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INTRODUCAO

No territério brasileiro, em razdo da grandeza territorial, a grande maioria das
propriedades produtoras de animais tem como base alimentar dos seus rebanhos as pastagens,
sejam elas plantadas ou nativas, criados extensivamente ou de forma semi-extensiva. Esse fato
pode explicar o acesso ao consumo de plantas téxicas pelos animais. Por isso hd um aumento
nos relatos de surtos de intoxicacdes por plantas em animais de producao no Brasil. Essas perdas
influenciam negativamente a produtividade da pecudria nacional e, por isso, nos ultimos anos
houve um grande aumento na tentativa de desenvolvimento de novas pesquisas que busquem a
caracterizagdao do quadro clinico-patolégico e da epidemiologia, para o desenvolvimento de
técnicas na prevencdo e combate a surtos de intoxicagbes por plantas.

Na atualidade, sdo conhecidas 12 plantas comprovadamente tdxicas causadoras de morte
subita em animais de producdo. A Palicourea marcgravii é considerada a planta téxica de
interesse pecudrio mais importante no Brasil, devido a extensa distribuicdo territorial, elevada
toxicidade, boa palatabilidade e efeito acumulativo. Dentre as plantas tdxicas, a P. marcgravii
apresenta a maior concentracdo de monofluoracetato em suas folhas, seguida pela P. aeneofusca
gue é encontrada no agreste e zona da mata de alguns estados do Nordeste. Esta toxina causa
um bloqueio no ciclo de Krebs, resultando em quadro de marcada insuficiéncia cardiaca aguda,
principalmente quando o animal é estimulado a se movimentar.

Devido a elevada toxicidade da Palicourea marcgravii e da P. aeneofusca para animais de
interesse pecuario, ainda ndo sdo bem conhecidas as doses minimas necessarias para que
ocorram surtos de intoxicacdo natural de animais a campo, especialmente quando ha exposicao
cronica as plantas, em condicdes de pequena disponibilidade para os animais. A ovinocultura e a
caprinocultura nacional tém aumentado em importancia e expandindo suas areas de criacao.
Dessa forma, torna-se importante reconhecer os entraves ao seu desenvolvimento, dentre eles

a intoxicagdes por plantas que podem infringir severas perdas econémicas aos plantéis.



OBIJETIVOS

GERAL:

Caracterizar os efeitos da exposicao cronica experimental de caprinos a Palicourea

marcgravii e de ovinos a Palicourea aeneofusca e Palicourea marcgravii.

ESPECIFICOS:

e Avaliar as alteracbes cardiacas em caprinos cronicamente intoxicados por P.

marcgravii;

e Determinar as alteracées clinico e patolégicas em ovinos cronicamente intoxicados

por P. marcgravii e P. aeneofusca;

e Comparar os padrdoes de lesdes e a distribuicdo destas entre as espécies caprina e

ovina.



Capitulo 01

AlteracOes cardiotdxicas em caprinos cronicamente intoxicados por Palicourea
marcgravii

Edson de F. G. Barbosa® e Mdarcio B. Castro?

Abstract.- Barbosa E.F.G. & Castro M.B. 2016. [Cardiotoxic changes in goats chronically
intoxicated by Palicourea marcgravii.] Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00. Laboratorio de
Patologia Veterinaria, Hospital Veterinario, Universidade de Brasilia, Via L4 Norte, Cx. Postal
4508, Brasilia, DF 70910-970, Brazil. E-mail: mbcastro@unb.br

Palicourea marcgravii is considered the main poison plant of livestock interest in Brazil that
contains monofluoroacetic acid in its composition. Due to its high toxicity, only the acute form of
intoxication that results in the sudden death of animals is well recognized, but the chronic form
can occur causing marked cardiotoxicity. To investigate cardiac pathological changes caused by
chronic P. marcgravii ingestion, 6 goats received daily doses of 0.2 g / kg of body weight of fresh
leaves of the plant for 28 days. The intoxicated animals had areas that were focally extensive and
diffuse with marked myocardial pallor, which corresponded to marked vacuolization and
cardiomyocyte swelling. The scarce necrosis of cardiac fibers was observed in the areas
evaluated, evidenced by the absence of cardiomyocyte immunolabeling by the anti-troponin C
antibody. Chronic poisoning of goats by P. marcgravii produces clinicopathological changes and
death of the animals due to severe cardiotoxic effect. Livestock animals kept in extensive
breeding production and presence of the plant in the forests, chronic exposure to low doses of
P. marcgravii should be considered in the differential diagnosis of ruminant death.

Index Terms: Troponin C, cardiotoxicity, imunohistochemistry, Caprine, Palicourea marcgravii.

RESUMO.- Palicourea marcgravii é considerada a principal planta téxica de interesse
pecudrio no Brasil que contém o dcido monofluoracético em sua composicdo. Devido a sua alta
toxicidade, é bem reconhecida apenas a forma aguda da intoxicagdo que resulta na morte subita
dos animais, porém a forma cronica pode ocorrer causando marcante cardiotoxicidade. Para
investigar as alteracBes patoldgicas cardiacas causadas pela ingestdo cronica de P. marcgravii,
foram utilizados 6 caprinos que receberam a dose didria de 0,2 g/kg de peso corporal de folhas
frescas da planta por 28 dias. Os animais intoxicados apresentaram areas focalmente extensas a
difusas de marcada palidez do miocardio que correspondiam a marcante vacuolizacdo e
tumefacdo de cardiomidcitos. A necrose escassa de fibras cardiacas foi observada nas areas
avaliadas, evidenciada pela auséncia de imunomarcag¢ao de cardiomidcitos pelo anticorpo anti-
troponina C. Esse trabalho demonstrou que a intoxicagao cronica de caprinos por P. marcgravii
produz alteracdes clinico-patolégicas e morte dos animais devido ao acentuado efeito
cardiotéxico. Em locais de criagdo extensiva de animais de produgao e ha presenca da planta nas
matas, a exposi¢ao crénica a baixas doses de P. marcgravii deve ser considerada no diagndstico
diferencial da morte de ruminantes.

Termos de indexagdo: Troponina C, intoxicacdo, imunohistoquimica, monofluoracetato.

! Hospital Veterindrio, Universidade de Brasilia (UnB), Laboratério de Patologia Veterinaria, Via L4 Norte, Cx.
Postal 4508, Brasilia, DF 70910-970, Brasil. *Autor para correspondéncia: mbcastro@unb.br
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INTRODUCAO

Em varias partes do mundo, plantas tdxicas que contém monofluoracetato (MFA) causam
morte subitas de animais quando consumidas. Dentre essas plantas, se destacam principalmente
a Dichapetalum spp. na Africa, os géneros Palicourea, Amorimia e Arrabiedea na América do Sul,
e Acacia sp., Oxylobium sp., Nemcia sp. e Gastrolobium sp. na Australia, (Vickery & Vickery 1972,

Lee et al. 2014).

A Palicourea marcgravii é considerada a principal planta téxica do Brasil, causando
anualmente a morte de milhares de ruminantes (Nogueira et al. 2010, Furlan et al. 2012, Pessoa
et al. 2013). Esta planta apresenta a maior concentracdo de MFA nas folhas dentre as espécies
de plantas causadoras de morte subita no pais (Lee et al. 2012, Cook et al. 2014, Lee et al. 2014).
Devido a sua extensa distribuicdo territorial, elevada toxicidade, boa palatabilidade e efeito
acumulativo, pouca quantidade da planta na regido pode ser suficiente para que ocorram casos
de intoxicacdo (Tokarnia & Dobereiner, 1986, Tokarnia et al. 2002, Tokarnia et al. 2012).
Experimentalmente, foi comprovado que a administracdo de subdoses de 0,2 g/kg de peso vivo
de folhas frescas da planta administradas a caprinos, por até 38 dias produziu severas lesées no

miocardio e morte dos animais (Reis jr et al. 2009, Barbosa et al. 2015).

Apesar da elevada toxicidade e da importancia da P. marcgravii como causa de morte
subita em ruminantes, pouco se conhece sobre as lesGes cardiacas em animais com exposicdo
prolongada a subdoses da planta. O objetivo deste trabalho foi investigar experimentalmente as

alteragdes cardiacas em caprinos cronicamente intoxicados por Palicourea marcgravii.



MATERIAL E METODOS

Foi realizada no Centro de manejo de ovinos (CMO), da Fazenda Aguas Limpas FAL-UnB,
15956'S e 47256'W, a 1080 m de altitude, Brasilia, DF. A intoxica¢do cronica experimental por P.
marcgravii em 9 caprinos adultos com a dose diaria por via oral de 0,2 g/kg de folhas frescas da
planta por 28 dias e trés animais foram utilizados como controle. Os caprinos foram mantidos
em baias coletivas cobertas, alimentados com silagem de milho e concentrado comercial para
caprinos e agua fresca ad libitum. As plantas foram coletadas em propriedades no entornodo
Distrito Federal, onde havia histérico de morte subita de bovinos. Apds coletadas eram separadas
somente as folhas e armazenadas em sacos plasticos lacrados, em refrigerador a 4°C. Ao término
do experimento, os caprinos que ndo morreram intoxicados e o grupo controle, foram
submetidos a eutanasia com barbitlrico intravenoso de acdo ultracurta, segundo os

procedimentos recomendados para ruminantes (CFMV, 2013).

Todos os animais foram submetidos a necropsias e amostras cardiaca dos atrios,
ventriculos e septo interventricular foram individualmente fixadas em solugao de formalina
tamponada a 10%, processadas para histologia, incluidas em parafina e coradas com
hematoxilina-eosina (HE) e tricromico de masson. Seccoes histoldgicas de cada uma das regides
cardiacas dos 9 caprinos foram submetidas a técnica da imunoperoxidase, utilizando o anticorpo
primario monoclonal anti-troponina C cardiaca humana (cTnC - Novo Castra®) na diluicdo 1:40

(Pavarini et al.2012).

As Secgoes histoldgicas coradas em HE foram avaliadas em microscopia de luz e realizada
a analise semi-quantitativa das lesGes nas regides cardiacas nos atrios, ventriculos e septo
interventricular. Nas amostras histolégicas cardiacas submetidas a imunohistoquimica, foram
guantificadas as células ndo imunomarcadas em relacdo aos cardiomidcitos positivos para o

anticorpo anti-troponina C (%).
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Foi realizada a comparacdo das médias das contagens celulares foram comparadas entre
si com o teste T, realizada com o programa PrismGraph®© 6.01. O presente projeto de pesquisa
foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal do Reconcavo

Baiano (UFRB), processo nimero 23007.013398/2012-21.

RESULTADOS

Os caprinos cronicamente intoxicados pela P. marcgravii apresentaram palidez difusa do
miocdrdio (Figura 1A), que se aprofundava no parénquima (Figura 1B), variando de discreta a
acentuada. A avaliagdo histoldgica e imuno-histoquimica do miocardio demonstrou alteragdes
patoldgicas em todas as dreas investigadas (Quadro 1). A principal altera¢do histopatoldgica
observada foi a tumefagdo e vacuolizacao perinuclear difusa de cardiomidcitos (Figura 2A), um
pouco mais acentuada no ventriculo esquerdo, seguida pelo septo interventricular e ventriculo
direito (p>0,05). Nos atrios direito e esquerdo essas altera¢cdes foram menos intensas que nas

demais areas avaliadas (p<0,01).

Focos de inflamacdo linfohistiocitica discreta a leve (Figura 2B) foram observados em
todas as areas avaliadas (p>0,05). As células inflamatdrias encontravam-se adjacentes a raros
cardiomidcitos isolados necrdticos, com acentuada hipereosinofilia citoplasmatica, cariopicnose
e perda de estriacGes. Nao foram observada dareas de fibrose nas seccdes histoldgicas das

amostras cardiacas de todos os caprinos coradas pela técnica de Tricromico de Masson.

O percentual de células ndo imunomarcadas pelo anticorpo anti-troponina C cardiaca
variou de 0,0 a 5,0% nas regides cardiacas analisadas (p>0,05), representando os raros
cardiomidcitos necrdticos. Dessa forma, o padrao de imunomarcacao foi difuso e intenso na
maior parte das amostras, semelhante aos animais controle que tiveram 100% de

imunomarcacao pelo anticorpo.
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Nos trés animais controle, ndo foram detectadas alteracdes anatomopatoldgicas dignas

de nota em todos os fragmentos de tecidos analisados.

DISCUSSAO

Na intoxicacdo experimental cronica de caprinos por P. marcgravii verificou-se
distribuicdo difusa das lesGes nas regides cardiacas avaliadas. O padrdo e distribuicdo dessas
lesdes, até o momento, ndo foram observados na intoxicacdo de ruminantes por plantas que
contém MFA (Vasconcelos et al. 2008, Pavarini et al. 2011, Peixoto et al. 2012, Becker et al. 2013,
Oliveira et al. 2013, Bandinelli et al. 2014, Lee et al. 2014). Ainda é desconhecida a razdo para o
desenvolvimento do padrdo, distribuicdo e intensidade das lesdes nos animais intoxicados. E
possivel que a exposicdo cronica a toxina da planta forneca condicdes subletais para o
estabelecimento dessas alteracbes, muito distintas das observadas nas intoxica¢des agudas por
P. marcgravii em ruminantes (Tokarnia et al. 1986, Tokarnia et al. 1991, Barbosa et al. 2003).
VariagGes na taxa metabdlica dos cardiomidcitos ou na permeabilidade das membranas a toxina
nas diferentes regides cardiacas, poderiam interferir na velocidade de agdo, distribuicdo e efeito

do MFA presente nas folhas das plantas (Buffa et al. 1977).

Dentre as alteragdes histopatoldgicas encontradas, a tumefa¢cdo e vacuolizacdao dos
cardiomidcitos, com distribuicdo multifocal a difusa e em graus varidveis, foram as lesdes
preponderantes em 100% dos caprinos intoxicados. Essas alteragdes foram observadas
anteriormente e de forma similar, apenas em caprinos cronicamente intoxicados por P.

marcgravii no Distrito Federal (Reis jr et al. 2009).

A vacuolizacdo de raras fibras cardiacas isoladas foi descrita em menos de 30% dos
animais na intoxicacdo aguda experimental de caprinos pela planta (Tokarnia et al. 1991). Em
ovinos experimentalmente intoxicados por monofluoracetato de sédio na Africa do Sul, foram

encontradas lesdes semelhantes no miocardio, caracterizada pelo inchaco de fibras cardiacas e
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vacuolizacdo na regido perinuclear (Schultz et al. 1982). A intoxica¢do por MFA provoca marcado
acumulo de citrato nos tecidos, causado pelo bloqueio do ciclo de Krebs e da atividade
respiratdria e metabdlica do érgao, principalmente no miocardio e no sistema nervoso (Colicho-
Zuanaze & Satake 2005, Goncharov et al. 2005). A vacuolizacdo acentuada dos cardiomidcitos
em animais intoxicados por P. marcgravii refor¢ca que o MFA contido na planta, possivelmente,
causou a interrupcao do ciclo de Krebs, deple¢do nos niveis de ATP teciduais e acimulo de liquido

intracelular.

Na avaliacdo das amostras na microscopia de luz, as alteragdes morfoldgicas nos
cardiomidcitos dos caprinos sugerem edema celular. No entanto, na avaliagao ultraestrutural o
qgue se verificou foi a acentuada dilatacdo do reticulo endoplasmatico liso (Reis Jr. et al. 2009),
diferentemente da lesdo mitocondrial encontrada em células cardiacas em cultivo celular
expostas ao monofluoracetato de sédio (Buffa et al. 1977). Essas diferencas talvez se expliquem
devido a prolongada exposicdo das fibras miocdrdicas a toxina nos caprinos intoxicados pela

planta.

Necrose individual de fibras cardiacas nos animais cronicamente intoxicados pela P.
marcgravii ocorreu de forma discreta e com distribuicdo semelhante a tumefacdo e vacuolizacao
de cardiomidcitos. Essa lesdo foi evidenciada pelo baixo percentual de células ndo
imunomarcadas pelo anticorpo anti-troponina C cardiaca. A necrose discreta em escassas areas
focais de fibras cardiacas foi descrita anteriormente na intoxicacdo aguda pela planta em 50%
dos caprinos (Tokarnia et al. 1991). Essa lesdo pode ser observada em ruminantes intoxicados
por plantas que contém MFA (Tokarnia et al. 1986, Pavarini et al. 2011, Peixoto et al. 2012,
Oliveira et al. 2013), mas ndo é necessariamente sempre encontrada (Barbosa et al. 2003,

Vasconcelos et al. 2008, Becker et al. 2013).
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O padrdo de necrose e a imunomarca¢do dos cardiomidcitos pelo anticorpo anti-
troponina C cardiaca verificados nos caprinos, foram semelhantes ao reportado em bovinos e
ovinos intoxicados por MFA (Santos et al. 2016). Porém essa alteracdo foi muito diferente da
observada em bovinos naturalmente intoxicados por Amorimia exotropica, na qual ha extensas
areas multifocais de necrose no miocardio com auséncia de marcacdo para cTnC nesses locais
(Pavarini et al. 2012, Bandinelli et al. 2014). Apesar dessa planta causar morte subita associada
ao exercicio em bovinos, espécimes de Amorimia sp. podem apresentar concentracdo de MFA
de 50 a 100 vezes menor que na P. marcgravii (Lee et al. 2012) e necessitam ser ingeridas em
grandes quantidades para causarem intoxicacdo (Pavarini et al. 2011, Soares et al. 2011). Essas
diferengas de toxicidade entre plantas que contém MFA, certamente influenciaram na
intensidade e extensdo das alteracdes no miocardio, especialmente na necrose de fibras
miocdrdicas. Ainda é importante considerar que pode haver diferencas na capacidade de
metabolizacdo do MFA entre as espécies de ruminantes (Eason et al. 1994, Gooneratne et al.

2008).

O processo inflamatdrio encontrado no coragdao dos caprinos cronicamente intoxicados
pela planta pode ser observado esporadicamente na intoxicacdo aguda desses animais por P.
marcgravii (Tokarnia et al. 1991), e também em ovinos (Tokarnia et al. 1986) e bovinos (Tokarnia
& Dobereiner 1986). A intoxicacdo experimental de ovinos por MFA resultou na presenca de
focos de células inflamatdérias mononucleares semelhantes no miocardio (Schultz et al. 1982,
Gooneratne et al. 2008). A inflamacdo multifocal cardiaca de animais intoxicados por MFA ou
plantas que contém essa substancia, possivelmente, esta relacionada com a necrose de fibras
cardiacas. A exposicdo prolongada ao MFA na intoxicacdo cronica por P. marcgravii, pode
permitir uma maior evolucdo do processo inflamatério frente a morte dos cardiomidcitos,

tornando mais evidente sua visualiza¢do.
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A fibrose intersticial no miocardio ndo foi observada nos animais do experimento, mas é
encontrada esporadicamente em ovinos e caprinos intoxicados de forma aguda pela planta
(Tokarnia et al. 1986, Tokarnia et al. 1991). O processo de fibroplasia nesses casos,
provavelmente ocorre em virtude da necrose celular e substituicdo por tecido fibroso (Tokarnia
et al. 1991). Bovinos e ovinos intoxicados naturalmente por outras plantas que contém MFA
como Amorimia exotropica e Amorimia sepium, apresentaram severa fibrose intersticial cardiaca
(Pavarini et al. 2011, Schons et al. 2011, Soares et al. 2011). Essa lesdo também foi observada nas
areas de necrose e inflamacdo do miocdrdio, em ovinos intoxicados de forma cronica ou
subaguda pelo MFA (Schultz et al. 1982). A necrose discreta de cardiomiécitos nos caprinos
cronicamente intoxicados por P. marcgravii poderia justificar a auséncia de fibrose observada

nesses animais.

Esse estudo demonstrou que a intoxicagao crénica por P.marcgravii produz marcadas
alteragbes no miocardio de caprinos. As lesdes degenerativas acentuadas e difusas nos
cardiomidcitos se destacam por produzirem um padrao patolégico Unico e ainda pouco
conhecido em estudos de cardiotoxicidade. A morte subita de ruminantes é uma das principais
alteracOes observadas em rebanhos criados em areas que contém plantas tdxicas que possuem
MFA. Entretanto, alteracGes clinico-patolégicas devido ao efeito cardiotdxico da exposicao a
baixas doses dessas plantas também devem ser investigadas, assim como a presenca de outras

plantas que contenham o monofluoracetato, como Amorimia pubifiora.
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Figura 1. Caprino, coragdo. A. Palidez acentuada no ventriculo direito de animal
cronicamente intoxicado por P. marcgravii. B. Corte transversal do coragao do mesmo
animal com palidez mural difusa nos ventriculos e septo interventricular.

Figura 2. Caprino, coragao. A. Vacuolizagao perinuclear difusa de cardiomiécitos. HE
(barra= 50 um). B. Infiltrado inflamatério linfo-histiocitico discreto focal por entre
cardiomidcitos vacuolizados. HE (barra= 50 um).
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Quadro 01. Alteracdes histopatoldgicas cardiacas em caprinos cronicamente intoxicados com P. marcgravii (Brasilia, 2016).

Animal Regides cardiacas
VD VE Sl AD AE
TVC ILH NT% TVC ILH NT% TVC ILH NT% TVC ILH NT% TVC ILH NT%
PM 1 + d 3,60 +++ + 1,33 ++ d 1,33 + - 2,66 ++ + 1,33
PM 2 +++ + 3,00 +++ + 4,00 +++ + 1,00 + + 5,00 ++ + 3,60
PM 3 +++ + 2,00 +++ + 1,33 +++ + 0,33 + d 1,50 + d 1,33
PM 4 +++ + 1,00 ++ d 2,33 ++ + 1,66 + d 0,66 + d 2,00
PM5 + d 1,33 +++ + 1,33 +++ + 0,33 - + 3,00 + d 3,66
PM 6* + + 2,66 +++ + 0,00 +++ + 1,33 + - 1,66 + - 1,66
C1 - - 0 - - 0 - - 0 - - 0 - - 0
C2 - - 0 - - 0 - - 0 - - 0 - - 0
C3 - - 0 - - 0 - - 0 - - 0 - - 0

PM: animais intoxicados P. marcgravii; C: grupo controle; Regido anatdmica cardiaca: AD - atrio direito; AE - atrio esquerdo; Sl - septo interventricular; VD - ventriculo direito; VE -
ventriculo esquerdo; Alteragdes histopatoldgicas: TVC - tumefagdo vacuolizagdo de cardiomidcitos, ILH - Infiltrado linfohistiocitico, NT - Células ndo imunomarcadas por cTnC;
Intensidade da alteragdo: - sem alterac@es, d discreto, + leve, ++ moderada, +++ acentuada. * morte espontanea do animal com 28 dias.
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Capitulo 2

Avaliagdo clinico-patoldgica da intoxicagao crénica experimental pela Palicourea
marcgravii e Palicourea aeneofusca em ovinos no Distrito federal.

Edson de F. G. Barbosa e Marcio B. Castro

Abstract.- Barbosa E.F.G. & Castro M.B. 2016. [Clinical and pathological evaluation of chronicle
experimental poisoning of sheep by Palicourea marcgravii and Palicourea aeneofusca) Pesquisa
Veterindria Brasileira 00(0):00. Laboratério de Patologia Veterinaria, Hospital Veterinario,
Universidade de Brasilia, Via L4 Norte, Cx. Postal 4508, Brasilia, DF 70910-970, Brazil. E-mail:
mbcastro@unb.br

Palicourea marcgravii and Palicourea aeneofusca are among the principal toxic plants of cattle interest
in Brazil because they cause the acute death of ruminants. Due to the high toxicity of these plants,
there is evidence that chronic ingestion of small doses is capable of producing cardiotoxicity and death
of the animals. The present study evaluated the toxic effect of up to 30 days of dry leaves of P.
marcgravii and P. aenefusca on sheep at a dose of 0.05 g / kg body weight. The main clinical alterations
in the animals intoxicated by the plants were anorexia, apathy, tachycardia, tachypnea, muscle
tremors, reluctance to walk and positive jugular pulse. These animals presented areas of pallor,
congestion and hemorrhage in the myocardium with various foci of cardiomyocyte necrosis. In the
kidneys and nervous system, degenerative-necrotic changes were detected in the tubular and
neuronal epithelium, respectively. The changes observed in chronically intoxicated animals by
Palicourea marcgravii and Palicourea aenefusca demonstrate a clinico-pathological picture distinct
from the acute form of intoxication, which should be considered in the diagnosis of ruminant diseases
created extensively.

INDEX TERMS: monofluoracetate, ovine, cardiotoxicity, poisoning, toxic plants

RESUMO- A Palicourea marcgravii e a Palicourea aeneofusca estdo entre as principais plantas toxicas
de interesse pecudrio no Brasil por causarem a morte aguda de ruminantes. Devido a elevada
toxicidade dessas plantas, existem evidéncias que a ingestdo cronica de pequenas doses seja capaz de
produzir cardiotoxicidade e morte dos animais. O presente estudo avaliou o efeito tdxico da
administracdo por até 30 dias de folhas secas de P. marcgravii e de P. aeneofusca para ovinos na dose
de 0,05g/kg de peso vivo. As principais alteracdes clinicas nos animais intoxicados pelas plantas foram
anorexia, apatia, taquicardia, taquipnéia, tremores musculares, relutancia em andar e pulso jugular
positivo. Esses animais apresentaram dareas de palidez, congestdao e hemorragia no miocardio com
varios focos de necrose de cardiomidcitos. Nos rins e sistema nervoso, foram detectadas alteragbes
degenerativo-necrdticas no epitélio tubular e neuronal respectivamente. As altera¢des observadas em
animais intoxicados cronicamente por Palicourea marcgravii e a Palicourea aeneofusca demonstram
quadro clinico-patoldgico distinto da forma aguda da intoxicagao, que deve ser considerado no
diagndstico das enfermidades de ruminantes criados extensivamente.

TERMOS DE INDEXACAO: monofluoacetato, ovino, cardiotoxicidade, intoxicacdo, plantas téxicas
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INTRODUCAO

Atualmente no Brasil, a ingestao de plantas téxicas pelos animais de interesse pecuario
causa severas perdas econOmicas a pecudria nacional e quando associadas a raiva e o
botulismo, sdo as principais causas de morte de bovinos no Pais. As plantas causadoras de
morte subita sdo consideradas responsaveis pela metade das perdas por plantas de
ruminantes no Brasil (Pessoa et al. 2013). Nesse contexto, se destaca a Palicourea marcgravii,
distribuida amplamente no territério nacional, nas principais areas de pecudria brasileiras
(Tokarnia et al. 2002). A Palicourea aeneofusca ocorre na zona da mata e agreste dos estados
da Paraiba, Pernambuco e Bahia, causando perdas considerdveis a pecudria nordestina
(Vasconcelos et al. 2008, Tokarnia et al. 2012). Essas duas plantas apresentam grande
potencial de intoxicacdo aos ruminantes criados extensivamente, devido a sua elevada
palatabilidade e grandes quantidades do monofluoracetato (MFA) em suas folhas (Krebs et al.
1994, Lee et al. 2012, Cook et al. 2014).

Apesar da reconhecida importancia como causa de morte subita e perdas de grande
monta para a pecuaria brasileira, had suspeitas que a ingestdo crénica de P. marcgravii ou
Palicourea aeneofusca também possa intoxicar e causar a morte de animais a campo. A
distribuicdo dessas plantas nas diversas regides pecudrias do Pais ocorre de maneira bastante
varidvel, podendo ser encontrada adensada em algumas localidades e muito esparsa em
outras. Esta situacdo permite que os animais possam ingerir pequenas quantidades da planta
em determinadas condicdes, levando a um quadro clinico-patolégico bastante diverso do
tradicional visto nas intoxicacdes agudas (Tokarnia et al. 1983, Tokarnia & Dobereiner, 1986;
Tokarnia et al., 1986, Tokarnia et al.1990, Tokarnia et al., 1991, Tokarnia et al. 2002, Tokarnia
et al 2012). O fato foi comprovado na intoxicacdo crénica de caprinos que ingeriram subdoses
de P. marcgravii, causando severa cardiotoxicidade e morte dos animais (Barbosa et al 2015).

Uma vez que a intoxicacdo cronica por plantas que causam morte subita e contém MFA
¢é ainda pouco conhecida, torna-se importante que isso também seja investigado em ovinos e
bovinos, visando a caracterizacdo e identificacdo das alterag¢des clinico e patoldgicas nessas
espécies. O presente estudo foi realizado com objetivo de avaliar se a administracdo de
subdoses letais didrias de folhas dessecadas de Palicourea marcgravii e Palicourea aeneofusca
para ovinos é capaz de produzir o quadro de intoxicacdo nessa espécie. Dessa forma, verificar

se ocorrem possiveis variagcdes nas formas clinico-patolégicas, visando prevenir a ocorréncia
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de intoxicacdo a campo, por meio do diagndstico precoce e acurado evitando assim perdas

econdmicas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado entre o més de julho até inicio de setembro de 2016, no
Centro de Manejo de Ovinos (CMO), da Fazenda Aguas Limpas FAL-UnB, 15256'S e 47256'W,
a 1080 m de altitude, Brasilia, DF. As amostras de P. marcgravii foram coletadas em matas na
Cidade Ocidental - GO, no entorno do Distrito Federal. As plantas da P. aeneofusca foram
colhidas na regido da zona da mata baiana em Oliveira dos Campinho - BA. As plantas utilizadas
no experimento eram procedentes de propriedades onde havia histérico de morte subita de
bovinos associada ao exercicio. Apds coletadas, as folhas foram separadas e dessecadas a
sombra, quando atingiram 40% do peso verde, conservadas em sacos pldasticos vedados, com

protecdo contra a luz.

Foram utilizados 15 ovinos, sem raca definida, machos e fémeas, com idade variando
de 8 a 12 meses de idade, clinicamente sadios, divididos randomicamente em 3 grupos de 5
animais cada. Os ovinos dos grupos P. marcgravii (PM) e P. aeneofusca (PA) receberam a dose
individual por via oral diaria de 0,05 g/Kg/peso vivo (PV) de folhas dessecadas das plantas por
até 30 dias. O grupo controle (GC) recebeu volumoso e concentrado. Cada um dos grupos de
animais foi mantido em baias fechadas cimentadas e receberam silagem de milho a vontade
e 1% PV/animal/dia de concentrado comercial para ovinos sem adigdo de qualquer ionéforos

em sua férmula.

A avaliacdo clinica didria matinal de todos os animais foi realizada durante as 4
semanas do experimento. Amostras de sangue, para obtencdo de soro sanguineo, colhidas
duas vezes por semana para avaliacdo dos niveis de AST, CK e CKMB em analisador automatico
(Cobas C111 - Roche®©). Elevacdes dos niveis séricos enzimaticos foram consideradas quando
atingiram valores superiores ao valor maximo de referéncia da populacdo (VMRP), estimados
a partir dos niveis séricos médios de todos os animais utilizados no experimento, antes do
inicio do periodo experimental, somado a duas vezes o desvio padrao (Stockham & Scott

2008).

24



Os ovinos que receberam as plantas até o final do periodo experimental e um animal
do grupo controle, foram submetidos a eutandsia com barbitlirico intravenoso de agao
ultracurta, segundo os procedimentos recomendados para ruminantes (CFMV, 2012). Todos
0s ovinos que morreram intoxicados ou foram submetidos a eutandsia e necropsia logo em
seguida, colhidos fragmentos de érgaos (coracdo, pulmdes, figado, rins, adrenal, baco, sistema
nervoso central, intestinos, pancreas, linfonodos e musculo estriado esquelético) e fixados em
solucdo de formol tamponado a 10%. As amostras foram rotineiramente processadas,
incluidas em parafina, realizados cortes histolégicos de 4 um de espessura e corados pela
técnica hematoxilina-eosina (HE) para avaliagdo em microscopia de luz. As lesbes
microscopicas nos érgdos e tecidos foram avaliadas quanto a sua distribuicdo e realizada a

analise semi-quantitativa das altera¢ées no miocardio.

As médias das atividades séricas enzimaticas foram analisadas com o método ANOVA
e comparadas pelo teste de Tukey. A comparacdo das frequéncias das lesGes histoldgicas e de
sua intensidade entre os grupos e regides cardiacas analisadas, foi feita pelo teste exato de
Fisher e teste T respectivamente, com o programa PrismGraph© 6.01. O presente trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal do Recéncavo

da Bahia (UFRB), processo nimero 23007.013398/2012-21.

RESULTADOS

A intoxicacdo cronica de ovinos por Palicourea marcgravii e Palicourea aeneofusca
produziu sinais clinicos severos e a morte de 80% e de 60% dos animais respectivamente no
periodo estudado. Os dois grupos de ovinos intoxicados apresentaram niveis séricos médios
de CK maiores que o grupo controle (p<0,05). A maioria dos animais que recebeu P. marcgravii
e P. aeneofusca demonstrou elevacoes séricas semanais de CK (Figura 1A e 1B) e morreram
intoxicados, exceto o animal PA4. Esse ovino, e aqueles que ndo tiveram elevacdes de CK
maiores que o VMRP (PM2 e PA3), foram submetidos a eutanasia ao final do experimento. As
mensuracdes de CKMB e AST no soro dos animais intoxicados e controle ndo apresentaram
variacdes significativas durante todo o experimento (p>0,05).

As principais alteracdes clinicas observadas foram anorexia, apatia, taquicardia,

taquipneia, pulso jugular positivo, tremores musculares, relutdncia em andar e decubito
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esternal (Quadro 1). Episddios de convulsdes tonico clénicas e sincope foram observados nos
animais PA1, PA3 e PAS.

Os sinais clinicos surgiram entre o 142 e o0 2992 dias do experimento, com evolucdo de
1 a 10 dias, mesmo sem estimular os animais ao exercicio. As altera¢des clinicas se
intensificaram gradativamente com a evolug¢do da intoxicacdo, até a morte dos animais ou
eutandsia. Nao houve diferencas significativas entre a mortalidade, tempo de surgimento dos
sinais clinicos, evolugdo clinica e frequéncia dos sinais clinicos entre os grupos de animais
intoxicados (p>0,05). O grupo controle ndo apresentou alteragdes em seu estado clinico
durante o experimento.

O principal achado macroscépico observado em todos os ovinos cronicamente
intoxicados, foi a palidez leve a severa, focalmente extensa a difusa do miocérdio, circundadas
por areas de congestdo e hemorragia difusa (Figura 2) e/ou petequial. Os animais PM3, PM5
e PAS evidenciaram hidropericardio leve a moderado. Nos rins de todos animais intoxicados
havia moderada a acentuada palidez difusa do cortex (Figura 3) e aumento de volume no
figado, com palidez e evidencia¢do discreta do padrdo lobular. Com exce¢dao dos animais
eutanasiados, todos os demais apresentaram congestdo e edema pulmonar discreto a
moderado.

O coracgao foi o 6rgao que apresentou altera¢des microscépicas mais intensas, frequentes
e significativas nos ovinos intoxicados (Quadro 2), seguido dos rins e figado. O aumento da
eosinofilia e cariopicnose multifocal, leve a acentuada, sugerindo a necrose de cardiomidcitos
(Figura 4A), foi a principal lesdo verificada no miocardio dos ovinos intoxicados. Em animais
gue receberam P. marcgravii, essas altera¢des foram observadas com maior intensidade no
septo interventricular que nas demais areas avaliadas, e nos ventriculos quando comparado
aos atrios.

Ovinos intoxicados por P. aeneofusca apresentaram focos de hipereosinofilia e
cariopicnose de cardiomidcitos mais severos no septo interventricular do que no ventriculo
direito e nos atrios (p<0,05), ndo havendo diferencas entre as outras regides avaliadas
(p>0,05). Essas lesGes foram mais intensas no septo interventricular e no ventriculo direito de
ovinos que receberam P. marcgravii comparadas ao grupo intoxicado por P. aeneofusca

(p<0,05).
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A vacuolizagdao citoplasmatica na regido perinuclear multifocal, escassa a leve de
cardiomidcitos (Figura 4B) foi outra lesdo relevante nos grupos de ovinos intoxicados. Ao redor
das areas de hipereosinofilia e cariopicnose de fibras cardiacas havia infiltrado inflamatério
discreto a leve constituido por linfécitos e histidcitos.

Nos rins de todos os animais que receberam as plantas, havia degeneracdo multifocal leve
a moderada das células epiteliais tubulares, caracterizada por marcada vacuolizagdo, com
areas focais de cariopicnose (Figura 5A). No figado dos animais intoxicados, os hepatdcitos
apresentavam tumefacdo centro-lobular leve, com citoplasma de aspecto ligeiramente
dissociado e vacuolizado.

No sistema nervoso central (SNC) dos animais PM2 e PA3 foram visualizados escassos
neurdnios isolados com marcada hipereosinofilia e angulacdo citoplasmaticas, e retracao
celular (Figura 5B), alguns deles com cariopicnose e cariorexia, distribuidos de forma aleatdria
no corpo striatum. Nao foram observadas alteragdes histoldgicas dignas de nota nos demais

orgaos e tecidos avaliados de todos animais do experimento e no grupo controle.

DISCUSSAO

A administracdo de subdoses diarias de 0,05g/kg de folhas secas de Palicourea
marcgravii e Palicourea aeneosfusca por até 30 dias consecutivos, produziu a intoxicacdo e a
morte da maioria dos animais. Pela primeira vez foi demonstrado o efeito da toxicidade
cronica por essas plantas em ovinos.

A dose utilizada no presente estudo foi semelhante a utilizada na intoxicacdo crénica
experimental pela P. marcgravii em caprinos (Barbosa et al. 2015). O fornecimento de
0,05g/kg/PV de folhas dessecadas correspondeu aproximadamente a 10% da dose toxica
aguda minima de P.marcgravii para ovinos (Tokarnia et al. 1986). Até o momento, ndo ha
experimentos de toxicidade com P. aeneofusca na espécie, no entanto, foi necessaria um
pouco maior de folhas frescas da planta (a partir de 0,65g/kg/PV) para causar a intoxicacdo
aguda em caprinos (Passos 1983) e de 0,75g/kg/PV para bovinos (Tokarnia et al. 1983).
Independente das variagGes que possam ocorrer nos niveis de MFA nas plantas utilizadas
nesse estudo, e que também podem ter sido influenciadas pela dessecag¢ao das folhas, a dose
utilizada foi insuficiente para causar a forma aguda da intoxicacdo, permitindo a administracdo

prolongada das plantas.
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Nos ovinos cronicamente intoxicados por P. marcgravii e P. aeneofusca houve grande
aumento dos niveis séricos de CK, principalmente préximo a morte dos animais. Nas
intoxicagOes experimentais aguda e cronica por MFA em ovinos, ocorreram aumentos séricos
apenas de AST (Goonoratne et al. 2008). A elevagao de CK nos ovinos possivelmente refletiu
a acao cardiotéxica do MFA contido nas folhas das plantas utilizadas, resultado da lesdo em
cardiomidcitos. CKMB e AST séricos ndao foram eficazes para detectar essas alteragées nos
ovinos.

Os principais sinais clinicos observados foram semelhantes entre os animais
cronicamente intoxicados, independentemente da planta administrada, porém, a mortalidade
foi maior em ovinos que receberam P. marcgravii. As alteragdes clinicas nesses animais foram
equivalentes aquelas descritas na intoxicagcdo aguda de ovinos por P. marcgravii (Tokarnia et
al. 1986), e em ruminantes pela mesma planta e por P. aeneofusca (Passos 1983, Tokarnia et
al. 1983, Vasconcelos et al. 2008, Oliveira et al. 2013). A maior mortalidade no grupo que
ingeriu P. marcgravii possivelmente seja explicada pelo maior teor de MFA na P. marcgravii
em comparacao a P. aeneofusca (Lee et al. 2012).

O tempo para o surgimento dos sinais clinicos foi compardvel ao descrito na
intoxicacdo crénica de caprinos por P. marcgravii (Barbosa et al. 2015). Entretanto, é
importante destacar que as alteragdes clinicas se manifestaram espontaneamente mesmo
sem estimulo ao exercicio. Na forma cronica experimental da intoxicacdo em ovinos, as
alteragdes clinicas permaneceram por varios dias, em contraste com a forma aguda por
plantas que contém MFA, onde precedem a morte, geralmente exacerbadas quando o animal
¢é estimulado a se movimentar (Tokarnia et al. 1983, Tokarnia et al. 1986, Tokarnia et al. 1990,
Tokarnia et al.1991, Vasconcelos et al. 2008, Pavarini et al. 2011, Becker et al. 2013). Até o
momento, ndo ha explicacdo conhecida para justificar essas alteragdes, mas a exposicao
cronica a pequenas doses da toxina presente nas plantas, possivelmente forneceu condicoes
adversas de toxicidade para que ocorressem.

A similaridade das alteracdes clinicas em ambos os grupos de ovinos cronicamente
intoxicados por P. marcgravii e por P. aeneofusca, com a forma aguda da intoxicacdo, reforca
o efeito acumulativo da ingestdo de doses subletais das plantas. Ao considerar os dias de
experimento, a ingestdo de folhas secas das plantas foi de 0,75 a 1,5 g/kg/PV. Esses valores

sdo muito proximos aos utilizados nas intoxicacGes agudas de ovinos (Tokarnia et al. 1986) e
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outros ruminantes por P. marcgravii (Tokarnia et al. 1990, Tokarnia et al. 1991, Barbosa et al.
2003, Soto-Blanco et al. 2004) e por P. aeneofusca (Tokarnia et al. 1983, Vasconcelos et al.
2008, Tokarnia et al. 2012, Oliveira et al. 2013). O fracionamento da dose tdxica tem
comprovado o efeito acumulativo de ambas as plantas em ruminantes (Tokarnia et al. 1983,
Tokarnia et al. 1986, Tokarnia et al. 1990, Tokarnia et al. 1991, Tokarnia et al. 2002, Oliveira
et al. 2013). Na intoxicacdo experimental com monofluoacetato de sédio em ovinos esse
efeito foi observado com sinais clinicos semelhantes aqueles verificados em ruminantes
naturalmente intoxicados por plantas que contém o MFA (Schutz et al. 1982).

A dose utilizada na exposicdo cronica de ovinos as plantas foi comparativamente
menor que em caprinos cronicamente intoxicados por P. marcgravii, sugerindo que ovinos sdo
mais susceptiveis a intoxicacdo, enquanto caprinos suportaram doses maiores e mais
prolongadas de P. marcgravii (Barbosa et al 2015). Essa variacdo na toxidade das plantas entre
ovinos e caprinos poderia ser explicada pela capacidade aproximadamente duas vezes maior
nessa espécie de metabolizacdo e excrecao de monofluoracetato em comparacdo aos ovinos
(Eason et al. 1994).

Trés animais do grupo PA apresentaram episédios de convulsGes tonico-clonicas e
sincope durante o experimento, o que ndo ocorreu no grupo PM. Esses sinais clinicos foram
semelhantes na intoxicacdo experimental crénica por MFA em ovinos (Shultz et al. 1982,
Goonoratne et al. 2008). Porém, diferiram dos observados nos estéagios finais da intoxicacao
aguda por plantas que contém MFA, caracterizados por tremores musculares, decubito,
movimentos de pedalagem e morte (Passos 1983, Tokarnia et al. 1990, Tokarnia et al. 1991,
Barbosa et al. 2003, Soto-Blanco et al. 2004, Vasconcelos et al. 2008, Peixoto et al. 2012,
Tokarnia et al. 2012, Oliveira et al 2013).

A principal alteragdao macroscépica verificada em todos os animais do experimento foi
a marcada palidez multifocal do miocardio circundadas por areas de hemorragia e congestao,
variando em intensidade de moderada a acentuada. Estas alteracdes sdao semelhantes aquelas
observadas em caprinos cronicamente intoxicados por P. marcgravii, porém hemorragia e
congestdo ndo estavam presentes (Barbosa et al. 2015). A intoxicacdo cronica de ovinos pelas
plantas difere da intoxicagcdo aguda por P. marcgravii e P. aeneosfusca (Passos 1983, Tokarnia
et al. 1983, Tokarnia et al. 1990, Tokarnia et al. 1991, Barbosa et al. 2003, Soto-Blanco et al.
2004, Vasconcelos et al. 2008, Peixoto et al. 2012, Tokarnia et al. 2012, Oliveira et al 2013) e
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por MFA (Shultz et al. 1982, Eason et al. 1994, Goonoratne et al. 2008, Nogueira et al. 2010,
Peixoto et al. 2012) onde nao ha alteragdes macroscdpicas cardiacas ou em outros érgaos.

A necrose de cardiomidcitos foi mais intensa em ovinos que em caprinos cronicamente
intoxicados por P. marcgravii, onde a vacuolizacdo de dessas células foi a alteracdao mais
marcante (Barbosa et al. 2015). A tumefacdo e vacuoliza¢do de fibras do miocardio foram
discreta nos ovinos intoxicados pelas plantas. O predominio da necrose em cardiomidcitos em
ovinos cronicamente intoxicados, em comparacdo a marcante degeneracdo de fibras
miocdardicas em caprinos, sugere diferencas na capacidade de detoxificagdo do MFA entre as
duas espécies. O padrao de lesdo cardiaca identificado em animais cronicamente intoxicados
pelas plantas é similar ao observado na exposicdo cronica de ovinos ao MFA (Shultz et al.
1982).

Outro achado importante, foi a maior intensidade da necrose de cardiomidcitos no
septo interventricular e ventriculo direito de ovinos intoxicados por P. marcgravii que por P.
aeneofusca. Em caprinos cronicamente intoxicados por P. marcgravii, a distribuicdo das lesdes
nas regides cardiacas foi semelhante, entretanto predominou a degeneracdo acentuada de
fibras cardiacas (Barbosa et al. 2015). As diferencas no efeito cardiotdxico das plantas entre
ovinos e caprinos reforcam a maior capacidade de eliminar o MFA dessa espécie (Eason et al.
1994). A interpretacdo desses achados demonstra que a intoxicacdo cronica por P. marcgravii
e por P. aeneofusca em ovinos produz principalmente necrose multifocal de cardiomidcitos,
detectada pela elevacgdo sérica de CK.

No entanto, a enzima CKMB utilizada no presente estudo, mesmo mais especifica na
deteccdo precoce de lesdes cardiacas que a CK, a mesma nado apresentou nenhuma elevacao,
durante a realizacdo de todo protocolo experimental. Talvez por que o kit utilizado seja
especifico para espécie humana, e ainda ndo ha um préprio para espécie ovina.

A palidez difusa e degeneracao hidrépico-vacuolar do epitélio tubular foram alteracoes
patoldgicas presentes no rim de todos os ovinos que receberam ambas as plantas. Esse padrao
de lesdo foi previamente observado em caprinos cronicamente intoxicados por P. marcgravii
(Barbosa et al. 2015), porém ocorreu de forma menos intensa nos ovinos. Diferentemente da
forma crénica da intoxicagdo em pequenos ruminantes, a maioria das espécies de animais
intoxicados na forma aguda pela P.marcgravii e pela P. aeneofusca apresentou a degeneracao

do revestimento tubular renal apenas focal e isolada, ou muitas vezes ausente (Tokarnia et al.
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1990, Tokarnia et al. 1991, Barbosa et al. 2003, Oliveira et al. 2013). Essa alteracdo também
foi reproduzida em bovinos intoxicados experimentalmente por MFA (Nogueira et al 2010,
Peixoto et al. 2012), mas ndo ocorreu em ovinos (Shultz et al. 1982, Goonoratne et al 2008).

As alteracOes hepaticas e pulmonares observadas nos ovinos cronicamente
intoxicados pela P. marcgravii e P. aeneofusca, possivelmente estdo relacionadas diretamente
as lesOes degenerativas e necréticas em diferentes graus, verificadas no miocéardio destes
animais. Este fato pdde ser demonstrado pela congestdo venosa (clinicamente verificada
como estase e pulso jugular positivo evidente) e degeneragdo vacuolar na regido centro-
lobular hepatica (com evidenciacdo no padrao lobular), possivelmente resultantes de falha na
funcdo cardiaca. Caprinos intoxicados de maneira semelhante por P. marcgravii apresentaram
esse mesmo padrdo de lesdo nesses 6rgdos (Barbosa et al. 2015).

Dentre as lesdes patoldgicas nos ovinos cronicamente intoxicados, se destaca a
degeneracdo neuronal isquémica principalmente no corpo striatum, nos animais que
receberam o maior nimero de doses das plantas e foram submetidos a eutandsia ao final do
experimento. E importante ressaltar que essa alteracdo foi observada tanto em animal que
teve alteracdes neuroldgicas severas quanto em ovino que ndo apresentou nenhum sinal
clinico associado ao SNC. A necrose e degeneragao neuronal nessas areas foi descrita na forma
cronica da intoxicacdo por MFA em ovinos (Goonoratne et al. 2008). Entretanto, essas
alteracdes, até o momento, ndo foram observadas na intoxicacdo natural ou experimental de
ruminantes por plantas que contém MFA (Tokarnia et al. 1983, Tokarnia et al. 1986, Tokarnia
et al. 1990, Tokarnia et al. 1991, Tokarnia et al. 2002, Barbosa et al. 2003, Soto-Blanco et al.
2004, Vasconcelos et al. 2008, Pavarini et al. 2011, Peixoto et al. 2012, Tokarnia et al. 2012,
Becker et al. 2013, Oliveira et al. 2013). Na intoxicagdo cronica de caprinos por P. marcgravii,
também nao ocorreram alteragées morfoldgicas neuronais (Barbosa et al 2015).

Além do efeito direto do MFA nas células neuronais dos ovinos, a toxina poderia inibir
secundariamente a recaptacdo de neurotransmissores pelas células da glia, causando a
elevacdo dos niveis extracelulares de glutamato, produzindo lesGes por exocitotoxicidade
neuronal (Nicoleti et al. 1996, Hassel et al. 1997). As estruturas que compdem o corpo
striatum s3o consideradas particularmente suscetiveis a injuria devido a privacao de aporte

energético e pela exocitotoxicidade pelo glutamato (Olney 1990).
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As altera¢Oes patoldgicas cardiacas, renais e no sistema nervoso central (SNC) dos
ovinos cronicamente intoxicados, certamente ocorreram devido ao efeito tdxico a exposicao
prolongada ao MFA contido nas folhas de P. marcgravii e de P. aeneofusca. A forma cronica
da intoxicagdo produziu severo efeito cardiotdxico e favoreceu o desenvolvimento de
alteragdes morfoldgicas marcantes cardiacas, renais e até mesmo neuronais que
praticamente sdao desconhecidas na intoxicacdo aguda por Palicourea spp. em ruminantes
(Tokarnia et al. 1983, Tokarnia et al. 1986, Tokarnia et al. 1990, Tokarnia et al. 1991, Barbosa
et al. 2003, Soto-Blanco et al. 2004, Vasconcelos et al. 2008, Peixoto et al. 2012, Tokarnia et
al. 2012).

Plantas que contém MFA, ou essa substancia isoladamente, provocam marcado
acumulo de citrato nos tecidos, devido ao bloqueio do ciclo de Krebs, com reduc¢do da
atividade respiratéria e energética principalmente no miocardio e no sistema nervoso
(Goncharov et al. 2005, Lee et al. 2014). Na intoxica¢cdo experimental de ovinos e coelhos por
MFA, o principio toxico pode ser encontrado em maiores quantidades nos rins, coracao,
musculo esquelético e figado respectivamente (Eason et al. 1994, Goonoratne et al 1995).
Dessa forma, pode-se supor que em ovinos cronicamente intoxicados pelas plantas, os drgaos
e tecidos mais afetados sdo aqueles onde ha maior acimulo de MFA, favorecendo o
surgimento de lesdes devido a toxicidade.

As alteracGes clinico-patolégicas em ovinos submetidos a exposicao cronica a P.
marcgravii e P. aeneofusca demonstraram caracteristicas Unicas, com lesdes morfoldgicas
marcantes no coracao, rins, figado e SNC dos animais intoxicados. Essa forma de intoxicacdo
deve ser considerada no diagndstico diferencial das causas de morte em ruminantes, em
regioes de pecuaria extensiva e de ocorréncia dessas plantas. Ainda sdo necessarias novas
investigacOes para determinar os mecanismos envolvidos na patogénese da intoxicagao
cronica por plantas que contém MFA, para elucidar a formagdo do padrdo marcante e quase

exclusivo de lesdes teciduais.

32



33



CONCLUSOES

Palicourea marcgravii e a Palicourea aeneofusca sao téxicas, e mesmo expostos a
subdoses, podem intoxicar-se e morrer. Ovinos intoxicados cronicamente por essas plantas
apresentaram alteracOes clinico-patoldgicas marcantes, resultantes de lesGes severas no
miocardio, rins e SNC. Apesar da intoxicagdo cronica natural por plantas que contém MFA ser
praticamente desconhecida em todo o mundo, o potencial para causar a morte de animais

deve ser considerado em surtos de mortalidade em ruminantes a pasto.
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Figura 1. A - Niveis séricos individuais de CK em ovinos cronicamente intoxicados por P. marcgravii (PM). B - Niveis séricos individuais de CK em

ovinos cronicamente intoxicados por e P. aeneofusca (PA).
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Quadro 1. Intoxicagdo crénica experimental de ovinos pela P. marcgravii e P.aeneofusca e sinais clinicos (Brasilia, 2016).

Animal Sexo TDIP ISC CCL Sinais clinicos Desfecho
(dia) (dias) ANX APT TCP PJP TRM RAD DEC
PM1 M 21 19° 2 + + + + + + + M
PM 2 M 30 20° 10 - - + + + + - E
PM 3 F 29 19° 10 + - + + + + + M
PM 4 M 26 23° 3 - - + + + + - M
PM 5 F 22 20° 2 - + + + + + + M
PA1l M 29 20° 9 + + + + + + + M
PA 2 F 15 14° 1 + + + + + + + M
PA3 M 30 29° 1 - - + + - - - E
PA4 F 30 23° 7 - + + - + + + E
PA S5 M 30 21° 9 + + + + + + + M
GC1 M - - - - - - = = = - E
GC2 F - - - - - - = = = - -
GC3 M - - - - - - = = = - -
GC4 F - - - - - - = = = - -
GC5 M - - - - - - = = = - -

Sexo: M - macho, F - fémea. TDIP - total de dias de ingestdo da planta; ISC - inicio dos sinais clinicos; CCL - curso clinico. Sinais clinicos: ANX -
anorexia; APT - apatia; TCP - taquicardia e taquipneia; PJP - Pulso jugular positivo; TRM - tremores musculares; RAD - relutdncia em andar;
DEC - decubito esternal. Desfecho: M - morte, E - eutanasia. Interpretacdo: + presente, - ausente.



Quadro 2. Alteracdes histopatoldgicas cardiacas em ovinos cronicamente intoxicados por P. marcgravii e a P. aeneofusca.

Animal VD VE Sl AD AE

HCC TVC ILH HCC TVC ILH HCC TVC ILH HCC TVC ILH HCC TVC ILH
PM 1 ++ - r ++ - + +++ r + + - r + - +
PM 2 + + + + + + ++ ++ + + - r + - r
PM 3 ++ + + + - - ++ r + + - r + - r
PM 4 + - + ++ - + +++ + + + - r + - +
PM 5 ++ - + ++ - + ++ r + + - r + - +
PA 1 + - + + - + + - + + - r + - r
PA 2 + - + ++ - + ++ r + + - - + - r
PA 3 + ++ r + ++ + + ++ ++ + + r + + +
PA 4 + + + + + ++ ++ + + + r + + - r
PAS + + r + + + ++ + + + r + + - r
GC1 - - - - - - - - - - - - - - -

PM - ovinos intoxicados por P. marcgravii, PA - ovinos intoxicados por P. aeneofusca, GC - grupo controle. Regido anatémica cadiacas: VD - ventriculo direito, VE - ventriculo
esquerdo, Sl - septo interventricular, AD - atrio direito, AE - atrio esquerdo. AlteragGes histopatoldgicas: HCC - hipereosinofilia e cariopicnose de cardiomidcitos, TVC -
tumefacdo e vacuoliza¢do de cardiomidcitos, ILH - Infiltrado inflamatdrio linfo-histiocitico. Intensidade: - sem alteragdes, r - raros, + discreta, ++ moderada, +++ acentuada.
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Figura 2. Ovino, coragdo. Intoxicacdo cronica por P. marcgravii. Palidez acentuada do miocardio
(seta) circundada por areas de hemorragia e congestdo (cabeca de seta)

Figura 3. Ovino, rim. Intoxicagdo crénica por P. aeneofusca. Palidez difusa no cértex renal.
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Figura 4. A - Ovino, coragdo, septo interventricular. Intoxicagdo crénica por P. marcgravii. Areas
multifocais de hipereosinofilia e cariopicnose (cabeca de seta) em cardiomidcitos. HE (barra=
50 um). B - Ovino, coragdo, ventriculo direito. Intoxicagdo crénica por P. aeneofusca. Tumefagao
e vacuolizagdo (cabega de seta) focal de cardiomidcitos. HE (barra= 50 um).

Figura 5. A - Ovino, rim, cdortex. Intoxicagao cronica por P. aeneofusca. Degeneragao hidrépico-
vacuolar de células epiteliais tubulares com focos de cariopicnose (cabega de seta). HE (barra=
50 um). B - Ovino, SNC, corpo striatum. Intoxicagdo cronica por P. marcgravii. Hipereosinofilia e
retracdo neuronal (cabeca de seta). HE (barra= 50 um).
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