram alteracdes no 2° dia apods o inicio do consumo. Os oligossacarideos nao
foram mais notados no dia subsequiente a retirada em Sida carpinifolia. Estes
dados demonstram a rapida atividade do alcaldide swainsonina encontrado em
Sida carpinifolia auxiliando a explicacdo da ocorréncia progressiva de sinais
clinicos e lesdes histologicas, assim como a rapida recuperacéo do quadro clinico
apos os caprinos serem privados do consumo de Sida carpinifolia.

Recuperacdo clinica de caprinos intoxicados por Sida carpinifolia como
descrito neste trabalho € consistente com os dados da literatura (Huxtable &
Dorling, 1982; Balogh et al., 1999). Em caprinos necropsiados varios meses apos 0
consumo da planta ndo ha vacuolizacdo citoplasmatica, porém notam-se
alteracOes degenerativas em neurdnios de Purkinje, como eosinofilia citoplasmatica
e picnose nuclear além de marcada perda dessas células indicam a acentuada

vulnerabilidade das células de Purkinje ao alcaléide swainsonina (Tirkey et al.,
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1987). A recuperacao clinica pode ser explicada pela uniformidade histologica e
funcional do cortex cerebelar, diferentemente do cerebral. Em casos de lesdes
cerebelares areas normais assumem progressivamente as funcdes das em que
ocorreu morte celular. Isso ndo ocorre se a lesdo compromete 0s nucleos
cerebelares (Machado, 1998). Este achado € importante para 0 manejo clinico de
rebanhos afetados permitindo sugerir que retirar os caprinos de areas invadidas
por Sida carpinifolia € uma medida de prevencdo e para recuperacdo da
intoxicacdo por essa planta. Algumas substancias como a apomorfina e cloreto de
litio, causam aversao ao consumo de locoweeds (Pfister et al., 2002), porém nao
ha estudo sobre uso de substancias que causem aversdo ao consumo de Sida
carpinifolia em caprinos.

Vacuolizacdo multipla que confere ao citoplasma um aspecto espumoso, por
vezes com tumefacao citoplasmatica em varias células, foi o achado microscoépico
de maior relevancia neste estudo. Estas alteracdes sdo similares as descritas em
casos naturais da intoxicacdo por Sida carpinifolia sendo o principal achado em
casos de intoxicacdo por plantas que contém swainsonina (James et al., 1967;
1971; Dorling et al., 1978; Balogh et al., 1999) As lesdes também sao similares
aguelas descritas em casos de alfa-manosidose hereditaria de bovinos Angus
(Whittem & Walker, 1957; Jolly, 1971) e de seres humanos (Kjellman et al., 1969).
O alcaldide swainsonina inibe a atividade principalmente de alfa-manosidase
lisossomal e da manosidase Il do aparelho de Golgi causando acumulo de
oligossacarideos nos lisossomos e sintese anormal de glicoproteinas (Dorling et
al., 1980; Elbein, 1989), portanto com caracteristicas bioquimicas da atividade

enzimatica e excrecdo de oligossacarideos diferem da doenca hereditaria
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(Fuhrmann et al., 1985). As variacdes de intensidade das lesdes encontradas em
caprinos que consumiram Sida carpinifolia por periodos similares podem ser
explicadas pela diferenca no consumo médio diario e também pelas peridédicas
diminui¢cdes de consumo em casos de sinais clinicos acentuados.
Ultra-estruturalmente, o principal achado € a vacuolizacao do citoplasma em
diferentes grupos de células (Stegelmenier et al.1995). A observacao ultra-
estrutural de vacuolos em hepatdcitos é frequente. A auséncia de vacuolos em
hepatocitos dos Caprinos 1 e 2, neste estudo experimental ndo esta esclarecida.
Estudos toxicocinéticos revelam que swainsonina varia em concentracdo nos
diferentes tecidos e que as lesdes celulares sédo relacionadas com diferentes
concentracbes do alcaldide (Stegelmeier et al., 1998, 1999). A concentracdo
tecidual e sérica de swainsonina diminui e a atividade enzimatica retorna ao normal
rapidamente apds a supressédo da administracdo do alcal6ide (Tulsiani & Touster,
1983). Esse Grupo de Caprino (Caprino 1 e 2) especialmente nos ultimos 3 dias do
experimento, associado a sinais clinicos acentuados, tinha dificuldade para
ingestdo de alimentos. E possivel que neste periodo tenha ocorrido diminui¢éo das
lesGes em hepatdcitos. Histologicamente na hematoxilina e eosina, os hepatdécitos,
o epitélio tubular renal e enterécitos, mostravam diferentes graus de vacuolizacao e
tumefacdo, porém de discreta diferenciacdo com células similares dos Caprinos
controles. Esses vacuolos podem ser artefatos de fixagdo ou processamento do
material para o estudo histologico, ou mesmo pela deposicédo de glicogénio, como
ocorre em hepatdcitos, portanto o valor desses achados necessita de criteriosa

avaliacao.
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O padrédo de coloracdo com lectinas observado em células de Purkinje é
similar ao demonstrado para manosidose em humanos, bovinos e felinos (Alroy et
al., 1985). Apdés o processamento para analise histologica de tecidos com
manosidose 0s principais residuos citoplasmaticos sdo alfa-manose e residuos
beta-N-acetil-glicosaminicos (Alroy et al., 1985). Em nossos estudos ocorreu forte
marcacdo com a Con-A e WGA e sWGA. A Con-A tem forte especificidade com
alfa-manose e a indicacao da expressao de beta-N-acetil-glicosamina foi dada pela
forte marcacdo com marcacdo com SWGA e WGA. Evidenciam-se mais as
alteracOes pelo acumulo de material em neurénios com o uso da histoquimica com
lectinas em relacdo aquelas notadas com a coloracdo de HE, sendo que essa
diferenca é mais evidente com o uso da SWGA.

O uso de coloracbes especiais como PAS (acido periodico de Schiff), e
Ziehl-Neelsen (ZN), podem auxiliar na identificacdo da natureza do material
armazenado. A coloracdo PAS indica a presenca de carboidratos contendo grupos
glicol ou lipidios insaturados retidos no processamento histologico (Warren & Alroy,
2000). Pigmentos contendo lipofuscina sdo marcados com PAS e ZN (Matsumoto,
2001). Neste trabalho, houve marcacdo com PAS e ZN em neurdnios eosinofilicos,
encarquilhados e com nucleos picnéticos, indicando granulos similares a lipofucina
possivelmente relacionados com a autofagia de organelas prévia a morte neuronal.

Para o diagnostico diferencial, as doencas que cursam com sinais clinicos
de distarbios nervosos devem ser consideradas. No entanto as doencas clinicas
associadas com vacuolizacdo neuronal devem receber atencéo especial, devido ao
impacto exercido pelas encefalopatias espongiformes transmissiveis (EET). A

scrapie € uma EET reconhecida em ovinos por mais de 250 anos. Em 1942 foi
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reconhecido um caso de Scrapie em caprinos e posteriormente casos esporadicos
foram relatados (Wood et al.,, 1992). Recentemente um caso de encefalopatia
espongiforme bovina foi relatado em um caprino na Franca (OIE, 2005). A duracao
do quadro clinico € de 2 semanas até 7 meses, ocorrendo alteracbes de
comportamento principalmente com respostas exageradas a estimulos externos
usuais. As alteracdes neuroldgicas principais sdo emagrecimento e agressividade
inicial, posteriormente ha hipoquinésia quando o caprino afetado permanece com
expressdo facial fixa com aspecto embriagado, tem movimentos lentos com
incoordenacdo motora e posturas atipicas. Na fase final ha prostracdo e decubito
permanente. O prurido € uma manifestacdo constante da doenca em caprinos por
vezes ocorrendo auto-mutilacdo (Capucchio et al., 2001). As alteracdes
histologicas das EET estdo localizadas na medula oblonga sobre o 6bex, mas
ocorrem também em menor intensidade em outras areas incluindo o cerebelo e
consiste de vacuolizagcdo neuronal e de neuroOpilo e astrocitose. Normalmente
esses vacuolos sdo Unicos ou por vezes multiplos ocupando todo o pericario
neuronal (Capuccio et al., 1998, 2001). Os vacuolos observados em casos de
intoxicacdo por Sida carpinifolia apresentam distribuicdo difusa, ocorrem com
grande intensidade em O6rgdos como tiredide e pancreas e dao ao citoplasma um
aspecto espumoso. Nao se observam reacao inflamatoria em caprinos intoxicados

com Sida carpinifolia.
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