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RESUMO

Leucaena leucocephala (leucena) é uma leguminosa de alta qualidade e importancia
forrageira para a produgdo animal nos trdpicos, apesar da presenca do principio toxico
mimosina nas folhas. Este aminoacido nao-protéico toxico tem o potencial de causar alopecia,
emagrecimento, infertilidade, hiperplasia tireoidiana, hipotireoidismo e morte. Sua acdo
toxica é descrita desde a década de 50, principalmente em ruminantes, e em 1980, a bactéria
ruminal Synergistes jonesii foi descoberta e posteriormente distribuida em alguns paises como
um indculo oral para superar esses efeitos toxicos. No entanto, nos ultimos tempos, uma série
de fatores, incluindo: inquéritos sobre o estado da toxicidade em todo o mundo; melhor
compreensdo da quimica; modo de acdo das toxinas; taxonomia e ecologia do filo de
Synergistes; melhores métodos de inoculacdo e melhores solucGes de manejo, além de
atividades de extensdo de conscientizacdo tém elucidado duvidas sobre ocorréncia e
importancia da toxicidade em muitos paises do mundo. Pesquisas em andamento sdo vitais
para 0 sucesso futuro dos sistemas de alimentacdo de leucena. Este trabalho investigou as
principais alteracBes clinicas e dermatopatologicas de equinos intoxicados natural e
experimentalmente por Leucaena leucocephala. Os surtos ocorreram nos estados de SP e GO,
onde seis cavalos ap6s a ingestdo de casca e/ ou folhas da planta apresentaram alopecia,
principalmente na crina e cauda. Nesses animais o diagnostico foi baseado na observacdo da
ingestdo da planta e dos sinais clinicos. Oito animais foram intoxicados experimentalmente, e
neles foram realizados exames clinico, bidpsias da pele das regides de crina, dorso e cauda e
feita a dosagem sérica de tri-iodotironina (T3) e tiroxina (T4). Alopecia da crina e cauda foi o
principal sinal clinico observado, acompanhado de anorexia, emagrecimento e apatia em
todos os animais. Os niveis de T3 e T4 total apresentaram queda significativa (p < 0,05) na
terceira semana de ingestdo da leucena quando comparado aos niveis basais. As alteraces
histologicas observadas nas biopsias de pele demonstram acentuada telogenizacdo dos
foliculos pilosos ao final dos experimentos. Os achados clinico-patolégicos em equinos
intoxicados sdo semelhantes aos observados em ruminantes. A intoxica¢do experimental de
equinos pela planta evidenciou o acentuado declinio dos niveis dos horménios tireoideanos,
sugerindo efeito bociogénico da mimosina e seus compostos derivados, com hipotireoidismo
transitorio e alopecia devido a acentuada reducdo da atividade folicular.

Palavras chave: Intoxicacdo, leucena, alopecia, hipotireoidismo, T3, T4, equino.
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ABSTRACT

Leucaena leucocephala (leucaena) is a high quality legumes and forage value for livestock
production in the tropics, despite the presence of mimosine the leaves. This non-toxic amino
acid protein has the potential to cause alopecia, weight loss, infertility, thyroid hyperplasia,
hypothyroidism and death. Its toxic action is described since the 50s, especially in ruminants,
and in 80s, ruminal bacteria Synergistes jonesii was discovered and subsequently distributed
in some countries as an oral inoculum to overcome these toxic effects. However, in recent
times, a number of factors, including: survey of the state of toxicity throughout the world,;
better understanding of chemistry; mode of action of toxins; taxonomy and ecology of
synergistetes phylum; best inoculation methods and best management solutions, and
awareness outreach activities have clarified doubts about the occurrence and importance of
toxicity in many countries. Ongoing research is vital to the future success of leucaena supply
systems. This paper investigated the main clinical changes of horses natural and
experimentally intoxicated by Leucaena leucocephala. Outbreaks occurred in the SP and GO
States, where six horses after eating bark and/ or leaves of the plant presented alopecia mainly
in mane and tail. In these animals, the diagnosis was based on the observation of plant intake
and clinical signs. Eight animals were experimentally intoxicated, clinical examination was
performed and skin biopsies taken from mane, back and tail regions and triiodothyronine (T3)
and thyroxine (T4) serum levels assayed. Alopecia in the mane and tail was the main clinical
signs observed, accompanied by anorexia, weight loss and lethargy in all animals. T3 and
total T4 showed significant decrease in the serum levels (p < 0.05) in the third week of intake
of leucaena compared to baseline levels. Marked telogenization of hair follicles at the end of
the experiments were observed in skin biopsies. The clinical and pathological findings in
intoxicated horses are similar to those observed in ruminant animals. Experimental poisoning
of horses by the plant highlights the marked decline in levels of thyroid hormones, suggesting
goitrogenic effect of mimosine and its derived compounds, with transient hypothyroidism and
alopecia due to accentuated reduction in follicular activity.

Keywords: Poisoning, Leucaena leucocephala, alopecia, hypothyroidism, T3, T4, equine.
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CAPITULO 1

INTOXICACAO POR Leucaena leucocephala NOS ANIMAIS DOMESTICOS: REVISAO

INTRODUCAO

Na producdo animal, as maiores preocupacfes sdo 0 estado sanitario e a alimentacdo. Na
época da seca, 0 nivel proteico das pastagens baixa substancialmente, tanto pela maturacdo das
gramineas, quanto pelo desaparecimento das leguminosas nativas (Lima & Evangelista 2001). Esta
deficiéncia pode ser suprida por concentrados proteicos, fonte de nitrogénio ndo-proteico, como
ureia, e leguminosas. Os concentrados, em geral, tém alto custo e o nitrogénio ndo-proteico, quando
fornecido sem boa fonte energética ou sem adaptacdo adequada apresenta resultado controverso. Ja
as leguminosas entram como uma alternativa economicamente viavel, principalmente porque
podem ser produzidas ou estarem consorciadas com as gramineas do pasto ou em areas isoladas,

como bancos de proteina, na propriedade (Lima & Evangelista. 2001, Santana et al. 2015)

Leucaena leucocephala, conhecida comumente por leucena, € uma leguminosa arbérea, da
familia Leguminosae, sub-familia Mimosoideae, originaria da América Central e atualmente
disseminada por toda regido tropical devido as suas inimeras utilidades (forragem, producdo de
madeira, carvao vegetal, melhoramento do solo, sombreamento, cerca-viva e outras) (Oliveira et al.
2009). Essa planta tem se mostrado uma das leguminosas mais promissoras para suplementacao
protéica por apresentar perenidade, baixa exigéncia quanto ao solo, répida dispersdo, excelente
palatabilidade e digestibilidade, elevada produtividade e qualidade (Sa 1997, Lima & Evangelista
2001, Almeida et al. 2006, Oliveira Jr. et al. 2009), além de ser resistente a geada (Tokarnia et al.
2012).

Porém, a leucena pode provocar intoxicacdo quando consumida exageradamente (> 30% da
dieta) (Halliday et al. 2013). O uso limitado como forrageira exclusiva na alimentagédo animal
ocorre devido pela presenca da substdncia mimosina na planta, um aminoacido ndo-proteico com
potencial poder alopécico, principalmente nas regides da cabeca, pescoco e insercdo da cauda e por
causar, menos frequentemente, sinais clinicos como catarata, atrofia de gengiva, ulceracdes na

lingua e esdfago, bdcio, infertilidade, aborto e perda de peso. Microscopicamente observa-se



acentuada telogenizacdo (fase de repouso) e atrofia dos foliculos pilosos (Tokarnia et al. 2012,
Almeida et al. 2006, Oliveira Jr. et al. 2009, Halliday et al. 2013).

Mecanismos patogénicos ainda estdo obscuros, mas sabe-se que o0s efeitos
adversos sdo atribuidos aos metabolitos desta toxina ap6s sua degradacdo ruminal, sendo a forma
mais téxica o metabdlito denominado 3,4 dihidroxi-piridina (DHP), que se atribuiu o efeito
bociogénico, e a forma menos toxica ocomposto 2,3 DHP. A molécula da mimosina é
morfologicamente analoga a tirosina, que reduz a biossintese de metionina em cistina durante a fase

anagena do foliculo piloso, causando alopecia (Hylin 1969).

No Brasil a intoxicacdo natural por Leucaena leucocephala foi descrita em ovinos na
Paraiba, em caprinos no Rio de Janeiro e em um equino no Espirito Santo, e experimentalmente em
ovinos e coelhos (Riet-Correa et al. 2004, Peixoto et al. 2008, Oliveira Jr. et al. 2009, Tokarnia et al.
2012). Em outros paises, surtos foram descritos em bovinos, ovinos, suinos e equinos, e
reproduzidos em bovinos, ovinos, caprinos, ratos, camundongos, aves, coelhos e suinos (Tokarnia et
al. 2012).

Leucaena leucocephala

A leucena (Leucaena leucocephala) (Fig. 1) é um arbusto ou arvore com altura de 5 a 18m
com grande diversidade de uso e que tem recebido atencdo como opcao para plantio nos trépicos.
Tem origem na América Central, com algumas variedades arbustivas utilizadas especialmente para
producdo de forragem e adubacdo verde. Sdo encontradas, também outras variedades que sdo mais
adequadas para producdo de lenha, carvao, celulose e madeira. Ambos os grupos de variedades
formam simbiose eficiente com bactérias do género Rhizobium em nodulos produzidos nas raizes,
podendo utilizar o nitrogénio contido na atmosfera reduzindo, dessa forma, a necessidade de

adubacdo nitrogenada (Lima & Evandelista 2001, Barreto et al. 2010).

As leucenas diferem grandemente em porte, sendo conhecidas mais de cem variedades que
sdo agrupadas em trés tipos. O tipo Havaii (Acapulco ou Comum) € arbustivo e usado como
pastagem ou cortado para forragem; o tipo Per( é arbdreo, bem ramificado na base e também usado
para pastagem; o tipo Salvador, também arboreo, porém mais alto e com tronco pouco ramificado, é
aproveitado para obtencdo de lenha e polpa, e com manejo adequado pode ser utilizado como
forrageira (Lima & Evandelista 2001, Tokarnia et al. 2012).



Essa leguminosa € uma das forrageiras mais promissoras para regides tropicais,
principalmente pela capacidade de rebrota mesmo durante a época seca, pela étima adaptacdo as
condicdes de solo e clima e pela excelente aceitacdo pelos animais. A leucena consegue manter-se
verde na estacdo seca, perdendo somente os foliolos em secas muito prolongadas ou com geadas
fortes (Santana et al. 2015). E uma espécie exigente em relagdo & adubacdo com fosforo,
molibdénio e zinco e apresenta crescimento limitado em altitudes acima de 500m. (Lima &
Evandelista 2001).
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Fig. 1. Arvore de Leucaena leucocephala. Vargem Bonita, Brasilia, 2016.

E uma planta de alto valor nutritivo, com alto indice protéico, boa digestibilidade,
perenidade e palabilidade, apresentando caracteristicas semelhante a alfafa, considerada a melhor
forrageira do mundo. O teor de proteina bruta na fracdo folhas mais vagens situa-se entre 21% e
23% e nas hastes finas varia de 8% a 10%. A proteina da leucena possui alto valor nutricional, pois
0s aminoécidos encontram-se em propor¢des adequadamente balanceadas. E rica em beta caroteno
precursor da vitamina A, o que tem vital importancia na época seca, quando o pasto geralmente esta
seco e a leucena apresenta-se verde, além de possuir altos teores de riboflavina e vitamina K.
Mantém alto valor nutritivo, tanto sob a forma de forragem verde quanto na forma de silagem ou
feno, tendo até 25,9% de proteina bruta, 2,36% de célcio e 0,23% de fosforo (Barreto et al. 2010).

Para a alimentag&o animal a leucena pode ser fornecida em cocho com corte das hastes finas,
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folhas e vagens; para pastagem, formando faixas do arbusto, ndo ultrapassando 30% quando
consorciada com a forrageira do piquete; ou sob pastejo controlado e estratégico em areas
cultivadas exclusivamente com leguminosas (bancos de proteina). Ela ainda pode ser fornecida

como silagem ou feno (Lima & Evangelista 2001).

Seu valor como forrageira, entretanto, tem sido limitado devido a presenca de mimosina,
substancia toxica para ruminantes e, especialmente, ndo ruminantes, tendo acdo alopécica (Tokarnia
et al. 2012). A introducdo da leucena como racdo para ruminantes deve ser gradativa, ndo devendo
ultrapassar 30% da dieta (Lima & Evangelista 2001) ou 0,015% do peso do animal (Halliday et al.
2013). Este problema pode ser facilmente resolvido retirando-a da dieta dos animais.

PRINCIPIO TOXICO

A mimosina (B-[N-(3-hidroxi-4-oxopiridil)]-a-acido aminopropiénico) (Fig. 2) € uma
substancia ndo bociogénica, mas com efeito depilatério (Jones 1895) e anti-mitotico que inibe a
sintese de DNA, principalmente de células de rapida divisdo, e, por isso, pode causar lesdo em
Orgdos internos (Halliday et al. 2013). Estruturalmente, a mimosina € um analogo da tirosina
(Hegarty et al. 1964), capaz de inibir a acdo das enzimas tirosina-decarboxilase e tirosinase
(Crounse et al. 1962). A inibicdo destas enzimas nos bulbos foliculares, juntamente com a
incorporacdo de mimosina em proteinas biologicamente vitais (Tsai & Ling 1971), pode resultar em
perda de pelos em crescimento ativo. A mimosina também € um potente inibidor de cistationina
sintase e cistationase, enzimas importantes na biosintese da metionina em cistina. A diminuicao da
sintese de proteinas pilosas a partir da cistina pode reduzir ou cessar o crescimento dos pelos (Hylin
1969). Segundo Jones (1985), esse aminoacido ocorre em todas as partes de planta, variadando de 8

- 10% nas pontas dos brotos e menos de 1% em folhas e favas secas.

0
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Fig. 2. Mimosina (a) e seus isdbmeros metabolizados no ramen
3,4-DHP (b) e 2,3-DHP (c) (Halliday et al. 2013).



Os sinais clinicos (alopecia, lesbes oroesofagicas, abortos, infertilidade e, até, morte)
associados a intoxicacao por leucena sdo causados tanto pela mimosina, como por seus metabo6litos
primarios: 3,4-di-hidro-piridina (DHP) e 2,3-DHP (Fig. 2). Em ruminantes, a mastigacdo com saliva
alcalina, e especialmente a incubacdo no rimen, levam a degradacdo da mimosina para 3,4-DHP
(Hegarty et al. 1976, Megarrity & Jones 1983), que, na presenca de certos microrganismos
ruminais, pode ser ainda convertido para o seu isomero 2,3- DHP (Megarrity & Jones 1983, Allison
et al. 1989). Mesmo tendo estruturas similares, essas toxinas sdo responsaveis pelas diferentes

apresentacdes clinicas e subclinicas da intoxicacdo (Hegarty et al. 1976, Halliday et al. 2013).

O DHP ¢ considerado o responsavel pela acdo bociogénica em animais que se alimentam da
planta (Hegarty et al. 1976; Holmes et al. 1981; Halliday et al. 2013). A acdo bociogénica é devido a
sua atividade antiperoxidase. Ao inibir a peroxidase essencial e reaces catalisadas pela enzima
lactoperoxidase, a iodacdo da tirosina na etapa de ligacdo na tiredide € inibida. Este passo € crucial
para a sintese de hormonios da tiredide, tais como a triiodotironina (T3) e tiroxina (T4), resultando
em niveis reduzidos de T4, levando a hiperplasia da tiredide (bécio). Estudos mostraram também
que administracdes de DHP intravenoso aumenta a absorcdo de iodo na tiredide hiperplasica,
confirmando os efeitos antitiredide de DHP. A reducdo de T3 e T4 sérico causa diminuicdo de
apetite, e, consequentemente, perda de peso (Halliday et al. 2013). Em herbivoros ndo-ruminantes,
até o momento, nao se conhece a formacdo de 3,4-DHP no ceco a partir da ingestdo de mimosina
(Malafaia et al, 1994).

ASPECTOS FISIOLOGICOS DATIREOIDE

A regulacdo da funcdo tireoidiana € por feedback negativo do horménio tireoestimulante
(TSH) e do hormonio liberador da tireotrofina (TRH) (Figura 3). Quando ha aumento da
concentracdo plasmatica de T3 e T4, inibe-se a liberacdo de TSH pela hipéfise. O TRH, produzido
pelo hipotalamo, tem a funcdo de liberar o TSH através da acdo do eixo mastocito-hipotalamo-
hipofise anterior-tiredide. O excesso de lipedes, pricipalmente o colesterol, estimula a degranulagéo
dos mastdcitos, que ao liberarem histamina (e outros agentes), desencadeiam a liberacdo de TRH
atraves do sistema venoso portal hipotdlamo-hipdfise, estimulando a adeno-hipofise a liberar o
TSH. O TSH estimula a captacdo do iodeto plasmético pela bomba de iodeto (da membrana basal
dos foliculos tireoidianos) que serd oxidado (tirosina) e com a agdo da peroxidase (nas células
foliculares) é convertida em tireoglobulina, sendo armazenada no coldide folicular. Novamente nas
ceélulas foliculares, a tireoglobulina sofre hidrolise pelas enzimas lisossomais, liberando T3 e T4 no
sangue. Na célula de acdo a T3 tem alta afinidade pelo receptor nuclear, ligando-se logo a ele e a T4

passa por uma deiodacdo prévia pela acdo da enzima tiroxina-deiodase, localizada na membrana
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celular, quebrando-a em T3. No nucleo a T3 se liga ao elemento responsivo da tiredide (TRE),
ocorrendo a sintese de RNA mensageiro (RNAmM), que determinard a sintese e liberacdo de
proteinas pela célula alvo. Através destes mecanismos gerais expressa-se um numero grande de
acOes, afetanto todo o organismo, agindo desde o metabolismo basal, pela variagdo no consumo de
oxigénio, até na pele e pelos, alterando seu espessamento e resisténcia (Figura 3) (Douglas &

Douglas 2006, Breuhaus 2009).
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Fig. 3. Metabolismo tireoidiano. Mecanismos desde o influxo de iodo
até a expressao fenotipica de T3 e T4. MIT: monoiodotirosina; DIT:
diiodotirosina; TGB: globulina ligante de tiroxina; TTR: transtirretina,;
TRE: elemento de resposta do hormoénio tireoidiano (Douglas &
Douglas 2006).

Quando ha caréncia ou inibicdo da peroxidacdo de iodo ha redugdo na producdo dos
horménios tireoidianos (hipotireoidismo), levando a um aumento compensatério da secrecdo de
TSH, que estimula a glandula tiredide com hiperplasia das células foliculares, provocando
surgimento  do bocio (Jubb et al. 2007). Estudos com intoxicagdo por L. leucocephala
demosntraram que o DHP, além de bociogénico, também afeta a producdo de T3 e T4 em ovinos
(Little & Hamilton 1971), bovinos (Jones et al. 1978, Holmes 1981, Holmes et al. 1981) e em
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camundongos (Hegarty et al. 1976). O decréscimo de iodo devido a DHP afeta a capacidade de
acumulo de saliva nas glandulas salivares, causando sialorreia apos exposicéo prolongada a leucena
(Jones et al, 1978).

Ambos os isémeros (3,4 e 2,3-DHP) também se ligam fortemente aos ions de zinco (Zn),
cobre (Cu) e ferro (Fe) principalmente, levando & maior excrecdo e deplecdo destes minerais. A
deficiéncia de Zn leva ao surgimento de lesbes cuténeas, aumento da salivacdo, crescimento
anormal do cabelo e pode ser responsavel pela inibicdo da replicacio de DNA, afetando
adversamente a espermatogénese (Perry et al. 2005). A quelacdo de minerais essenciais ¢ um
importante efeito toxico de DHP. A presenca de deficiéncias nutricionais pode acelerar e agravar a

manifestacdo dos sinais clinicos na intoxicacdo por L. leucocephala (Halliday et al. 2013).

Na Indonésia e no Havai ndo ha ocorréncia de intoxicagdo em bovinos que consomem
leucena. Na década de 1980 foi descoberta uma bactéria especifica gram-negativa, Synergistes
jonesii, presente nos pré-estbmagos de ruminantes dessas regies, sugerindo metabolizacao
completa do DHP (Jones et al. 1985). Posteriormente, estirpes dessa bactéria foram distribuidas na
Australia como um indculo por via oral para superar esses efeitos toxicos (Hammond 1995). Porém,
estudos recentes demonstraram incapacidade de degradacdo do DHP pela transferéncia da bactéria
em vacas e cabras em um periodo de 10 dias (Graham et al. 2013, Halliday et al. 2013). Estas
descobertas recentes contrastam com trabalhos anteriores, em que transferéncia de fluido ruminal
resultou em degradacdo completa do DHP no prazo de 5 dias na Indonésia (Jones & Lowry 1984) e
dentro de 3 dias na Tailandia (Palmer et al. 2010).

Outra situacdo altamente anémala é que ruminantes de regides tropicais consomem
cronicamente grandes quantidades de leucena e excretam altas concentrag6es de DHP na urina sem
quaisquer sintomas clinicos aparentes de toxicidade (Halliday et al. 2013), incluindo nenhuma
indicacdo de bdcio (Palmer et al. 2010). As razdes para isso ndo sao compreendidas, mas podem ser

devido a conjugacao quimica das toxinas, reduzindo a sua toxicidade (Halliday et al 2013).

CICLO PILOSO

O ciclo de crescimento (Fig. 4) de um pelo consiste em trés fases sucessivas: a fase de
crescimento (anagena), a fase de transigédo (catagena) e a fase de repouso (telogena). Na anagena as
bainhas radiculares interna e externa se apresentam completamente desenvolvidas, sem sinais de
apoptose na bainha radicular externa. A catdgena apresenta espessamento da membrana basal ou

células apoptdticas ao nivel da bainha radicular externa e a telégena ha enrrugamento da bainha
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radicular interna e queratinizacdo do canal do pelo (Mulinari-Brenner et al. 2006).
Microscopicamente, a intoxicacdo por leucena leva a telogenizacdo dos foliculos, impedindo a
renovagao pilosa (Malafaia et al. 1994, Riet-Correa et al. 2004, Almeida et al. 2006).

Fig. 4. Fases foliculares. A- Fase andgena. B- Fase catagena. C- Fase tel6gena (Mulinari-
Brenner et al. 2006).

ESPECIES SUSCEPTIVEIS

No Brasil a intoxicacdo natural por Leucaena leucocephala foi descrita em um ovino na
Paraiba (Riet-Correa et al. 2004), em um caprino no Rio de Janeiro (Peixoto et al. 2008).
Experimentos foram realizados com ovinos (Almeida et al. 2006) e coelhos (Malafaia et al. 1994).
Em outros paises, surtos foram descritos em bovinos, ovinos e suinos (Mullenax 1963). E
reproduzidos em bovinos (Holmes 1981), ovinos, caprinos, ratos, camundongos, aves, coelhos e
suinos (Tokarnia et al. 2012). A intoxicacdo por leucena em equinos é praticamente desconhecida
em todo o mundo (Mullenax 1957). No Brasil o Unico relato foi baseado nos sinais clinicos em um

equino no Espirito Santo (Oliveira Jr. et al. 2009).

SINAIS CLINICOS

A alopecia é o sinal clinico mais comumente relatado na intoxicacdo por leucena, tanto em
ruminantes como em ndo ruminantes. Em ndo ruminantes, altos niveis de leucena na dieta resultam
em anorexia, emagrecimento, baixa fertilidade, abortos, desprendimento dos cascos e morte. Em
ruminantes o quadro clinico se caracteriza por anorexia, salivagdo excessiva, ataxia, hiperplasia da
tiredide, hipotireoidismo, Ulceras na lingua e no eséfago, fertilidade reduzida, neonatos pequenos e
com bodcio (Almeida et al. 2006, Oliveira Jr. et al. 2009, Tokarnia et al. 2012).

Em cavalos ha queda de pelos principalmente na crina e na cauda (Tokarnia et al. 2012).
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Bovinos intoxicados por L. leucocephala apresentaram principais areas alopécicas no prepucio, na
cauda e na cernelha (Jones et al. 1978). Em ovinos com a toxicose, a alopecia é marcante na cabeca,
pescoco (Fig. 5A) e parte anterior do corpo (Riet-Correa et al. 2004, Almeida et al. 2006), em
caprinos, na regido lateral do corpo (Fig. 5B) (Reis et al. 1998) e em coelhos, afeta a regido

inguinal, cauda e abddmen (Malafaia et al. 1994).

A perda de pelos ocorre com 3 a 20 dias de ingestdo da leguminosa (Riet-Correa et al. 2004,
Almeida et al. 2006, Oliveira Jr. et al. 2009), mas os efeitos sdo irregulares e reversiveis (Lima &
Evangelista, 2001). O restabelecimento do crescimento dos pelos é mais rapido quanto mais cedo
for interrompido o consumo da planta, mas a literatura descreve a recuperacao de pelagem entre 15
(Oliveira et al, 2009) e 17 dias apos a retirada da planta (Almeida et al, 2006). Nenhuma das

bibliografias consultadas descrevem a razdo na variacdo entre os principais locais de alopecia nas

espécies intoxicadas por L. leucocephala.

Fig. 5- A. Ovino. Areas de alopecia na regido do pescoco e dorso por intoxicacdo experimental
(Almeida et al 2006). B. Caprino. Marcada alopecia e emaciacdo por ingestdo espontanea de L.
leucocephala (Reis, et al. 1999).

DIAGNOSTICO E DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

O historico de alopecia em animais que ingerem leucena é o dado mais importante em
qualquer espécie. Em regifes onde os ruminantes ndo tém a bactéria que degrada o DHP, altos
niveis desta substancia sdo encontrados na urina, enquanto que niveis séricos de tiroxina estdo
reduzidos (Riet-Correa et al. 2004, Tokarnia et al. 2012).

Entender a toxicidade do DHP e utilizar métodos eficazes para detectar intoxicagdo

subclinica é vital para a gestdo produtiva de animais alimentados com leucena. Existem varias



abordagens possiveis para deteccdo de toxicidade, porém o método mais eficaz é ensaio de urina
para DHP (Phaikaew et al. 2012). A andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de
urina € atualmente o método mais preciso para medir a toxicidade da DHP, porém a necessidade de
amostragem de muitos animais para analise torna o ensaio economicamente inviavel (Dalzell et al.
2012).

Outra alternativa é usar a dosagem sérica de T4 e T3 como um indicador de toxicidade do
DHP (Ghosh et al. 2007). As alteracBes nos niveis de tiroxina ocorrem apds exposicao crénica, com
consideravel variacdo entre os animais. Do mesmo modo, o desenvolvimento do b6cio em resposta
a depressdo dos horménios tireoidianos é também um efeito cumulativo de longo prazo. Por

conseguinte, estes métodos ndo sao um indicador viavel de toxicidade aguda (Halliday et al. 2013).

E importante diferenciar a intoxicacio pela leguminosa de outras dermatoses alopécicas nas
espécies acometidas, como nos casos de intoxicacdo por Ramaria flavo-brunnescens (Fig. 6),
intoxicacdo por selénio, hipotireoidismo por deficiéncia ou intoxicacdo crénica por iodo, eflavio
piloso, reacbes imunoldgicas (atopia, alopecia areata, reacfes a drogas, etc), doencas infecciosas

(dermatofilose e dermatofitose) e parasitéarias (Jubb et al. 2007).

TRATAMENTO E PROFILAXIA

Em geral, a intoxicagdo por L. leucocephala ndo tem necessidade de tratamento. As
manifestacdes clinico-patoldgicas sdo reversiveis, desde que suspensa a ingestdo da planta
(Tokarnia et al. 2012). Animais com aumento da tire6ide ndo apresentam melhora do quadro com a
suplementacdo de iodo, pois o DHP interfere na ligacdo organica desse ion e ndo no mecanismo de
absorcéo de iodo na glandula (Jones et al. 1978, Tokarnia et al. 2012). Assim como a administracao
de tiroxina ndo neutraliza os demais efeitos toxicos em ruminantes, pois a agdo bociogénica do DHP

é responsavel por parte na toxicidade da leucena (Megarrity & Jones 1983).

A fim de evitar os efeitos adversos da intoxicacdo recomenda-se suplementar com 0 maximo
de 10% de leucena na dieta de suinos e aves (Jones et al. 1985). Dietas com até 30% da planta para
consumo crénico e com 40-50% até trés meses de ingestdo sdo seguras para ruminantes na Australia
(Jones & Hegarty 1986, Jones et al. 1985). J4 na india e no Havai dietas com até 100% de leucena e
suplementacdo mineral ndo causam problemas importantes em ruminantes, pois o rebanho tem uma
bactéria, Synergistes jonesii, que degrada completamente o DHP (Jones et al. 1985, Jones &
Megarrity 1986).
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A inoculacgdo dessa bactéria em ruminantes susceptiveis, mesmo apresentando menor efeito
protetivo em estudos recentes (Graham et al. 2013, Halliday et al. 2013), pode previnir o
hipotireoidismo e os outros sinais associados a toxicose pela leucena (Hammond et al. 1989, Allison
et al. 1990, Megarrity & Jones 1983, Jones & Megarrity 1986).

Fig. 6- Bovino. Alopecia da ponta da cauda em intoxicacdo experimental pelo
cogumelo Ramaria flavo-brunnescens. Lesdo alopéecica semelhante a intoxicacdo por
Leucaena leucocephala em bovinos (Barros et al. 2006).
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CONCLUSAO

Leucaena leucocephala tem potencial toxico para bovinos, ovinos, caprinos, suinos, aves,
roedores e equinos. Porém, a variacdo na severidade, tempo de inicio e apresentacdo dos sinais
clinicos para cada espécie ndo é muito bem elucidada. Alopecia com marcada telogenizagdo dos
foliculos pilosos é a alteragdo comum a todas as espécies de animais domésticos. Este fato €
associado tanto a acao direta da mimosina, como, também, a toxicidade do seu metabolito DHP. A
degradacdo da mimosina em 3,4-DHP pelas bactérias ruminais é associada ao efeito bociogénico e
hipotireoidiano na intoxicagdo cronica em ruminantes pela leucena. Até o presente, ndo ha estudo
dessa degradacdo no ceco de herbivoros monogastricos e, tdo pouco, se ha alteracdo tireoidiana

nessas especies.

Para pleno aproveitamento das vantagens da leucena como forrageira, hd necessidade de um
conhecimento mais profundo do seu potencial toxico e das condi¢gdes em que ocorre a intoxicagao,
além de obter meios eficientes de detoxicacdo e/ou adaptacdo no intuito de otimizar a producao

animal e eliminar 0 efeito prejudicial da intoxicacao.
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HIPOTESE

Apesar de estudos realizados com ruminantes (Almeida et al. 2006, Riet-Correa et al. 2001)
e coelhos (Malafaia et al. 1994), em equinos ndo ha descricdo de estudo experimental de
intoxicacdo por leucena, somente relato de intoxicacdo natural em um animal (Oliveira Jr. et al.
2009). Visando contribuir com as informac6es na literatura, o objetivo desse projeto € induzir e

caracterizar melhor a intoxicagéo por Leucaena lecocephala em equinos.

JUSTIFICATIVA

Leucaena leucocephala é uma leguminosa de ampla distribuicdo nacional, muito utilizada
na alimentacdo de ruminantes nas regides tropicais e subtropicais (Riet-Correa et al. 2004, Halliday
et al. 2013). E uma planta de alto valor nutritivo, com alto indice protéico, de boa digestibilidade,
perenidade e palabilidade, porém seu consumo exagerado pode levar a um quadro de intoxicacao,
acarretanto prejuizos econdmicos devido a reducdo na produtividade ou morte dos animais pela
presenca da mimosina em sua composi¢do (Jones et al. 1978, Almeida et al. 2006). O estudo da
toxicose pela leucena em equinos possibilitara melhor compreensdo da sua patogénese a partir da
caracterizacdo dos aspectos clinicos, dermatopatoldgicos e niveis T4 e T3 na intoxicacao
experimental de equinos por Leucaena lecocephala e da descricdo de surtos de intoxicacdo natural

na espécie.
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OBJETIVOS

Geral

O objetivo deste trabalho consiste em caracterizar as alteragdes clinicas, dermatopatologicas
e dos niveis séricos dos hormonios tireoideanos em equinos intoxicados natural e

experimentalmente por Leucaena leucocephala.

Especifico

- Comparar a intoxicacao natural e experimental de Leucaena leucocephala em equinos;

- Avaliar as alterages clinicas associadas a toxicidade da leucena em equinos;

- Verificar niveis de T3, T4 total e T4 livre séricos em equinos intoxicados por L.
leucocephala;

- Auvaliar os efeitos toxicos da ingestdo de L. leucocephala na pele de equinos;
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Capitulo 2

Intoxicagdo natural e experimental por Leucaena leucocephala em equinos .
Mirna R. Porto® e Mércio B. de Castro*

ABSTRACT.- Porto M. R. & Castro M.B. 2016. Indoxicacdo natural e experimental por Leucaena
leucocephala em equinos. [Natural and experimental Leucaena leucocephala equine
poisoning].Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de Patologia Veterinaria,
Faculdade de Agronomia e \eterinaria, Universidade de Brasilia, Brasilia - DF, Brasil. Av. L4
Norte, Asa Norte, Brasilia, DF 95320-000, Brasil. *Autor para correspondéncia: mbcastro@unb.br

This paper investigated the main clinical changes of horses natural and experimentally
intoxicated by Leucaena leucocephala. Outbreaks occurred in the SP and GO States, where six
horses after eating bark and/ or leaves of the plant presented alopecia mainly in mane and tail. In
these animals, the diagnosis was based on the observation of plant intake and clinical signs. In
animals experimentally intoxicated, clinical examination was performed and skin biopsies taken
from mane, back and tail regions and triiodothyronine (T3) and thyroxine (T4) serum levels
assayed. Alopecia in the mane and tail was the main clinical signs observed, accompanied by
anorexia, weight loss and lethargy in all animals. T3 and total T4 showed significant decrease in the
serum levels (p < 0.05) in the third week of intake of leucaena compared to baseline levels. Marked
telogenization of hair follicles at the end of the experiments were observed in skin biopsies. The
clinical and pathological findings in intoxicated horses are similar to those observed in ruminant
animals. Experimental poisoning of horses by the plant highlights the marked decline in levels of
thyroid hormones, suggesting goitrogenic effect of mimosine and its derived compounds, with
transient hypothyroidism and alopecia due to accentuated reduction in follicular activity.

INDEX TERMS: Poisoning, Leucaena leucocephala, alopecia, hypothyroidism, T3, T4, equine.

RESUMO- Este trabalho investigou as principais altera¢fes clinicas e dermatopatolédgicas de
equinos intoxicados natural e experimentalmente por Leucaena leucocephala. Os surtos ocorreram
nos estados de SP e GO, onde seis cavalos apds a ingestdo de casca e/ ou folhas da planta
apresentaram alopecia, principalmente na crina e cauda. Nesses animais o diagndstico foi baseado
na observacdo da ingestdo da planta e dos sinais clinicos. Nos animais intoxicados
experimentalmente, foi realizado o exame clinico, bidpsias da pele das regides de crina, dorso e
cauda e feita a dosagem seérica de tri-iodotironina (T3) e tiroxina (T4). Alopecia da crina e cauda foi
o principal sinal clinico observado, seguido de anorexia, emagrecimento e apatia em todos 0s
animais. Os niveis de T3 e T4 total apresentaram reducéo significativa (p < 0,05) na terceira semana
de ingestdo da leucena quando comparado aos niveis basais. As alteracdes histologicas observadas
nas biopsias de pele demonstram acentuada telogenizacdo dos foliculos pilosos ao final dos
experimentos. Os achados clinico-patoldgicos em equinos intoxicados sdo semelhantes aos
observados em ruminantes. A intoxicacdo experimental de equinos pela planta evidenciou o
acentuado declinio dos niveis dos hormonios tireoideanos, sugerindo efeito bociogénico da
mimosina e seus compostos derivados, com hipotireoidismo transitério e alopecia devido a
acentuada reducéo da atividade folicular.

TERMOS DE INDEXACAO: Intoxicacio, leucena, alopecia, hipotireoidismo, T3, T4, equino.
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INTRODUCAO

Leucena leucocephala é uma leguminosa arbdrea de ampla distribuicdo muito utilizada na
alimentacdo de ruminantes nas regides tropicais e subtropicais (Riet-Correa et al. 2004, Halliday et
al. 2013). E uma planta de alto valor nutritivo, com alto indice protéico, de boa digestibilidade,
perenidade e palabilidade, porém seu consumo exagerado pode levar a um quadro de intoxicacao,
acarretanto em prejuizos econémicos pela reducdo na produtividade ou pela morte dos animais
(Jones et al. 1978, Almeida et al. 2006).

A intoxicacdo pela leucena ocorre quando seu consumo ultrapassa 30% da alimentagdo
diaria (Holmes 1981, Halliday et al. 2013). O principio ativo da L. leucocephala é o aminoacido
ndo protéico denominado mimosina (Riet-Correa et al. 2004). A mimosina e seus metabdlitos
principais, a 3,4-dihidroxipiridona (DHP) e a 2,3-DHP, impedem a peroxida¢do do iodo (iodagéo)
na tiredide, diminuindo a sintese de T3 (tri-iodotironina) e T4 (tiroxina)(Jones et al. 1978, Hallidau
et al. 2013). O hipotireoidismo secundario a intoxicacdo reduz o metabolismo e a funcdo de
inimeros sistemas, sendo a causa das apresentagdes clinicas (Jones est al. 1978).

A principal lesdo associada a ingestdo excessiva de leucena é a alopecia. Mas efeitos toxicos
menos frequentes como catarata, atrofia de gengiva, ulceracbes da lingua e eséfago, sialorreia,
bacio, infertilidade, emagrecimento e até morte também podem ocorrer (Jones et al. 1978, Luo et al.
2000, Riet-Correa et al. 2004, Almeida et al. 2006, , Oliveira Jr. et al. 2009). Microscopicamente a
derme apresenta-se atrofiada, com acantose e hiperqueratose. Os foliculos pilosos apresentam
namero e tamanho reduzido, a maioria desses em fase de regressao (catdgena) e repouso (teldégena)
(Luo et al. 2000, Riet-Correa et al. 2004, Almeida et al. 2006).

Ovinos, bovinos, caprinos sdo susceptiveis a intoxicacdo e correspondem pela maioria dos
estudos e relatos (Riet-Correa et al. 2004, Almeida et al. 2006, Peixoto et al. 2008, Oliveira Jr. et al.
2009, Halliday et al. 2013). Em equinos, a intoxicacdo por L. leucocephala é praticamente
desconhecida em todo o mundo, apenas com a descri¢do clinica de um caso de toxicidade natural
pela planta em um animal no Brasil (Mullenaux 1957; Oliveira Jr. et al. 2009). O objetivo desse
trabalho foi caracterizar os aspectos clinicos, dermatopatolédgicos e niveis de T3 e T4 na intoxicagédo

experimental de equinos por L. lecocephala e descrever surtos de intoxicagao natural na espécie.

MATERIAL E METODOS

Esse trabalho consiste na investigacdo de surtos de intoxicagdes por L. leucocephala e na
descricdo de intoxicagdes experimentais em equinos pela planta.

Trés surtos de intoxicagdo por leucena em equinos foram investigados, sendo dois no estado
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de Sdo Paulo (SP) e um no estado de Goias (GO). Nesses casos 0 diagnostico baseou-se na
observacdo da ingestdo da planta e no registro dos sinais clinicos observados.

Os dois surtos em SP ocorreram em duas propriedades distintas nos municipios de Santa
Cruz do Rio Pardo e Ourinhos respectivamente. No primeiro deles, dois cavalos adultos, machos
castrados, foram soltos em um piquete de L. lecocephala, cultivada com espassamento de 1 metro
entre fileiras e de 30 centimetros entre as covas, consorciada com Brachiaria humidicula (Lima &
Evangelista, 2001). Na segunda propriedade em SP, a intoxicagcdo ocorreu em um equino, adulto,
macho castrado, devido a mudanca de cerca, quando entdo, arvores de leucena que encontravam-se
proximas a divisa do piquete, passaram a se localizar no interior do pasto de B. decumbens. O surto
na cidade de Valparaiso de Goias (GO) envolveu trés equinos adultos (um macho e duas éguas),
mantidos em &rea sem pasto formado e com muitas arvores de leucena.

Em uma segunda fase, foram realizados dois experimentos de intoxicacdo pela planta em
equinos. O primeiro experimento foi realizado entre fevereiro e marco de 2007, no Hospital
Veterinario de Grandes Animais da Uiversidade de Brasilia (HVetdo-UnB), com duracédo de vinte e
um dias. Trés cavalos, sem raca definida, machos castrados, adultos (A1, Az e As), foram mantidos
em baias de alvenaria com fornecimento controlado de folhas de leucena (55g/kg) divididos em dois
fornecimentos ao dia e agua a vontade. Os sinais clinicos (alopecia, apatia, anorexia e
emagrecimento) foram registrados diariamente e as biopsias de pele foram coletadas antes do inicio
(semana 0) e ao final do experimento (semana 3), com a utilizacdo de saca-bocado (punch) de 5 mm
de espessura, fixadas em solucdo de formol 10% tamponado pH 7.0, processadas rotineiramente
para inclusdo em parafina e coradas por hematoxilina e eosina para avaliacdo em microscopia de
luz.

O segundo experimento ocorreu entre abril e maio de 2016, na Fazenda Agua Limpa-UnB,
com duracdo de 45 dias. Cinco equinos (B;, Bz, Bz, Bs € Bs) mantidos em piquete formado
exclusivamente por L. leucocephala, cv. Cunningham e ingestdo a vontade da planta. Antes de
iniciar o experimento, foram colhidas amostras de sangue por venopunc¢éo jugular para dosagem
dos niveis séricos de T3, T4 total e T4 livre pelo ensaio ndo-radioativo de quimiluminescéncia
(Singh et al 1997), e durante o experimento, mensurados semanalmente. Os animais foram
submetidos ao exame clinico duas vezes por semana, com 0S mesmos parametros avaliados nos
equinos do experimento 1.

Nesse experimento, as biopsias de pele foram realizadas no periodo pré-experimental em
cada um dos animais nas regifes da crina (N), dorso (D) e cauda (C) e ha cada 15 dias durante a
ingestdo da planta, obtendo-se quatro coletas de pele. As amostras histoldgicas foram processadas
de forma similar ao experimento 1. Apoés a introducdo dos equinos no piquete exclusivo de leucena,

receberam &gua ad libitum e 1,5kg/animal/dia de racdo comercial para equinos. A avaliacdo
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microscopica das biopsias de pele visou determinar as fases de desenvolvimento dos foliculos
pilosos, presenca de acantose e descamacdo da epiderme (Riet-Correa et al, 2004, Almeida et al,
2006). Foi realizada contagem total dos foliculos e a proporcao das fases do ciclo piloso em cada
uma das regides, para avaliar a prevaléncia no decorrer do experimento.

A comparacdo das médias da atividade enzimatica hormonal de T3, T4 livre e T4 total
semanais foram determinadas com o método ANOVA e teste de Dunnett, realizada com o programa
PrismGraph 6.01.

RESULTADOS

Nas intoxica¢des naturais de equinos no estado de S&o Paulo foi constatada &vida ingestéo
de folhas e de casca de arvores de Leucaena leucocephala (Fig. 1A) pelos animais, mesmo em
condicdes de boa disponibilidade de pastagem (capim braquiaria). Em Goids, 0s equinos se
alimentavam avidamente de folhas da planta, pois havia escassez de forragem no piquete onde eram
mantidos. Em todos os surtos de intoxicacdo pela leguminosa houve queda e rarefacdo dos pelos na
crina, dorso e cauda (Figura 1B), aproximadamente ap6s um més da introducdo dos animais nos
piquetes contendo a planta.

As alteragdes clinicas observadas nos experimentos 1 e 2 encontra-se no Quadro 1. Nos trés
animais do primeiro experimento foi observado inicio de alopecia no 6° dia de ingestéo de leucena e
essa queda se acentuou no 9° dia, principalmente crina (Fig. 2A) e cauda que apresentou aspecto de
"cauda de rato" (Fig. 2B). O animal A3 apresentou inapeténcia no 5° dia de experimento e 0s
animais Al e A2 no 10° dia.

No experimento 2, a queda de pelos foi observada primeiramente nos animais B3 e B5 na
segunda semana, principalmente na crina. Na terceira semana a alopecia se intensificou na crina e
cauda dos animais B3, B4 e B5. Os animais B1 e B2 tiveram inicio de queda dos pelos na quarta
semana do experimento, evoluindo para alopecia severa na quinta semana. Na sexta semana, todos
0s cinco animais apresentavam alopecia, com descamacao da epiderme na crina e na cauda.

Nas biopsias de pele as alteracdes foliculares foram observadas em todos os animais
experimentados (Quadro 2). Todas as bidpsias controle apresentaram a maioria dos foliculos na fase
anagena, alguns na catagena e auséncia da fase telogena. Ja ao final dos experimentos observou-se
prevaléncia de foliculos telégenos, principalmente em crina e cauda, e raros em catdgeno nas
biopsias do dorso. A quantidade de foliculo foi variavel nas regides. No dorso os foliculos séo
menores € em maior nimero (aproximadamente 50), e na crina e cauda, maiores e em quantidade
moderada (aproximadamente 30).

Ao final do experimento todos os animais apresentaram foliculos nas fases catagena e
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telogena na crina e na cauda, e na regido dorsal havia também foliculos na fase anagena.

No experimento 2, apés seis semanas de ingestdo de folhas de leucena, todos os animais
apresentaram foliculos nas fases catagenas e telogenas, somente (Figura 4). Os animais Bl e B2
tiveram inicio de telogenizacdo folicular a partir da quarta semana de ingestdo da planta. J& nos
animais B3, B4 e B5 essa fase foi observada desde a segunda semana. Em ambos experimentos a
fase telogénica, predominante na maioria dos foliculos havia acentuado enrugamento da bainha
radicular interna, queratinizacdo do canal piloso e moderada atrofia folicular.

Os niveis séricos de T3 (Figura 3A) e T4 total (Figura 3B) tiveram queda significativa (p <
0,05) na terceira semana de ingestdo da leucena quando comparado aos niveis basais. A mensuracao
do T4 livre apresentou elevacao dos niveis a partir da quinta semana ao final do experimento (Fig.
3).

DISCUSSAO

A ingestdo natural e experimentalmente de Leucaena leucocephala demonstrou ser toxica
para equinos. O consumo de leucena pelos grupos experimentais resultou em anorexia,
emagrecimento e apatia na maioria dos animais, de forma semelhante ao observado em ruminantes
que ingeriram experimentalmente grandes quantidades da planta (Holmes 1981, Hammond 1995,
Anderson et al. 2001, e Almeida et al. 2006). Outros sinais relacionados a intoxicacdo por ingestdo
de leucena como, sialorreia, Ulcera de lingua e eséfago, catarata, bdcio e morte (Jones et al. 1978,
Holmes 1981, Riet-Correa et al. 2004, Almeida et al. 2006, Oliveira Jr. et al. 2009) ndo foram
observados nos animais avaliados nesse experimento. A razdo para o surgimento dessas alteracdes
clinicas sdo ainda desconhecidas, mas sugere-se que a anorexia possa ocorrer pela deplecdo dos
horménios tireoidianos ou devido as ulceracbes de esdfago (Jones et al. 1978).

A alopecia foi o sinal clinico mais evidente da intoxicacdo por L. leucocephala em equinos,
se manifestando de forma mais acentuada na crina e na cauda. O surgimento de alopecia variou
entre 6 e 20 dias nos grupos experimentais, e ap0s um més de consumo de leucena nos casos de
intoxicacdo natural. Esses achados nos equinos sdo similares aos observados em ovinos
experimental e naturalmente intoxicados pela planta (Riet-Correa et al. 2004; Almeida et al. 2006).
No primeiro relato da intoxicacdo espontanea de um equino no Brasil, o animal apresentou alopecia
apos 15 dias da ingestdo da planta, em um periodo de escassez de pastagens e com avida ingestéo
de folhas (Oliveira Jr. et al 2009). Os animais nos surtos de intoxicagdo natural estudados demoram
mais tempo para apresentar alopecia, possivelmente devido a ingestdo de menores quantidades da
planta, seja pela menor oferta, menor toxidez entre variantes da leucena, melhores condicbes das

pastagens ou disponibilidade de outras plantas.
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A queda de pelos na crina e na cauda de equinos é considerada uma alteracdo caracteristica
da toxicose pela planta na espécie (Mullenaux 1957; Oliveira Jr. et al. 2009; Tokarnia et al. 2012).
Bovinos intoxicados por L. leucocephala apresentaram como principais areas alopécicas, o
prepucio, a cauda e a cernelha (Jones et al. 1978). Em ovinos com a toxicose, a alopecia é marcante
na cabeca, pescoco e parte anterior do corpo (Riet-Correa et al. 2004, Almeida et al. 2006), em
caprinos, na regido lateral do corpo (Reis et al. 1998) e em coelhos, afeta a regido inguinal, cauda e
abdémen (Malafaia et al. 1994). Até o momento, é desconhecida a razdo na variacdo entre 0s
principais locais de alopecia nas espécies intoxicadas por L. leucocephala.

A mimosina é considerada o principio toxico da planta, porém a patogenia do efeito
alopécico ainda ndo é bem definida. Essa substancia toxica da leucena é um aminoécido néo
protéico (B-[N-(3-hidroxi-4-oxopiridil)Ja-acido aminopropibnico), com efeito depilatério, nédo
bociogénica e considerada responsavel pelos sinas clinicos nos animais intoxicados (Tokarnia et al.
2012). A acdo antimitdtica da mimosina é capaz de inibir a sintese de DNA e de cisteina, afetando
os foliculos ativos e o crescimento de pelos pré-formados (Malafaia et al. 1994, Luo et al. 2000,
Halliday et al. 2013). O efeito depilatorio da leguminosa é evidente quando os niveis de mimosina
na dieta sdo maiores que 0,015% do peso do animal (Halliday et al. 2013). Os achados nos equinos
experimentalmente intoxicados reforcam essas observacfes, onde 0Ss animais ingeriram quase
exclusivamente a planta, diferentemente dos surtos onde o consumo da leguminosa era menor e
associado a outras forragens.

Em ruminantes, a mastigacdo com saliva alcalina, e especialmente a incubacdo no rimen,
levam a degradacdo da mimosina para 3-hidroxi-4(1H)-piridina (3,4-DHP) (Hegarty et al. 1976,
Megarrity & Jones 1983), que, na presenca de certos microrganismos ruminais, pode ser ainda
convertido para o seu isomero 2,3-di-hidroxipiridina (2,3-DHP) (Megarrity & Jones 1983, Allison
et al. 1989). Esse metabdlito da mimosina é considerado o responsavel pela acdo bociogénica em
animais que se alimentaram com a planta (Hegarty & Christie 1976; Holmes et al. 1981; Halliday et
al. 2013). Em herbivoros ndo-ruminantes, até 0 momento, ndo se conhece a formagéo de 3,4-DHP
no ceco a partir da ingestdo de mimosina. Entretanto, é possivel especular que haja a transformacéo
desse composto a partir da mastigacdo da planta e sua mistura com saliva, ou ainda, a formagéo em
algum local do sistema digestdrio ainda ndo determinada (Malafaia et al. 1994).

Uma das alteragbes mais marcantes, e demonstrada de forma inédita, na intoxicagéo
experimental de equinos por L. Leucocephala cv. Cunninham (experimento 2), foi a queda
significativa dos niveis séricos de T3 e T4 total na terceira semana de ingestdo da planta. O periodo
de maior reducdo desses hormdnios ocorreu concomitantemente com a intensificacdo da queda de
pelos. O 2,3-DHP ¢ capaz de afetar a producéo de T4 devido ao seu efeito bociogénico em ovinos

(Little & Hamilton 1971), bovinos (Jones et al. 1978, Holmes 1981) e camundongos (Hegarty &
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Christie 1976). Entretanto, a ingestdo prolongada e exclusiva de leucena por bovinos causou o
aumento da tiroxina, que poderia estar relacionado as flutuagfes da concentracdo de mimosina na
planta nas diferentes estacGes do ano. (Holmes et al. 1981). Nos equinos, frente aos sinais clinicos
observados, assim como em ruminantes, provavelmente ocorreu a formacgéo do 2,3-DHP em algum
local no trato digestdrio, que desencadeou as alteracbes hormonais, caracteristicas da intoxicacdo
por L. leucocephala nas outras espécies.

O metabolito priméario da mimosina (3,4-DHP) atua devido a sua atividade antiperoxidase,
inibindo a iodacédo da tirosina na etapa de ligacdo na tirdide. Este passo é crucial para a sintese de
horménios da tirdide (T3 e T4), resultando em reducdo sérica de niveis de T3 e T4
(hipotireoidismo), e assim, estimulando e aumentando os foliculos tiroidianos (acdo bociogénica)
(Halliday et al. 2013). A caréncia ou inibicdo persistente da peroxidacdo de iodo e reducdo na
producdo dos horménios tireoidianos, desencadeia 0 aumento compensatorio da secrecdo de TSH,
com hiperplasia das células foliculares da glandula tiredide e o surgimento do bdcio coloidal (Jubb
et al. 2007).

Entre as alteracdes cutdneas observadas nas bidpsias de pele dos equinos intoxicados pela
planta no experimento 2, se destaca a marcada telogenizacdo dos foliculos pilosos e o
desaparecimento de foliculos em fase anagénica, caracterizam a acdo depilatéria da mimosina
nesses animais. A infusdo endovenosa de mimosina em caprinos de l1a produziu acentuada
diminuicdo da atividade folicular, com alopecia abrupta e temporaria (Reis et al. 1998, Luo et al.
2000). Em ovinos experimentalmente intoxicados por L. leucocephala houve alteracdo folicular em
cordeiros caracterizada por acentuada telogenizacdo, mas ndo nas ovelhas (Almeida et al. 2006).
Coelhos alimentados exclusivamente com brotos frescos da planta apresentaram atrofia com
hiperqueratinizacdo de numerosos foliculos, assim como, a presenca de foliculos em fase tel6gena
(Malafaia et al. 1994). As alteracdes foliculares observadas nos equinos experimentalmente
intoxicados pela leguminosa demonstraram similaridade ao observado em outras espécies e
possivelmente tenham a mesma génese.

A patogénese da alopecia na intoxicagéo pela planta ndo € bem elucidada, porém suspeita-se
que a mimosina atue na fase andgena do foliculo piloso e também iniba a enzima tirosina
carboxilase, interferindo no crescimento folicular (Crounse et al. 1962). A mimosina pode reduzir a
biossintese de metionina em cistina durante a fase anagena do foliculo piloso, resultando na parada
crescimento folicular (Hylin 1969). E importante também ser considerado que 0s equinos
experimentalmente intoxicados por L. leucocephala apresentaram acentuada reducdo sérica de
horménios tireoideanos, que poderia indicar hipotireoidismo transitério, que afeta diretamente a
atividades metabolica e mitotica de foliculos em fase de crescimento ativo folicular (Douglas &

Douglas 2006).
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O conjunto de experimentos e surtos de intoxicacdo natural por L. leucocephala em equinos,
demonstra a susceptibilidade da espécie e reforcam a importancia dessa toxicose no diagnostico
diferencial com outras enfermidades que causam alopecia. E importante diferenciar a intoxicagio
pela leguminosa de outras dermatoses alopécicas equinas como intoxicacdo por selénio, eflivio
piloso, reacbes imunologicas (atopia, alopecia areata, reacfes a drogas, etc), doencas infecciosas

(dermatofilose e dermatofitose) e parasitarias.

CONCLUSOES

O estudo da intoxicacgdo por L. leucocephala em equinos demonstrou que a ingestdo natural
e experimental da planta produz sinais clinicos nessa espécie, caracterizados principalmente pela
alopecia no dorso, e mais acentuada na crina e cauda. Experimentalmente, a ingestdo excessiva da
planta resulta no surgimento dos sinais clinicos mais precocemente e intensos que em casos naturais
da toxicose.

Cavalos intoxicados pela planta apresentaram reducdo nos niveis séricos de T3 e T4 total,
porém variacdo discreta nos valores de T4 livre. Os niveis menores desses horménios foram
observados na terceira semana de ingestdo da leguminosa, coincidindo com o aumento na queda de
pelos. Esses achados sugerem interferéncia no metabolismo tireoideano e efeito bociogénico similar
ao observado em ruminates.

As principais alteracdes histolégicas na pele de cavalos intoxicados pela L. leucocephala sao
a telogenizacdo folicular e o desaparecimento dos foliculos em fase anagena. Essas manifestaces
patoldgicas justificam a acentuada queda de pelos proporcionadas pela ingestdo da planta.

Novos estudos com a intoxicacdo pela leguminosa em equinos precisam ser realizados para
melhor elucidar os mecanismos fisiopatologicos envolvidos na alopecia, na reducdo de hormdnios

tireoideanos e na formagdo do principio toxico 3,4-DHP em herbivoros monogastricos.
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Fig.1. A- Leucaena leucocephala, caule. Area recém removida da casca por equinos em surto
deintoxicacdo natural em SP (cabega de seta). B- Equino, cauda. Rarefacdo pilosa (cabeca de
seta) ap6s um més de ingestio de folhas e casca de Leucaena leucocephala.

~|

Fig.2. A- Equino, crina. Alopecia acentuada (cabeca de seta) em animal apds 20 dias
alimentado exclusivamente com Leucaena leucocephala. B- Equino, cauda. Marcada alopecia
(cabeca de seta) em animal apds 20 dias de alimentacdo exclusiva com L. Leucocephala
(Tokarnia et al. 2012).

27



Quadro 1: Principais sinais clinicos em equinos com ingestdo controlada (grupo A) e ingestao livre (grupo B)
de Leucena durante o periodo experimental

EQUINO SINAIS CLINICOS
APATIA EMAGRECIMENTO ANOREXIA A.CRINA A DORSO A.CAUDA
Al + + + + + +
A2 + + + + + +
A3 + + + + + +
B1 - + - + + +
B2 - + - + + +
B3 + + + + + +
B 4 + + + + + +
B5 + + + + + +

Sinais Clinicos - APT: apatia; EMG: emagrecimento; ANX: anorexia; ACR: alopecia de crina; ADR: alopecia de dorso; ACD:
alopecia de cauda Interpretacdo: — Auséncia; + Presenca.



Quadro 2: Avalia¢do histopatologica da fase pilosa em bidpsias de pele com ingestdo controlada (equinos A) e ingestdo livre (equinos B) de leucena durante o
eriodo experimental

COLETA 1 COLETA 2 COLETA 4
ANG % CTG % TLG % ANG % CTG % TLG % ANG % CTG % TLG %
N|lD|C|N|D|C|N|D|C|N|D|C|N|D|C|N|D|]C|N|D|]C|N|DJ|]C|N|D|C
Al 68,9 | 688 | 576 | 20,3 | 24,1 | 27,5 | 10,8 7,1 149 | 14,8 | 12,2 2,5 37,0 | 39,4 | 46,3 | 48,2 | 48.4 | 51,2 - - - - - - - - -
A2 675 | 64,7 | 60,0 | 22,8 | 26,0 | 23,2 9,7 9,3 16,8 5,2 12,2 | 11,7 | 33,3 | 39.,0| 26,5 | 61,5 | 48,8 | 61,8 - - - - - - - - -
A3 73,6 | 70,0 | 53,6 | 19,0 | 23,4 | 27,0 7,4 6,6 194 | 12,0 | 184 | 10,0 | 32,0 | 31,6 | 150 | 56,0 | 50,0 | 75,0 - - - - - - - - -
B1 73,7 | 63,2 | 50,0 | 17,4 | 26,3 | 29,2 8,8 10,3 | 20,8 | 12,7 9,1 8,0 51,1 | 455 | 520 | 36,2 | 454 | 400 | 11,8 | 11,1 | 16,7 | 29,4 | 33,3 | 37,5 | 58,8 | 55,6 | 45,8

Animal

B2 70,4 | 765 | 50,0 | 185 | 147 | 350 | 11,1 | 88 | 150 | 00 | 118 | 418 | 615 | 47,1 | 571 | 385 | 412 | 381 | 53 6,4 48 | 36,8 | 38,7 | 57,1 | 579 | 549 | 38,1

B3 62,5 | 66,7 | 57,2 | 250 | 26,7 | 190 | 125 | 6,6 | 23,8 | 4,8 2,9 71 | 66,7 | 45,7 | 536 | 28,5 | 51,4 | 393 - - - - - - - - -

B 4 66,7 | 733 | 57,1 | 250 | 20,0 | 28,6 | 83 6,7 | 143 | 10,4 | 16,7 | 19,2 | 51,7 | 58,3 | 46,2 | 379 | 250 | 346 | 53 8,3 0,0 | 473 | 37,0 | 428 | 47,4 | 54,7 | 571

B5 735 | 543 | 656 | 20,6 | 314 | 219 | 59 | 143 | 125 | 3,7 | 143 | 00 | 556 | 43,0 | 28,6 | 40,7 | 42,7 | 714 | 00 | 16,7 | 00 | 40,0 | 389 | 40,7 | 60,0 | 444 | 59,3

Interpretacdo: - ndo examinado; ANG: anageno; CTG: catdigeno; TLG: telogeno; N: pescoco; D: dorso; C: cauda.
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Fig.3. A- Atividades séricas médias e erro padrio da média de T3 em equinos experimentalmente
intoxicados por Leucaena leucocephala. Brasilia, 2016. (HE). B- Atividades séricas médias e erro padrdo da
média de T4 total e T4 livre em equinos experimentalmente intoxicados por Leucaena leucocephala.
Brasilia, 2016.
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Fig.4. A- Equino, pele, pré-experimento. Corte transversal de foliculos pilosos em fase andgena
(cabega de seta). B- Equino, pele, pré-experimento. Corte longitudinal de foliculo piloso em fase
anagena (cabeca de seta). C- Equino, pele, fase experimental, 6 semanas. Corte transversal de
foliculos pilosos com acentuada telogenizagao, enrugamento da bainha radicular interna (cabega
de seta) e moderada atrofia folicular. D- Equino, pele, fase experimental, 6 semanas. Corte
longitudinal de foliculos pilosos com acentuada telogenizacdo (cabeca de seta) e espessamento da
membrana basal (seta). Coloracdo HE, barra 100pum.
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