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RESUMO

Uma intoxicagéo acidental envolveu 27 caprinos com 7 a 8 meses de
idade, produtos do cruzamento da raca Sannen com a raca Pardo Alpino. Os
animais adoecerem apods receberem sobredose (15 ml por animal) do
antiparasitario closantel. Os caprinos demonstraram principalmente sinais
neuroldgicos centrais, cegueira e dor abdominal. As lesGes caracterizavam-se
por edema intramielinico da substancia branca do encéfalo e do nervo 6ptico,
degeneracéo de retina e necrose hepatica aguda. Para comprovar a causa da
intoxicacdo, as alteracdes clinico-patolégicas apresentadas pelos caprinos do
surto foram reproduzidas em dois caprinos através da administracdo de
sobredose do antiparasitario closantel. O produto foi idéntico ao utilizado nos
caprinos do surto acidental. Por causa da grande perda econdmica
consequente da morte de animais nesses surtos e, principalmente por
ocorrerem com drogas de uso rotineiro na terapéutica, experimentos adicionais
com o mesmo produto foram realizados com a finalidade de esclarecer melhor
0 quadro clinico-patolégico da intoxicacdo, principalmente as alteracdes
oftalmicas, de nervo éptico e as alteracbes hepaticas até o momento néo
descritas. O estudo experimental procurou avaliar também a relacdo dose
terapéutica e dose toxica em caprinos com estados nutricionais diferentes. As
alterac6es oftalmicas incluiram cegueira bilateral persistente determinada pela
degeneracao, necrose e atrofia da retina além de degeneracdo e malacia do
nervo oOptico. A cegueira foi evidente em todos os caprinos intoxicados
experimentalmente, de acordo com os caprinos da intoxicacdo acidental. Nos
caprinos bem nutridos da intoxicacdo experimental a morte ndo ocorreu e
tiveram apenas a cegueira com sequela. Ja nos caprinos mal nutridos do
experimento, além da cegueira ocorreram mortes com lesdes encefélicas,
oculares e hepéticas similares aos caprinos da intoxicacdo acidental. A
constatacao fisica e laboratorial (dosagem de albumina) dos diferentes niveis
nutricionais desses caprinos mostrou que, quando mal nutridos sdo mais
sensiveis aos efeitos da droga, sendo necessarios cuidados bem maiores no
uso desse antiparasitario.
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ABSTRACT

After spontaneous (iatrogenic) poisoning of kid goats with closantel an
experimental study was executed. The economical losses caused by outbreaks
deaths and drugs used on routine therapeutic protocols justify the toxicosis
study of closantel in goats. The closantel outbreak occurred in twenty — seven
to eight — month — old cross Saanen goats. The animals became sick two to
four days after overdose administration of antihelmintic closantel. The kid goats
showed particularly on the clinical signs: nervous disturbances, blindness and
colic. The lesions were characterized for oedema in the white matter of the
brain and in the optical nerve, retinal degeneration and acute hepatic necrosis.
The spontaneous poisoning was confirmed by experimentally reproduction of
the toxicosis using the same dose of closantel administered on the farm. Other
experiments were performed to clarify the clinical and pathological findings
associated with the toxicosis, especially the ophthalmoscopic and optic nerve
changes, and not undescribed hepatic lesions. The closantel overdose was
evaluated additionally on the different nutritious levels of kid goats. The
ophthalmic changes included irreversible bilateral blindness established by
degeneration, necrosis and retina atrophy, degeneration and malacia of optic
nerve. The evident blindness observed in all of experimental kid goats was
similar to blindness present in the accidentally poisoned goats. The
experimental poisoned goats, which presented poor body condition and
blindness died with encephalic, ophthalmic changes and hepatic lesions similar
to the spontaneous poisoning kid goats. The body condition score and
laboratory assay (serum level albumin) showed the undernourished kid goats

are more susceptible to the closantel effects.
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1 INTRODUCAO

Quase toda substancia quimica pode ser toxica. Mesmo a agua e o
cloreto de soédio, que sdo necessarios a vida, serdo téxicos se dados em
guantidade excessiva. As toxinas mais letais sdo as que produzem danos ao
figado, aos rins, ao coracdo, ao cérebro ou a medula 6ssea. Embora algumas
toxinas produzam lesdes altamente especificas a uma organela em particular
(por ex.: o cianeto deprime a atividade mitocondrial), a maioria das toxinas tem
efeitos generalizados no animal e produzem lesbes por mecanismos
complexos (CHEVILLE, 1994).

No estudo e diagnostico das intoxicagcdes em animais temos a patologia
toxicoldgica, que pode ser dividida em patologia diagnodstica e patologia
experimental. Embora ambas tenham muito em comum, ha diferencas
importantes. No diagndstico toxicoldgico patoldgico, geralmente um ou poucos
animais sdo requeridos e inicialmente, pode ndo haver suspeita clinica de
intoxicacdo, mas, apés a avaliacdo post mortem, a intoxicacao pode se tornar a
suspeita principal e a avaliacdo histopatoldgica e/ou toxicoldgica € necessaria
para a confirmacdo da suspeita. Na patologia toxicolégica experimental,
utiizam-se animais para testar a toxicidade de um composto especifico
embora, ainda assim, a analise da patologia diagndstica para interpretacédo dos
sinais e alteracGes patoldgicas relacionadas com o toxico € fundamental. Além
disso, a importancia da patologia clinica também precisa ser mencionada
(DODD, 1991).

Na maioria das células, a injaria téxica aguda conduz ao edema celular
imediato. Dependendo da dose, do fluxo sangiiineo e dos padrdes enzimaticos
celulares, as células lesadas podem se recuperar ou progredir para necrose de
coagulacao. As toxinas sdo amplamente seletivas quanto ao tecido, a célula ou
mesmo as organelas que elas destroem. As diferencas no tropismo celular se
devem a natureza quimica da toxina e ao seu local de acdo no metabolismo
celular. O figado € o principal 6rgdo de detoxificagdo, sobretudo porque a
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maioria das drogas ou toxinas chegam ao figado através da absorcdo
gastrintestinal. A lesdo toxica pode ocorrer inicialmente nos hepatocitos
centrolobulares, nos quais o suprimento de oxigénio € menor e maior
guantidade de enzimas detoxicantes que podem n&o apenas biotransformar,
mas bioativar estes compostos. Os produtos quimicos e outras toxinas sao
transformados ou ativados nos hepatdcitos por reacbes de oxidacdo, de
reducdo, de hidrélise e de conjugacdo destinadas a converter 0s compostos
lipossoluveis em hidrofilicos, os quais seriam removidos mais facilmente pelos
rins e excretados na urina (KELLERMAN, 1990; CHEVILLE, 1994).

Dependendo da duracdo, os estudos toxicolégicos sdo referidos como
agudos, subagudos e cronicos. Estudos agudos requerem dose Unica ou,
varias doses em um unico dia; estudos subagudos ocorre na exposi¢ao diaria
por cerca de 3 meses; e estudos crénicos com exposicao diaria ou cinco vezes
por semana durante 6 a 12 meses. Observacoes clinicas devem ser feitas
diariamente durante o estudo, além da coleta de sangue e urina para eventuais
exames na patologia clinica. Exames post mortem, com descricao
macroscopica e microscépica detalhada devem ser feitos pelo patologista que
também contribui com a selecao e coleta de visceras para os testes quimicos
toxicolégicos (DODD, 1991).

A avaliacdo macroscopica depende de boa descricdo e particularmente
da habilidade do patologista em diferenciar alteragbes causadas por
substancias toxicas (acidentais ou experimentais) e alteracdes causadas por
outras doencas. As alteracoes devem ser descritas considerando cor, forma,
tamanho, distribuicdo, localizacdo e consisténcia dos 6rgdos examinados.
Algumas alteracdes podem variar na intensidade e distribuicdo de animal para
animal de um mesmo surto ou experimento. A descricdo microscopica também
deve manter um padrdo similar para estabelecer o diagndéstico morfolégico dos
tecidos e posteriormente, o diagnostico etioldgico. Testes de fungédo enzimatica
fornecem evidéncia de injuria celular e do comprometimento da capacidade
funcional do érgdo durante a vida. Por exemplo, elevacdo sérica da AST
(aspartato amino transferase) pode indicar dano nos hepatdcitos. Nesses
casos, a microscopia de luz deve evidenciar alteracdes morfolégicas nessas
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células. Esses dados sdo imprescindiveis para o diagndstico patoldgico da
intoxicacdo. No entanto, a avaliacdo epidemioldgica investigando o contato do
animal com a substancia toxica e 0s testes toxicoldgicos também séo uteis. A
avaliacdo completa incluindo todos os passos citados anteriormente s&o
fundamentais quando as propriedades téxicas de um determinado produto ou
planta sdo diagnosticados pela primeira vez ou ainda, em casos experimentais.

Segundo DODD (1991), nos ultimos anos, vem ocorrendo reflexdes e
guestionamentos quanto a substituicdo dos testes de toxicidade in vivo pelo in
vitro. A importancia dos testes in vitro seria para diminuir o uso de animais em
pesquisa. No entanto, a aplicabilidade é muito baixa quando considerada a
multicelularidade dos organismos.

No Brasil, as plantas téxicas assumem grande importancia econdmica
pelas mortes que causam em animais de interesse pecuario (TOKARNIA et al.,
2000). No entanto, intoxicagbes por farmacos, inseticidas, rodenticidas e
herbicidas também sdo comuns e atingem diversas espécies domeésticas
inclusive o homem.

Considerando que a maioria das intoxicagdes em animais levam a
morte, um dos mais importantes impactos diretos € a perda econémica. No
decorrer desse estudo, podemos constatar a ocorréncia de surtos de
intoxicacdo pelo closantel em ovinos e caprinos em diferentes regides do pais.
As informacdes sobre os surtos chegam através de relatos de veterinarios de
campo que atenderam animais cujo proprietario administrou o anti-helmintico e

posteriormente, 0os animais morreram e/ou ficaram permanentemente cegos.
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2 OBJETIVOS

a. Determinar as alteracbes patologicas causadas pelo surto acidental da

intoxicacgéo pelo closantel em caprinos;

b. Comprovar o diagnéstico da intoxicacao por closantel através da reproducéo

experimental em caprinos;

c. Realizar um estudo experimental adicional verificando as alteracbes

patoldgicas hepaticas e oftalmicas da intoxicagéo por closantel em caprinos;

d. Relacionar a dose terapéutica versus dose téxica e a influéncia da condicéo

nutricional dos caprinos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1. Situagao da criagao de caprinos no Brasil e importancia econémica

O Brasil detém um rebanho de 9.581.653 cabecas de caprinos e
14.556.484 de ovinos (IBGE, 2004). Apesar disso, continua importando carne
de ovinos e, principalmente, pele de caprinos (COELHO, 1999). Tanto a ovino
como a caprinocultura se constituem numa atividade bastante desenvolvida no
Sul e no Nordeste semi-arido do Brasil (BARROS et al., 2005; CHAGAS et al.,
2005). Paises como Australia e Nova Zelandia exportam toneladas de carne
ovina anualmente, enquanto que o Brasil importa, indicando a falta de
otimizacdo desta atividade no Pais, cuja extensao territorial € muito superior a
daqueles paises. A Zona da Mata de Minas Gerais, assim com a regiao
Serrana do Rio de Janeiro, apresentam grande potencial para a
ovinocaprinocultura e constituem-se no principal pélo nacional de producéo de
leite de cabra. Nestas regibes predomina o0 sistema intensivo de criacao
(CHAGAS et al., 2005).

Cerca de 50% da carne ovina consumida no Nordeste e Centro-Oeste
sdo provenientes do Uruguai, da Argentina e da Nova Zelandia. Esta
informacdo mostra uma possibilidade enorme de mercado a ser conquistado,
principalmente porque no Brasil, especialmente no Nordeste, existe potencial
para produzir carne de melhor qualidade do que aquela importada (LEITE e
SIMPLICIO, 2006).

Uma das racas caprinas mais conhecidas, encontrada em todo o
territério Nacional, é a raca Saanen. E conhecida, também como Gessenay,
originada da Suica, do vale de Saanen, nos distritos de Gessenay e Haut-
Simmenthal. Raga muito explorada na Europa e Estados Unidos e em outros
paises por sua alta producéo leiteira e persisténcia de lactacédo. Foi introduzida
em varios estados do Brasil com rapida adaptacdo. A raca Saanen, em
cruzamento com o caprino comum, produz um mestico muito rustico, de grande

tamanho, peso e lactacdo consideravel (PINHEIRO Junior, 1985).
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A tendéncia do mercado é de aumentar o consumo de carne fresca ou
resfriada em substituicdo a carne congelada. Ademais, esta acontecendo uma
mudanca de atitude por parte dos consumidores de alimentos, existindo uma
tendéncia principalmente nos paises desenvolvidos, de que as preocupacdes
com a saude e bem-estar em geral, incluindo receios ambientais, passem a ter
cada vez mais importancia no processo de escolha dos consumidores. Este
cenéario, aliado ao fenbmeno da globalizacdo podera impulsionar o consumo
mundial de carne caprina. Ressalta-se que dentre as carnes mais consumidas
do mundo, a carne caprina é a mais magra (contém o menor teor de gordura),
sendo inclusive mais magra que a carne de frango. Por exemplo, em cada 100
gramas de carne assada ao forno, a carne caprina apresenta 2,75 gramas de
gordura, contra 3,75 gramas da carne de frango e 17,14 gramas da bovina
(WANDER e MARTINS, 2006).

A tendéncia do mercado consumidor podera favorecer as regiées que
tenham maior presenca no mercado durante maior numero de meses ao ano.
Presume-se que um dos principais entraves ao desenvolvimento da cadeia
produtiva seja a estacionalidade na oferta (CAVALCANTE et al., 2005;
WANDER e MARTINS, 2006). Esta é decorrente, dentre outros fatores, da
guase completa auséncia de organizacdo e gestdo da unidade produtiva na
forma empresarial. Com a estacionalidade na producao e, consequentemente,
na oferta, a demanda permanece reprimida (WANDER e MARTINS, 2006).

As intempéries climaticas representam sérias ameacas ao
desenvolvimento da caprinocultura em regiées como o Nordeste brasileiro. No
entanto, as tecnologias disponiveis e 0s acenos positivos do mercado tendem a
estimular e fortalecer a cadeia produtiva da regiao (LEITE e SIMPLICIO, 2006).

A utilizacdo de sistemas de producdo mais eficientes constitui uma
alternativa para tornar o agronegécio da ovino e caprinocultura uma atividade
economicamente viavel e sustentavel mesmo nas condicbes do Nordeste
brasileiro (CAVALCANTE et al., 2005).

O estado sanitario dos animais, associado a auséncia ou ao USO
inadequado de tecnologias, constitui importante causa de baixa producédo e
rentabilidade dos rebanhos. As doencas afetam negativamente a producéo,
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seja pelas perdas ocasionadas por disturbios nas condi¢des fisiolégicas dos
animais, determinando altas taxas de morbidade, ou devido a mortalidade e
abortos. Estes fatores estdo diretamente relacionados a reducdo do ganho de
peso, queda na producéo de leite e diminuicdo da qualidade e do rendimento
das carcagas. Além disso, ha os custos com méao de obra capacitada e com
medicamentos. Nesse contexto, as parasitoses assumem papel importante,
face as elevadas perdas econbmicas, decorrentes de mortalidade e,
principalmente, pelo baixo desempenho dos rebanhos (RADOSTITS et al.,
2002; CHAGAS et al., 2005).

Atualmente, a situacao de resisténcia multipla as drogas antiparasitarias
encontra-se amplamente difundida no Pais e se tornou um dos maiores
problemas para a ovino e a caprinocultura no Brasil (CHAGAS et al., 2005;
CHAGAS, 2005).

Formulagbes langcadas no mercado veterinario, destinadas ao controle
de verminoses perdem a eficacia em poucos anos dentro da propriedade e a
maioria dos produtores precisa de profissionais treinados para analisar cada
situacao, baseados em dados epidemiologicos, para montar programas de
controle. Produtos anti-helminticos de diferentes principios ativos tém sido
utilizados no controle de nematdédeos que afetam esses animais (RADOSTITS
et al., 2002; CHAGAS et al., 2005).

3.2. Parasitas gastrointestinais e drogas antiparasitarias

Nematodeos gastrointestinais sdo reconhecidos como a maior restricdo
na producdo de pequenos ruminantes pela significante perda econémica que
estes organismos causam (EJLERTSEN et al., 2006). O nematodeo
hemat6fago do abomaso, Haemonchus contortus € o mais importante helminto
de caprinos e ovinos no Brasil (COSTA, et al.,, 2000), pela sua elevada
frequéncia e por causar significativo prejuizo econémico pela morte dos
animais, além de perda e/ou diminuicdo da producdo (WARUIRU, 1997;
COSTA, et al., 2000; EJLERTSEN et al., 2006).
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A hemoncose dos ovinos e caprinos é causada pelo nematdédeo
Haemonchus contortus enquanto que nos bovinos é causada pelo
Haemonchus placei (BARKER et al., 1997). O parasita € um nematédeo de 2,5
a 3 cm comprimento que sdo adquiridos na pastagem quando as larvas de
terceiro estagio sdo consumidas com o pasto. As larvas ingeridas penetram o
abomaso, onde podem residir nas glandulas gastricas num estado hipobidtico
ou podem evoluir para o estagio adulto assumindo sua localizacdo na
superficie do estdbmago. Os ovos do nematdédeo sdo passados as fezes,
completando assim o ciclo (DUBIELZIG, 1998). A patogenicidade da infeccao
por Haemonchus é devido a atividade hematofaga desses parasitas, 0s quais
determinam anemia grave e hipoproteinemia. Individualmente, podem sugar
cerca de 0.05 ml de sangue por dia (BARKER et al., 1997; RADOSTITS et al.,
2002). Inicialmente ocorre eritropoese compensatoria e aumento da sintese de
proteina plasmatica. Posteriormente, ha deplecdo das reservas de ferro e em
poucas semanas apos infeccdo ocorre a morte do animal. O quadro clinico &
de anemia acentuada por perda de sangue. Na necropsia as mucosas e a
carcaca estdo acentuadamente palidas e h4 edema no tecido subcutaneo,
principalmente submandibular, hidrotérax e hidroperitbneo (BARKER et al.,
1997; DUBIELZIG, 1998; RADOSTITS et al., 2002). O contetdo do abomaso é
liguido, contém sangue digerido, a mucosa esta edemaciada e com petéquias
(local de fixacdo do parasita) e ha inUmeros exemplares do helminto. Em
animais clinicamente afetados, cerca de 1000 a 12.000 helmintos podem ser
encontrados (BARKER et al., 1997).

Os salicilanilidas halogenados (Figura 1) sdo um grupo de drogas
desenvolvidas principalmente como antiparasitarias em animais (WILLIAMSON
e METCALF, 1967; WEBSTER, 1991). Os principais compostos sintetizados e
gque estdo sendo comercializados sao closantel (Figura 2), niclosamida,
oxiclozanida, rafoxanida e resorantel (WALLEY, 1966; SYMONDS e ROSEBY,
1969; GAENSSLER E REINECKE, 1970; ROY e SUKHLA, 1971; DOUCH e
GAHAGAN, 1977, SWAN, 1999). O closantel e rafoxanida representam as

drogas mais importantes do grupo. Os salicilanilidas sdo extensivamente
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utilizados para o controle de Fasciola spp., Oestrus ovis e Haemonchus spp.
em varias partes do mundo (SWAN, 1999).

O closantel se destacou pela eficacia contra varios tipos de endo e
ectoparasitas em ovinos e caprinos (BUTLER, 1986; DASH, 1986; UPPAL et
al., 1993) incluindo atividade contra Haemonchus contortus em peguenos
ruminantes (BARGER et al.,, 1991), Dermatobia hominis e Amblyomma
americanum em bovinos (CHAIA et al, 1981), Strongylus vulgaris e
Gasterophilus spp em equinos (GUERRERO et al.,, 1985), Ancylostoma
caninum em cdes (GUERRERO et al., 1982), metacestodeos de Taenia
pisiformis em coelhos (CHEVIS et al., 1980), sarna em ovinos (PEREZ et al.,
1982) e também Demodex canis em cdes e Ornithonyssus sylvarium em
galinhas (SWAN, 1999). No entanto, a resisténcia contra cepas de
Haemonchus contortus ja foi descrita ainda na década de oitenta (Van WYK e
MALAN, 1988).

O closantel (N-5-cloro-4-[4-clorofenol) cianometil] — 2- metilfenol-2
hidroxi-3,5-diiodobenzamida) € um antiparasitario salicilanilida descoberto por
Janssen Pharmaceutica, Belgium e patentiada por Janssen e Sipido em 1977
(GUERRERO, 1984). Closantel é ativo tanto via oral como intramuscular, € um
composto que possui uma molécula de elevado peso molecular ligada a um
acido fraco e propriedades extremamente lipofilicas (MICHIELS et al., 1987).
ApOs a administragdo do closantel nos animais, 0s niveis plasmaticos se
elevam rapidamente. A droga se liga fortemente as proteinas plasmaticas e
atinge o parasito através do sangue quando ele se alimenta. Esta ligacao
também serve para prolongar os niveis da droga no plasma e proteger o0s
animais contra re-infeccdo (HENNESSY et al., 1993; ROTHWELL e
SANGSTER, 1996; WARUIRU, 1997).

Segundo HENNESSY et al. (1993) a meia—vida da droga no plasma de
ovinos pode proteger o animal por cerca de 28 dias, jA MOAHAMMED e
BOGAN (1987) relatam uma protecdo de 15 dias pés administracdo. A principal
proteina de ligagdo com a droga no plasma é a albumina (MICHIELS et al.,
1987; HENNESSY et al., 1993, BACON et al., 1998). A taxa de metabolizacao

da albumina pode influenciar na taxa de eliminagcdo da droga. Em ovinos a
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meia-vida da albumina é de 16-20 dias, a qual € similar a do closantel como
observado por MOAHAMMED e BOGAN (1987) e HENNESSY et al., (1993).
Em caprinos, a eliminacdo do closantel é 2 a 3 vezes mais rapida que em
ovinos. A meia-vida plasmatica da albumina em cabras nédo foi estudada,
porém, considerando que outros ruminantes (ovinos e bovinos) possuem meia-
vida plasmatica de 16 a 25 dias, a rapida eliminacéo do closantel ndo pode ser
atribuida somente a metabolizacdo da albumina. Possivelmente, a atividade de
metabolizacdo da droga ocorra de forma mais rapida em caprinos que em
outras espécies. O figado é o principal local de deionizacdo do closantel
(HENNESSY et al., 1993) além das diferencas fisiol6gicas no fluxo biliar entre
as diferentes espécies que deve ser considerada (MICHIELS et al., 1987).

De acordo com MICHIELS et al. (1987) o figado degrada o closantel em
monoiodoclosantel, porém, mais de 90% da droga é liberada sem
metabolizacdo pelo fluxo biliar. Assim, apds a administracdo da droga, 80 % é
excretada pela bile em cerca de 8 semanas apds e no minimo 0,5% na urina.
Apenas 1% da droga é excretada no leite. Excrecéo fecal tem taxa de 1 a 2 %
ao dia.

Segundo RADOSTITS et al. (2002), os caprinos metabolizam alguns
anti-heminticos mais rapidamente que 0s ovinos, sendo necessario, as vezes,
aplicar doses elevadas para que se obtenha um nivel de controle satisfatorio.
No entanto, o cuidado no uso das dosagens deve ser maior em vista da
toxicidade de alguns produtos.

3.3 Mecanismo de acao do closantel

O closantel € um potente desaclopador da fosforilacdo oxidativa da
mitocdndria e eles exercem seus efeitos sobre os parasitas (ex. Fasciola
hepatica, H. contortus) através de sua capacidade de interferir com a sintese
de ATP pela mitocéndria do parasita (MICHIELS et al., 1987).

De acordo com a teoria quimico osmotica, os salicilanilidas atuam
desacoplando a fosforilacdo pela translocacdo de préotons através da

membrana interna da mitocéndria. A manutencdo do gradiente de protons
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através da membrana interna da mitocondria é essencial para a producao
continua de ATP. A membrana interna da mitocondria € normalmente
impermeével aos prétons, mas pode tornar-se permeavel pela adicdo de
desacopladores da fosforilagdo oxidativa que atua pela destruicdo do gradiente
de protons. Esta atividade seletivamente previne a utilizagdo de energia
guimica derivada do transporte de elétrons para a fosforilacdo de ADP em ATP,
privando assim a célula de sua fonte normal de energia (SWAN, 1999).

De acordo com BACON et al. (1998), a droga induz uma paralisia
flacida nos segmentos musculares do H. contortus em concentracdes nas quais
h& reducdo nos niveis de ATP sugerindo que o relaxamento do musculo
somatico € uma consequéncia secundaria da reducéo de ATP.

O closantel também provoca alteracdo na ultraestrutura dos parasitas
hematofagos provocando edema e desprendimento do tegumento, dano
mitocondrial e reducdo dos produtos de secrecdo das células do tegumento e
gastrodermais. A sensibilidade destes hematdéfagos aos agentes
desacopladores pode ser devido a atividade do ciclo de Krebs ser restrita a
camada externa do parasita (SWAN, 1999).

A estrutura quimica basica dos salicilanilidas consiste de um anel de
acido salicilico (A) e um anel de anilida (B). Veja no esquema abaixo de acordo
com SWAN (1999):

() —com—(2)

OH

Figura 1. Estrutura quimica basica dos salicilanilidas.
Fonte: Swan, 1999.
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A férmula quimica do closantel é representada por: C22H14Cl2l2N202
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Figura 2. Estrutura quimica do closantel.

Fonte: www.alanwood.net/pesticides/closantel.html

3.4 Toxicidade dos salicilanilidas

Publicacbes sobre as propriedades toxicas dos salicilanilidas foram
inicialmente dos compostos clioxanida e rafoxanida (SAUNDERS e RUBIN,
1975). Segundo O’BRIEN (1970), ovinos que receberam clioxanida contra
trematédeos hepéaticos, desenvolveram cegueira e tiveram vacuolizacdo da
substancia branca do sistema nervoso central. As alteracBes oculares nao
foram relatadas. A rafoxanida, durante um estudo em bovinos e ovinos, causou
vacuolizacdo da substancia branca do encéfalo, quiasma o6ptico e nervo éptico
(SAUNDERS e RUBIN, 1975).

Ja BROWN et al. (1972), através de estudo experimental em cdo com
rafoxanida, além de identificar as mesmas alteracdes descritas para os bovinos
e ovinos, descreveram alteracdes oculares como papiledema e catarata
bilateral além de necrose hepatica e linféide. A patogénese das lesbes oculares

e neurais foi relacionada ao aumento da presséo no fluido cérebro-espinhal.

3.5 Toxicidade do closantel
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As propriedades téxicas do closantel foram inicialmente descritas
experimentalmente em ratos (KURTZ et al., 1969) descrevendo poucas
alteracdes. No entanto, Van Cauteren et al. (1985), realizaram estudos
experimentais para a intoxicacdo aguda e subaguda em ratos Wistar, caes,
ovinos e bovinos, além de pesquisar alteracdes nos 6rgdos reprodutivos dos
machos. A dosagem oral utilizada foi maior que a dosagem intramuscular. Apos
injecdo intramuscular da droga a primeira morte no grupo dos ovinos ocorreu
com o animal que recebeu 40 mg/kg e no grupo dos bovinos, no animal que
recebeu 35 mg/kg. Sobredosagem, via oral, foi melhor tolerada, ndo sendo fatal
em bovinos que receberam 82.5 mg/kg e apenas uma morte em dois ovinos
gue receberam 70 mg/kg. Os sinais clinicos relatados nos animais que
morreram foram de hipotonia muscular, ataxia, quadriplegia e cegueira, além
de diarréia e dispnéia. A margem de seguranca foi considerada suficientemente
ampla e efeitos letais e toxicos foram excluidos. Esta concluséo foi baseada no
estudo subcrénico em ovinos utilizando doses de 40 mg/kg via oral e 20 mg/kg
via intramuscular, ambos quatro vezes maior que a dose terapéutica, e nao
produziram efeitos toxicos. Ratos dosados repetidamente com 40 mg/kg de
closantel mostraram granulomas esperméaticos afetando a fertilidade. Varios
estudos em touros e borregos néo revelaram achados relevantes, indicando
gue a fertilidade, espermatogénese e estrutura testicular ndo foram alteradas
pela exposicao terapéutica e sobreterapéutica de closantel. Um estudo em 24
caes separados em grupos e dosados com 2,5, 10 e 40 mg/kg durante 3 meses
ndo mostraram alteracdes clinicas.

Segundo Swan (1999), a margem de seguranca dos salicilanilidas
halogenados bem como a toxicidade sdo dose-dependentes. A margem de
seguranca pode ser alterada por mudancas na biodisponibilidade e ligagdo da
droga no plasma. Ainda, ha poucos estudos que examinam os fatores que

potencialmente possam influenciar a absorcéo e disponibilidade dessas drogas
em ruminantes.

3.6 Proteinas plasmaéticas
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A proteina € uma estrutura de elevado peso molecular consistindo
primariamente de cadeias de aminoacidos unidas a um peptideo (COLES,
1986). O maior local de sintese das proteinas plasmaticas é o figado. As
unidades fundamentais da estrutura protéica sdo os aminoacidos essenciais
gue nao sao sintetizados pelos animais e devem ser supridos pela dieta
(KANEKO, 1997). Além disso, exames qualitativos e quantitativos das
proteinas do plasma auxiliam no exame das condi¢ces fisiopatologicas dos
animais. Avaliagdo do peso molecular de varias proteinas plasmaticas sustenta
suas caracteristicas heterogéneas. A albumina é uma das menores proteinas
plasmaticas, tem peso molecular de 69 mil; alfa globulinas, 200 a 300 mil; beta
globulinas, 150 a 350 mil e gama globulinas, 150 a 300 mil (COLES, 1986).
Vimos entdo que a pressdo oncotica € uma funcdo de numerosas moléculas
em solucdo, e a albumina tem consideravelmente mais influéncia na presséo
oncotica do que outras proteinas plasmaticas. Sendo a menor das moléculas, é
a primeira a passar para o intersticio nos casos de aumento da permeabilidade
vascular, como no caso das inflamagfes (COLES, 1986; KANEKO, 1997).

3.6.1 Albumina

O estado nutricional de um animal tem um efeito muito grande na
sintese de proteinas plasméticas (COLES, 1986; MEYER e HARVEY, 1998). O
efeito direto € no fornecimento de substratos para a sintese e indiretamente, a
deficiéncia de proteina pode ter um efeito deletério no figado. A falta de
proteina na dieta diminui os niveis de albumina e de gama globulinas
(imunoglobulinas e fibrinogéneo) no plasma. A proteina plasmatica também
serve de fonte nutricional para os tecidos. H4 um equilibrio dindmico entre as
proteinas plasmaticas e as teciduais. Este estado de equilibrio permite que um
sustente o outro em situacdes de desequilibrio. Na privacdo de proteina na
dieta, os niveis plasmaticos sdo mais estaveis, jA que a proteina tecidual é
frequentemente degradada para manter os niveis plasmaticos. Em humanos
hipoprotéicos unicamente devido a privacao de proteina na dieta, foi calculado
gue um decréscimo total de 1 mg na proteina plasmatica representa perda
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concomitante de 30 mg de proteina tecidual (COLES, 1986). Diminuicdo da
albumina pode levar a formacédo de edema (COLES, 1986; KANEKO, 1997) e
diminuicdo nas gama globulinas pode resultar em diminuicdo da resisténcia
contra os agentes infecciosos. Sob condi¢cdes o6timas, incluindo suprimento
protéico adequado e estimulo para a sintese, as proteinas plasmaticas podem
ser produzidas em um periodo relativamente curto. Cdes podem renovar as
proteinas plasmaticas em cerca de 90% em aproximadamente uma semana
(COLES, 1986).

No plasma de animais normais, a albumina constitui 40 a 60% da
concentragdo total da proteina sérica, entretanto, a concentracdo de albumina
dependera da espécie animal além de outros fatores. Em adicédo a alteracao na
pressdo oncética, a albumina pode atuar como reserva primaria de
aminoacidos para a sintese de proteinas teciduais. A albumina também tem
capacidade de ligagdo com varias substancias. Esta capacidade previne
excrecdo rapida de drogas e auxilia na detoxificacdo e inativacdo de
substancias que podem ser téxicas para o corpo animal. A albumina também
tem papel importante no transporte de acidos graxos (COLES, 1986;
JEFFERY, 1991; KANEKO, 1997, THEODORIDIS, 2005).

3.6.2 Interpretacdo dos resultados da determinacéo da albumina sérica

Alteracdo nos niveis de proteina plasmatica total ocorre mais
frequentemente devido a uma diminuigdo na quantidade de albumina (COLES,
1986; MEYER e HARVEY, 1998). A diminuicao total da albumina geralmente &
acompanhada por uma hiperglobulinemia relativa. Entretanto, a
hiperglobulinemia ndo € usualmente suficiente para manter a concentracdo
total da proteina no plasma e o resultado € a hipoproteinemia. Assim, a maioria
das diminuicbes totais de proteina ocorre pela hipoalbuminemia (COLES,
1986).

Causas distintas podem levar a diminuigéo da concentragcédo de albumina
e muitas vezes ndo sado facilmente identificaveis. Diminuicdo sérica da
albumina pode resultar da deficiéncia na absorcéo de proteinas, deficiéncia na
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sintese de albumina, degradacdo excessiva da proteina ou por perda da
albumina (COLES, 1986).

Diminui¢cdes séricas de albumina ocorrem na ma nutricdo ou caquexia
ou nas situacdes em que ha uma demanda extra e especificamente a proteina
na dieta é insuficiente (COLES, 1986; KANEKO, 1997).

Ocorrem também nas doencas gastrointestinais crénicas nas quais ha
interferéncia com a digestdo e absorcdo das proteinas (COLES, 1986; MEYER
e HARVEY, 1998).

Sintese deficiente de albumina ocorre comumente em associagcdo com
doenca hepética crdnica como na cirrose hepética em cdes (BARKER et al.,
1993; MEYER e HARVEY, 1998).

Hipoalbuminemia devido a degradacéo excessiva de proteina ocorre na
febre prolongada e diabete melito ndo controlada. Alteracdes na proteina total
devido ao catabolismo excessivo geralmente ndo sédo severas (COLES, 1986).

Perda de albumina é uma causa comum de hipoalbuminemia nos
animais domésticos. Albuminuria € significante nas alteracfes renais com
lesGes tubulares e/ou glomerulares (COLES, 1986; MEYER e HARVEY, 1998;
RADOSTITS et al.,, 2002). A Perda entérica excessiva de proteina ou ma
absorcdo pode resultar em hipoproteinemia. Causas importantes incluem a
sindrome da ma absorcdo em cées, neoplasia da parede intestinal (linfoma)
(BARKER et al., 1993), enterite cronica (leismaniose visceral) (SLAPPENDEL e
GREENE, 1990) e linfangiectasia intestinal (KRUNINGEN, 1998). Condicdes
similares podem ocorrer em outras espécies (COLES, 1986).

Animais parasitados frequentemente tém diminuicdo na albumina sérica.
Particularmente, pequenos ruminantes e bovinos parasitados pelo nematédeo
hematéfago Haemonchus spp tem hipoalbuminemia acentuada (YAKOO et al.,
1983; COLES, 1986; RADOSTITS et al., 2002).

3.7 Histologia funcional do globo ocular
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Os componentes do olho (aparelho ocular) incluem o globo ocular, o
nervo Optico e as estruturas acessorias, incluindo palpebras, aparelho lacrimal,
fascias orbitais e musculos oculomotores (RENDER e CARLTON, 1998).

O globo ocular (Figura 3) é um 6rgao altamente especializado de
fotorrecepgcao, um processo que envolve a conversao de energia luminosa em
potenciais de acao nervosos e reproducédo da imagem (BURKITT et al., 1993).
A parede do olho é composta de trés camadas (tunicas) basicas - a camada
fibrosa externa (cOrneo-esclera), a camada vascular (Uvea - composta pela
cordide, corpo ciliar e iris), a camada nervosa (retina) (BURKIT et al., 1993;
BANKS, 1993; RENDER e CARLTON, 1998; JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004) e contém trés meios refrativos — 0 humor aquoso, o cristalino e o corpo
vitreo (RENDER e CARLTON, 1998).
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Figura 3. Esquema do globo ocular

Fonte: Junqueira e Carneiro, 2004.
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O globo ocular é dividido em um compartimento anterior (posicionado
rostralmente entre a lente e a cOrnea) e um compartimento posterior. O
compartimento anterior € dividido em camara anterior (entre a cérnea e a iris) e
camara posterior (espaco entre a lente e a iris). No ponto de contato entre a iris
e a cornea esta o angulo de filtragdo. A comunicagdo entre ambas ocorre
através da pupila e estdo ocupadas pelo humor aquoso que é secretado pelo
corpo ciliar e circula através da pupila para drenar para um canal no angulo da
camara anterior, o canal de Shelmm. O humor aquoso é fonte de nutrientes
para o cristalino avascular e a cornea. O compartimento posterior é ocupado
pelo corpo vitreo, uma substancia gelatinosa que consiste em humor vitreo
transparente. O corpo vitreo sustenta ao cristalino e a retina na parte interna, e
também fornece um meio Optico que nado é refrativo em relacdo ao cristalino
(BURKIT et al., 1993, BANKS, 1993).

3.7.1 Camada fibrosa

A camada fibrosa é formada pela cornea e pela esclera. Ambas formam
uma capsula fibroelastica que sustenta o olho.

A esclera é composta por tecido colagenoso denso e com muitas fibras
elasticas que mantém a forma do bulbo. Formam sucessivas camadas ao redor
do globo, dispostas em feixes paralelos a superficie e com pontos de insercao
para os musculos extraoculares (BURKIT et al., 1993, BANKS, 1993). A lamina
crivosa € uma modificagdo na cordide e esclera na parte posterior, onde 0s
axonios saem do globo (BANKS, 1993; BROOKS et al., 1999a). E muito densa
e proeminente no equino, bovino e cao e quase inexistente no coelho e rato.
Essa caracteristica corresponde a respectiva densidade dos septos conjuntivos
do nervo Optico, espessos no cavalo e bovino e delgados no coelho
(SAUNDERS e RUBIN, 1975). A lamina crivosa é uma regido que fornece
suporte para os axénios convergentes dos neurbnios da camada ganglionar
gue seguem pela camada de fibras nervosas da retina para formar o nervo
optico (BANKS, 1993; BROOKS et al., 1999a). A lamina crivosa da esclera é
muito especializada e consiste de astrocitos intercalados por leitos capilares, e
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fendas contendo bandas de axénios do nervo 6ptico (BROOKS et al., 1999a).
Ela fornece nutricdo e suporte mecanico aos axonios dos neurdnios da camada
ganglionar da retina (BROOKS et al., 1999b).

A cdrnea € uma extensao transparente da esclera e possui menor raio
de curvatura que a esclera. A cOrnea consiste de cinco camadas: epitélio
anterior (epitélio pavimentoso estratificado), membrana limitante anterior
(membrana basal e fibras colagenas), substancia propria (laminas colagenas
intercaladas por fibroblastos e substancia fundamental), membrana limitante
posterior (membrana basal tipica) e epitélio posterior (epitélio pavimentoso
simples — endotélio). Este epitélio € continuo com o plexo venoso através do
gual o humor aquoso é drenado (BURKIT et al., 1993, BANKS, 1993).

3.7.2 Camada vascular

A camada vascular ou uveal compreende a coroide, corpo ciliar e iris.

A coroide localiza-se entre a esclera e a retina e é subdividida em cinco
laminas: a mais externa, camada supracoroide (fibroblastos, fibras colagenas,
cromatéforos e macréfagos), substancia propria (melandcitos, fibrolastos,
coldgeno e vasos sangliineos), tapetum lucidum (camada celular ou fibrosa de
acordo com a espécie), camada capilar-cordide (rica rede de capilares) e
complexo basal (fibras coldgenas e elasticas entre duas membranas basais,
uma associada com o epitélio pigmentar e outra associada ao endotélio da
camada coériocapilar). A parte pigmentada absorve a luz que atravessou a
retina (BURKIT et al., 1993, BANKS, 1993).

7

O tapetum lucidum, € uma camada fibrosa ou celular da coroide.
Funcionalmente aumenta a sensibilidade da retina a reflexdo da luz negra
através da camada de fotorreceptores para adaptar a visdo do animal no
escuro. E o responsavel pelos “olhos luminosos/brilhantes” a noite ou sob
iluminacao reduzida. O tamanho, forma, cor e distribuicdo no tapetum lucidum
sdo espécie-variaveis (BANKS, 1993; OLLIVIER et al., 2004).

Nos caprinos o tapetum lucidum no fundo ocular reflete uma cor azulada

em contraste a cordide adjacente densamente pigmentada. Contém uma
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camada de fibrilas de colageno e poucos fibroblastos constituindo o tapetum
lucidum fibrosum. As fibrilas formam camadas separadas por fibroblastos e
células pigmentadas. Na area nao tapetal (ou tapetum nigrum), ha numerosos
melanossomos, ausentes no tapetum lucidum fibrosum. Caracteristicas
similares ocorrem no tapetum dos bovinos e ovinos (BANKS, 1993; OLLIVIER
et al., 2004). Primatas ndo humanos, humanos, aves, canguru, Suino e outros
gue ndo possuem o tapetum lucidum, geralmente tem hébitos diurnos e o fundo
reflete uma cor vermelha ou laranja a cinza palido. A cor vermelha ou laranja
resulta da reflexdo dos vasos sangiineos da cordide a luz (OLLIVIER et al.,
2004).

O corpo ciliar é a continuacao da coroide. Inicia na ora ciliaris da retina,
ponto onde a por¢cdo neural da retina € interrompida, na altura do cristalino
(lente transparente biconvexa, cujo formato pode variar para proporcionar foco
fino da imagem corneana sobre a retina) e estende-se rostralmente
circundando o cristalino, como um anel espesso e continuo. Num corte
transversal aparece como um triangulo com um lado para o humor vitreo, o
outro para a esclera e o terceiro lado de frente para o cristalino e para camara
posterior do olho (BANKS, 1993; BURKIT et al.,, 1993; JUNQUEIRA E
CARNEIRO, 2004). Histologicamente consiste de tecido coldgeno e eléstico,
rede de capilares e musculo liso (musculo ciliar). Feixes de musculos possuem
funcdes alternadas de contragéo e relaxamento. Essas contragcdes musculares
sdo importantes no mecanismo de acomodacao visual para focalizar objetos
situados em diferentes distancias. O revestimento do corpo ciliar é constituido
por duas camadas ciliares, uma que se liga ao corpo ciliar e outra que cobre a
primeira camada. A camada diretamente aderente ao corpo ciliar € formada por
melandcitos e a segunda camada, que cobre a primeira, é derivada da camada
sensitiva da retina e € formada por epitélio colunar simples (epitélio ciliar). Os
processos ciliares sdo extensées do corpo ciliar. Constituidos também por um
estroma conjuntivo e duas camadas de epitélio similar ao corpo ciliar. No
entanto, o epitélio ciliar dos processos € especializado na secre¢do de ions e
agua, originando assim o humor aquoso (BANKS, 1993; JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004). A zénula ciliar € composta por delgadas fibras orientadas
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radialmente de um lado na cépsula do cristalino e do outro no corpo ciliar
(JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2004).

A iris, o terceiro componente da Uvea, forma um diafragma que se
estende em frente ao cristalino a partir do corpo ciliar, de forma a dividir
incompletamente o compartimento anterior em duas camaras (camara anterior
e posterior). Atua como um diafragma ajustavel que regula a quantidade de luz
gue chega a retina. A abertura da iris € denominada pupila (BURKIT et al.,
1993). Histologicamente constitui-se em uma combinacdo continua de
fibroblastos, estroma vascular e numerosos melandcitos. A presenca, auséncia
e distribuicdo da melanina determinam a cor da iris e consequentemente dos
olhos. A cor azul é essencialmente devido a menor quantidade de melanina,
pois ocorre absor¢do do seu componente vermelho durante o trajeto na iris. Ja
em albinos ndo ha melanina, a cor rosea € devida a reflexdo da luz pelos vasos
sangiineos da iris (BANKS, 1993; JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2004).

3.7.3 Camada retiniana

A retina ou camada nervosa recebe e traduz o estimulo luminoso,
transmitindo impulsos ao longo do nervo Optico para partes especificas do
cérebro (BANKS, 1993). E composta pelo epitélio pigmentado e a retina
sensorial (neural), ambos derivados do neuroepitélio. A retina sensorial, uma
delicada camada transparente, € firmemente aderida apenas no disco 6ptico e
anteriormente na ora ciliaris retinae (orla ciliar da retina). Fora isso, € mantida
contra o epitélio pigmentado da retina pela turgidez do corpo vitreo (RENDER e
CARLTON, 1998). A retina situada na regido posterior do globo ocular
apresenta, de fora para dentro, as seguintes camadas (Figuras 4 e 5): epitélio
pigmentar, camada de células fotorreceptoras, membrana limitante externa,
camada nuclear externa, camada plexiforme externa, camada nuclear interna,
camada plexiforme interna, camada de células ganglionares, camada de fibras
nervosas Opticas e membrana limitante interna (BANKS, 1993; WILCOCK,
1993, RENDER e CARLTON, 1998).
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O epitélio pigmentar localiza-se adjacente ao complexo basal da
cordide. Constituido por uma delgada camada de células cubicas com nucleo
em posicdo basal. O citoplasma contém abundante reticulo endoplasmatico
liso, 0 que tem sido relacionado com os processos de transporte e esterificacao
da vitamina A usada pelos fotorreceptores. As células pigmentares sintetizam
melanina, que se acumula sob a forma de gréanulos, principalmente nas
extensdes citoplasmaticas, com a funcdo de absorver a luz que estimula os
fotorreceptores (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

A camada seguinte €& formada pelos processos das células
fotorreceptoras (cones e bastonetes). Estas sdo células neuroepiteliais
modificadas para receber, traduzir e transmitir estimulo visual. Os cones e
bastonetes possuem dois pélos, um dendrito fotossensivel (extremidade
apoiada entre as projecdes citoplasmaticas apicais das células pigmentares) e
outro prolongamento que faz sinapse com outras células bipolares. Os
dendritos assumem a forma de cone ou bastonete, originando o nome dado a
estas células (BANKS, 1993; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Os bastonetes séo células finas, alongadas formadas por um segmento
externo contendo vesiculas achatadas denominadas discos e um segmento
interno rico em glicogénio e mitocondrias. Os discos do segmento externo
contém o pigmento visual fotossensivel rodopsina. A luz modifica a estrutura
molecular da rodopsina. Na escuridao o pigmento se acumula fornecendo aos
bastonetes grande sensibilidade a luz. Este processo € chamado de adaptacao
a escuridao, por isso 0s bastonetes sdo usados para a visdo noturna (BANKS,
1993; COULTER e SCHMIDT, 1996; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Os
cones sao similares aos bastonetes, sdo alongados, possuem segmento
externo e interno, corpo basal com cilios e acumulo de mitocondrias. No
segmento externo sdo observados discos com o pigmento fotossensivel
iodopsina. Os pigmentos fotossensiveis sdo sintetizados através de reacdes
guimicas com a vitamina A (WILCOCK, 1993; JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004).

Variacbes na proporcdo e distribuicdo de cones sensiveis a luz de

comprimento de onda diferente permitem ao cértex visual discriminar a cor
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(WILCOCK, 1993). Densidades diferentes de cones e bastonetes sé&o
diferentes entre as espécies animais e em humanos (CHANDLER et al., 1999).
Em geral, peixes, anfibios, répteis e passaros discriminam a cor de forma
excelente. Ungulados podem distinguir amarelo, azul, e, variavelmente, verde e
vermelho. Carnivoros tem percep¢do muito limitada (WILCOCK, 1993).

Os complexos juncionais entre 0s processos das células fotorreceptoras
e as células de Miller (células de sustentacdo) formam a préxima camada,
eosinofilica e bastante delgada, a membrana limitante externa (JUNQUEIRA
e CARNEIRO, 2004). Esta estrutura delimita a camada onde localizam-se os
nucleos dos cones e bastonetes densamente acondicionados e que constituem
a proxima estrutura, a camada nuclear externa (BURKIT et al., 1993). Apés
tem-se a camada plexiforme externa formada pelas sinapses entre os cones
e bastonetes e 0s neurbnios bipolares. Estes neurénios constituem a camada
dos neurdnios bipolares (neurdnios integradores) ou apenas camada nuclear
interna. Na proxima estrutura, a camada plexiforme interna, os neurénios
fazem sinapses com os dendritos dos neurbnios ganglionares. Os nucleos
destes neurbnios formam a camada de células ganglionares cujos axbnios
formam a camada de fibras do nervo 6ptico e seguem em direcdo ao disco
Optico para formar o nervo Optico. Finalmente, a Ultima camada, a membrana
limitante interna separa os axoénios do corpo vitreo, e é formada por
expansbes citoplasmaticas das células de Muller (BURKIT et al.,, 1993;
(WILCOCK, 1993; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

A retina possui outros tipos celulares além dos acima relacionados: As
células horizontais, cujos prolongamentos colocados horizontalmente
estabelecem contato entre varios fotorreceptores; as células amécrinas, que
estabelecem contato com as células ganglionares e as células de sustentacao
similar a astrocitos e células de Mdiller. As células de Mduller sdo muito
ramificadas e grandes com funcdes de sustentacdo, nutricdo e isolamento dos
neurénios da retina (WILCOCK, 1993; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004;
BRINGMANN et al., 2006). As células de Muller sdo também responsaveis por
manter a homeostase do meio extracelular da retina (ions, agua, moléculas
neurotransmissoras e pH). A retina vascularizada pode ser responsavel
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também pela angiogénese e regulacdo do fluxo sanguineo (BRINGMANN et
al., 2006).

A organizagdo vascular da retina visualizada nos exames por
oftalmoscopia de fundo de olho é variavel entre as espécies. Essa variacado
deve ser conhecida porque algumas patologias séo associadas a alteracoes
nesses vasos e variagbes normais entre as espécies nao podem ser
confundidas com anormalidades. Carnivoros, ruminantes e suinos tem grandes
vénulas e pequenas arteriolas que se irradiam do disco Optico para a periferia
da retina. O equino tem cerca de 60 vasos curtos e delgados se estendendo do
disco para a retina. Em cées e gatos, os vasos maiores se alinham na metade
profunda da camada de fibras nervosas da retina. Em suinos os vasos séo
mais superficiais cobertos apenas por poucas fibras e a membrana basal
(WILCOCK, 1993). A retina recebe escassos capilares, presentes
principalmente na camada de células ganglionares e bipolares. Na camada de
células fotossensiveis a vascularizacado é praticamente inexistente recebendo
nutrientes difundidos através da cordide (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

A parte histofuncional da retina pode ser assim resumida: Um impulso
elétrico, gerado pela chegada de luz a célula fotorreceptora (bastonete ou cone
gue contém as substancias fotorreceptoras que absorvem a luz, radopsina e
iodopsina, respectivamente), € transmitido as células da camada nuclear
interna (células bipolares, horizontais e amacrinas). Os impulsos neurais sao
transmitidos, por sua vez, a préxima camada de células retinianas, que é
composta de células ganglionares. Os axodnios das células ganglionares
estendem-se através da camada de fibras nervosas até o nervo Optico e fazem
sinapse no cérebro no corpo geniculato lateral ou na regi&o pré-tectal (PEREZ
et al., 1988; ALBERT e DRYJA, 1999).
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3.8 Estrutura funcional do nervo Gptico

O nervo optico ndo é verdadeiramente um nervo, mas, uma extensao da
substancia branca do diencéfalo composta principalmente de axdénios das
células ganglionares da retina. Estende-se do globo ao quiasma Optico
(WILCOCK, 1993; RENDER e CARLTON, 1998; BROOKS et al., 1999a).

3.8.1 Anatomia macroscoépica e microscépica do nervo Gptico

O nervo Optico e a retina desenvolvem-se embriologicamente como uma
evaginacao do prosencéfalo primitivo; assim, o nervo éptico é revestido pelas
meninges da mesma forma que o encéfalo e a medula espinhal. A dura-mater
torna-se continua com seu equivalente no desenvolvimento, a esclera,
enquanto que a pia-mater e a aracnéide continuam no olho como o trato uveal
(BURKITT, 1993).

O nervo Optico consiste em quatro diferentes regifes. O nervo 6ptico
intraocular inclui a camada de células ganglionares da retina, a camada de
fiboras nervosas, a cabeca do nervo Optico ou disco O6ptico, e a regido
intralaminar no interior da esclera (BROOKS et al., 1999a). Posterior ao globo
0 nervo Optico consiste no nervo Optico intraorbital, o nervo Optico
intracanalicular (no interior do canal Optico), e 0 pequeno nervo Optico
intracranial que une-se ao quiasma optico (RENDER e CARLTON, 1998;
BROOKS et al., 1999a).

3.8.1.1 Nervo 6ptico intraocular

Constituido pelas células ganglionares da retina e pela camada de fibras
nervosas da retina. As células ganglionares estao localizadas entre a camada
plexiforme interna e a camada de fibras nervosas. Os axbnios das células
ganglionares fazem a conexao fotorreceptores da retina e 0os componentes
centrais do sistema visual. Os axfnios projetam-se sem sinapses pela camada
de fibras nervosas da retina até o quiasma 6ptico (BANKS, 1993; BROOKS et
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al.,, 1999a). A camada de fibras nervosas da retina é composta de astrécitos,
vasos sanguineos da retina, processos das células de Muller (célula de
sustentacdo analoga a neurdglia) e axbnios dos neurbnios da camada
ganglionar (BROOKS et al., 1999a; BURKIT, 1993; BRINGMANN et al., 2006).

3.8.1.2 Papila 6ptica

O nervo 6ptico pré-laminar € conhecido como disco Optico, cabeca do
nervo oOptico ou papila Optica e esta envolta por um anel escleral peripapilar
branco (BROOKS et al, 1999a). A forma do disco 6ptico, o grau de
mielinizacdo e o numero de axdnios variam de acordo a espécie animal
(WILCOCK, 1993). Em geral, papilas grandes contém mais fibras nervosas que
as pequenas papilas. A célula predominante na papila € o astrdcito. Possui
funcdo similar as células de Muller na camada ganglionar. Fornecem
sustentacao fisica, absorvem excesso de potassio extracelular liberado pelos
axbnios despolarizantes e armazenam glicogénio. Os processos celulares dos
astrécitos isolam axoénios individuais e bandas de axdnio do tecido conjuntivo e

vascular da cabeca do nervo 6ptico (BROOKS et al., 1999a).

3.8.1.3 Taca 6ptica (“optic cup”)

Histologicamente, o disco ndo € mielinizado na maioria das espécies,
com excecdo do céao, podendo haver entdo uma pequena escavacao
paracentral — depressao fisiologica (WILCOCK, 1993). Essa € a area
intrapapilar da cabeca do nervo 6ptico. Aumento dessa area (“cupping”) €
associada com glaucoma primario em seres humanos, equinos e caes
(BARNETT, 1990; BROOKS et al., 1999a). Aumento da propor¢ao disco:area
de depressao indica perda de axdnios do nervo Optico e conseqlente
diminuicdo do campo visual (ALBERT e DRYJA, 1999; BROOKS et al., 1999a).

3.8.1.4 Nervo optico retrobulbar
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O nervo optico retrobulbar ou intraorbital inicia posterior a lamina crivosa
e, consiste, de axdnios do nervo optico, oligodendrdcitos e astrocitos. Septos
do nervo Optico derivado das meninges contém vasos sanglineos e
subdividem os axb6nios em bandas. Camadas meningeais da pia-mater,
aracnoide e dura-mater envolvem externamente o nervo Optico intraorbital
(SAUNDERS e RUBIN, 1975; WILCOCK, 1993; BROOKS et al.,, 1999a).
Arteriolas e capilares penetram a dura-mater, atravessam as trabéculas da
aracnoide, e se ramificam para o interior da pia-mater. A dura-mater une-se
com a esclera anterior sendo continua posteriormente ao apice orbital com o
periésteo do canal 6ptico. No &pice orbital o nervo entra no canal 6sseo. A
dura-méater do nervo Optico e do periosteo do osso estdo fusionadas no canal
Optico, mas o espaco subaracnoide do nervo 6ptico intraorbital contém liquido
cérebro espinhal e comunica-se com o0 espaco subaracnoide intracranial
(ALBERT e DRYJA, 1999; BROOKS et al., 1999a).

O tipo celular primario presente no nervo oOptico retrobulbar posterior a
lamina crivosa é o oligodendrocito. Este forma a mielina que envolve o0s
axbnios opticos. Mielinizacdo do nervo 6ptico inicia préximo ao quiasma Optico
e progride através da lamina crivosa. Os axénios da camada de fibras nervosas
da retina ndo sdo mielinizadas permitindo suficiente transparéncia na retina

para que a luz chegue aos fotorreceptores (BROOKS et al., 1999a).

3.8.1.5 Quiasma optico, trato optico e nucleo geniculato lateral

O quiasma o6ptico na maioria das espécies esta localizado rostro-
ventralmente ao tronco cerebral, demarcando o nivel rostral do diencéfalo, e
esta intimamente associado com o terceiro ventriculo, hipotalamo e até a
pituitaria. O trato Optico se origina do quiasma Optico e jA no interior do
diencéfalo faz conexao com o hipotadlamo e com o nucleo geniculato no cortex
visual. O numero de camadas de nucleos celulares no nucleo geniculato varia
de acordo com a espécie (BROOKS et al., 1999a).

3.8.1.6 Suprimento vascular do nervo optico
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A rica vascularizacdo do nervo oOptico é associada com uma elevada
taxa de fluxo sangilineo. A artéria maxilar origina a artéria oftalmica externa, a
gual é o suprimento primario de sangue para o olho. A artéria oftalmica interna
se origina da artéria cerebral anterior em nivel do quiasma Optico e passa pelo
canal Optico fusionando-se com a artéria oftdlmica externa entre o canal optico
e 0 polo posterior do globo. Dessa anastomose, originam-se varias artérias que
suprem a lamina crivosa, a coroéide, retina e nervo Optico. Variacdes nas
ramificacdes ocorrem entre os individuos (BROOKS et al., 1999a). Os capilares
presentes na retina e na Uvea possuem endotélio continuo e jun¢des oclusivas,
constituindo a barreira hemato-ocular (WILCOCK, 1993).

3.9 Breves consideragfes sobre as agressdes toxicas ao globo ocular

As respostas aos farmacos séo diferentes entre as espécies animais por
isso, ndo se pode extrapolar efeitos provocados em uma espécie para as
demais. Por outro lado, a acdo toxica da droga € geralmente seletiva,
dependendo ndo apenas da natureza quimica do produto, mas também de
seus derivados metabdlicos e da via de eliminacdo. Assim, por exemplo,
guando um farmaco afeta a coérnea, significa que ultrapassou a barreira
sangue-humor aquoso e ao ser secretado pela lagrima altera a composicéo
desta (PEREZ et al., 1988). A cérnea é uma membrana avascular clara, que
mantém a homogeneidade 6ptica pelo bombeamento continuo de liquido ao
exterior através das membranas superficiais semi-permeéaveis (PEREZ et al.,
1988; BURKIT et al.,, 1993). Qualquer composto que altere ou afete a
integridade do epitélio pode afetar sua hidratacdo (PEREZ et al., 1988). A lesdo
consequente é de edema, erosao, hiperemia conjuntival e/ou ressecamento.
S&o muitos os compostos que podem induzir esse tipo de lesdo: pilocarpina,
antidepressivos, progestagenos, caréncias vitaminicas, morfina, analgésicos
narcoticos (em ratos) e drogas utilizadas contra a malaria (PEREZ et al., 1988;
GELLAT et al., 2001). Anestésicos tOpicos, atropina 1% e sulfonamidas,

especialmente trimetropin-sulfadiazina, tem sido associados com diminui¢do da
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producdo de lagrima e conseqlente ceratoconjuntivite seca em caes e gatos
(GELLAT et al., 2001).

O cristalino é uma estrutura biconcava que ndo possui irrigacdo
sanguinea e que se nutre de humor aquoso e vitreo. A lente cresce durante
toda a vida pelo alargamento e agregacédo superficial das células epiteliais sob
a capsula anterior. A resposta do cristalino a injuria € a degeneracao (catarata).
Esta alteracdo € produzida quando a substancia toxica atravessa a barreira
sangue-humor aquoso e penetra na camara anterior; isso depende néo
somente do peso molecular da substancia, mas também da sua solubilidade
em lipideos (PEREZ et al., 1988). Disofenol, um anti-helmintico para
ancilostomose em cées, causa catarata com dose trés vezes maior que a
recomendada (GELLAT et al.,, 2001). A opacidade do cristalino pode ser
transitéria ou permanente. A transitoria geralmente esta relacionada a
problemas na capsula em conseqiéncia de desequilibrios osméticos. A
hidratacdo normal do cristalino se mantém pela integridade da sua membrana
no bombeamento catio-ibnico, a qual libera s6dio e concentra potassio no seu
interior. Alteracdes de opacidade transitoria foram reproduzidas em ratos pela
administracao de fenotiazinas, catecolaminas e em caes com tranquilizantes e
diuréticos. As cataratas permanentes sao induzidas pelo efeito direto de téxicos
na estrutura da lente (PEREZ et al., 1988).

A retina é igualmente propensa aos efeitos toxicos de muitas drogas.
Entre varias se tém os betablogueadores, antiprotozoarios, etambutal
(antituberculoso), ivermectina, tetraciclina e enrofloxacina (PEREZ et al., 1988;
GELLAT et al., 2001). Além destes produtos, algumas plantas toxicas também
sdo citadas como a aamambaia (Pteridium aquilinum) na Inglaterra e o
Astragalus sp. nos Estados Americanos (WILCOCK, 1993).

Um estudo em 17 gatos realizado por Gellat et al. (2001), analisou o0 uso
sistémico de enrofloxacina e os efeitos no globo ocular. Constataram que a
enrofloxacina parenteral € potencialmente retinotoxica em alguns gatos
resultando em degeneracdo aguda e difusa da retina. Essas alteracoes
ocorreram mesmo com dosagens unicas e terapéuticas. A cegueira ocorreu na

maioria dos casos, mas alguns gatos tiveram recuperacéo da visao.
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4 INTOXICACAO ACIDENTAL PELO ANTI-PARASITARIO CLOSANTEL
(DIANTEL)

O surto acidental ocorreu numa propriedade do municipio de Santa
Maria, no Rio Grande do Sul. Vinte e sete caprinos produtos do cruzamento da
raca Saanen e da raca Parda Alpino, com sete a oito meses de idade e
aproximadamente 15 kg de peso vivo, adoeceram trés a quatro dias apoés
terem recebido cerca de 15 ml (100 mg/kg) de closantel por via oral em uma
Unica dose (essa dosagem é 8 a 10 vezes superior a recomendada na bula).
Dos caprinos que receberam a dosificacdo, 7 morreram e outros 4 foram
eutanasiados com sinais clinicos avancados (moribundos), conforme
preconizada pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria (Art. 12, cap 3;
Resolucdo n. 714-20/06/2002), na fase aguda da doencga, e um foi eutanasiado

10 meses apos o aparecimento dos sinais agudos.
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5 MATERIAL E METODOS

Necropsia completa foi realizada em todos os caprinos que morreram
naturalmente e também nos que foram submetidos a eutanasia. Os outros
animais que adoeceram permaneceram na propriedade. A necropsia foi
realizada no Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa
Maria, RS. Apdés a observacao clinica e realizada a necropsia, diante da
constatacdo macroscopica das lesdes, suspeitou-se de uma causa toxica. As
alteracbes clinicas eram de cegueira aguda e na necropsia as alteracées no
figado sugeriam hepatopatia toxica. Com a finalidade de fundamentar melhor
essa suspeita e visando uma confirmacdo do diagndstico, foi realizada em
seguida uma visita a propriedade. No referido local fez-se a observacdo dos
piquetes onde o0s animais se encontravam, procurando identificar alguma
planta conhecida que supostamente o0s caprinos poderiam ter ingerido ou
mesmo uma planta toxica ndo necessariamente conhecida, mas que o0s
animais poderiam ter tido acesso recentemente e com sinais de que foi
consumida. Nada foi encontrado relacionado a plantas, passou-se entdo a
investigar a alimentagédo que era fornecida nas baias onde os animais eram
recolhidos a noite e no caso das fémeas, quando eram ordenhadas. A
alimentacdo era a base de capim picado, silagem e sal mineral. Nenhuma
anormalidade foi observada nesses alimentos que pudessem ser relacionados
com o quadro clinico-patolégico observado. Posteriormente, o técnico
responsavel e os tratadores foram questionados quanto a aplicacdo de
medicamentos ou vermifugos nos animais que morreram ou adoeceram. A
principal e relevante informacédo obtida foi referente ao uso de um vermifugo
comum a todos. Constatou-se que trés ou quatro dias antes dos primeiros
animais adoecerem, o composto closantel (Diantel®) foi administrado nos
caprinos via oral. A dose recomendada pelo fabricante era de 1,5 ml a cada 10
kg de peso vivo. A interpretacdo do técnico foi de 15 ml ao invés de 1,5 ml. A
dose recebida foi de 15 ml para cada animal.

Apés a investigacdo epidemiolégica e suspeita da intoxicacdo pelo

referido vermifugo, seguiu-se a reproducédo experimental, administrando-se 15
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ml (100 mg/kg) de closantel em dois caprinos cruza Saanen. O caprino A tinha
sete a oito meses de idade e o caprino B tinha 11 meses de idade. Esses dois
animais foram eutanasiados para necropsia, 10 dias (caprino A) e 3 meses
(caprino B) ap6s a administracdo da droga. Foram perfundidos através da aorta
com formol tamponado, sob anestesia com tionembutal.

Durante a necropsia dos caprinos do surto acidental e dos animais
intoxicados experimentalmente, foram coletados encéfalo, medula espinhal,
ganglios e nervos, globo ocular, figado, rins e varios outros 6rgaos. Estes
tecidos foram fixados em formol neutro a 10%. Na sequéncia, foram
processados rotineiramente para histopatologia e andlise pela microscopia de
luz. Os tecidos fixados foram desidratados em alcool, clarificados pelo xilol,
embebidos em parafina, seccionados a 5 um e corados com hematoxilina e
eosina. Cortes do encéfalo em nivel dos pedunculos cerebelares e talamo
foram selecionados e corados pelo Azul Rapido de Luxol.

A reproducdo do quadro clinico-patolégico nesses dois animais
possibilitou a confirmacao do diagndstico da intoxicagdo por este composto.
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6 RESULTADOS

6.1 Sinais clinicos

Os sinais clinicos agudos incluiam depressdo acentuada, perda da
mobilidade dos membros, decubito lateral, dor abdominal, fraqueza dos
membros (principalmente pélvicos) e, ocasionalmente, posicionavam-se com
0os membros afastados (Figura 6). Sensibilidade cutanea diminuida ou ausente,
opistétono e nistagmo ocasional foram também observados. Varios animais, ja
em decubito, gemiam e viravam a cabeca constantemente para o flanco,
demonstrando dor abdominal. Ao exame oftdlmico observou-se midriase
bilateral, auséncia de reflexo pupilar a luz e cegueira bilateral. Alguns animais
se recuperaram dos sinais agudos, mas a cegueira foi irreversivel. Os dois
caprinos que receberam a droga experimentalmente apresentaram sinais
clinicos semelhantes aos caprinos dos casos acidentais.

Alguns caprinos mostraram sinais da intoxicacdo e se recuperaram,

tendo como sequela apenas a cegueira.

6.2 Achados de necropsia

O estado nutricional dos animais necropsiados era ruim. A musculatura
era pouco desenvolvida e o tecido adiposo no subcutaneo era minimo.
Achados de necropsia incluiam edema nas serosas e tecido adiposo
principalmente gordura pericardica e perirrenal. Em trés animais, a maior parte
do lobo hepatico medial e lateral esquerdo estava amarelada com finos
corddes de tecido hepatico normal intercalados (Figuras 7 e 8). O parénquima
dessa &rea era seco e rompia-se facilmente. A urina era verde escura (Figura
9) e granular (2 animais). Os resultados da patologia clinica (pesquisa de

bilirrubina na urina) n&o revelaram alteragdes.
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Figura 6. Intoxicacdo acidental aguda pelo closantel. Sinais clinicos. Ataxia dos
membros pélvicos indicando envolvimento do encéfalo.

Figura 7. Intoxicacao acidental por closantel em caprino. No figado ha areas
branco-amareladas de necrose intercaladas pelo tecido normal.
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Figura 8. Intoxicacédo acidental por closantel em caprinos. Figado. Observe que
as areas de necrose atingem principalmente o lobo esquerdo e tem distribui¢éo
extensa na area atingida.

Figura 9. Intoxicacao acidental por closantel em caprinos. Observe que a
bexiga urinaria esta com conteudo verde-escuro.

51



52

6.3 Achados microscopicos e alteracdes oftalmicas

As alteracdes histologicas dos casos agudos consistiam de edema
(status spongiosus) na substancia branca do cérebro e no nervo 6ptico, mais
pronunciado nas areas perivasculares e perineuronais do tronco cerebral e
cerebelo. As alteragbes de espongiose eram mais consistentemente
encontradas nas areas perivasculares da substancia branca e adjacente aos
ventriculos laterais, no tronco cerebral, cerebelo e mesencéfalo. Associado as
lesbes de status spongiosus, observava-se tumefacdo astrocitaria. Nas
alteracfes espongiosas, 0s vacuolos eram redondos ou alongados e conferiam
as areas acentuadamente afetadas da substancia branca, uma aparéncia
rarefeita na mielina (Figura 10). As lesdes microscopicas observadas na retina
foram de degeneracdo e perda dos neurdnios da camada ganglionar. Lesdes
hepéticas incluiam desde degeneracdo vacuolar de hepatoécitos até necrose de
coagulacdo centrolobular a massiva (Figura 11) com infiltracdo neutrofilica
moderada. Essa Ultima lesdo ocorria apenas em areas do lobo esquerdo.
Cortes histoldgicos no nivel de peddnculos cerebelares e tadlamo selecionados
e corados pelo Azul Rapido de Luxol evidenciaram acentuado edema
intramielinico da substancia branca cerebral (Figura 12).

O caprino que recebeu a dosificacdo acidentalmente e permaneceu na
propriedade por mais 10 meses, apresentou as seguintes alteracoes
oftalmicas. A papila estava cinza e atrofica e a coloracdo do tapetum lucidum
era verde amarelada. Havia atrofia dos vasos da retina e areas de coloracao
acastanhadas sem hiperrefletividade. Essas areas também eram observadas
no tapetum nigrum nas regides de transicdo tapetal. No exame microscopico da
retina havia atrofia completa e difusa da camada nuclear interna e das células
fotorreceptoras e auséncia de neurbnios da camada ganglionar. Havia
hipertrofia da cordide. Em toda a extensdo no nervo Optico, havia perda de
fiboras e proliferacdo das células gliais (astrocitose), além de aumento da

espessura dos septos de colageno, caracterizando a atrofia do nervo.
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Figura 10. Intoxicacdo acidental por closantel em caprino. Histopatologia do
cérebro, mesencéfalo. Observe 0s numerosos vacuolos perivasculares
determinando aparéncia rarefeita no neurépilo. H. E. 400 X.

Figura 11. Intoxicacdo acidental por closantel em caprino. Histopatologia do
figado. Observe o0s hepatocitos do lado esquerdo da figura com nucleos
picnéticos ou em caridlise evidenciando necrose de coagulacédo extensa. H. E.
X 100.
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Figura 12. Intoxicacao acidental por closantel em caprino. Histopatologia do

cérebro. Neuropilo corado de azul evidenciando os vacuolos intramielinicos.
Azul Rapido de Luxol. X 200.

Figura 13. Intoxicacdo experimental por closantel. Caprino A. Histopatologia do
nervo o6ptico. Observe a bainha do nervo na periferia e varios pequenos
vacuolos e células da microglia ao redor de uma cavidade central extensa,
contendo células “gitter” esparsas, caracterizando uma camara de digestéo.
H. E. X 100.
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6.4 Sinais clinicos e alteracdes patolégicas de ambos os caprinos da

reproducao experimental para o diagnostico definitivo

No caprino A, os sinais clinicos foram semelhantes aos apresentados
pelos animais do surto espontaneo. Na necropsia observaram-se areas pélidas
na superficie capsular e de corte do lobo hepéatico esquerdo.
Microscopicamente, havia lesdes acentuadas de espongiose na substancia
branca do cérebro e cerebelo, principalmente do tronco encefalico. No nervo
Optico, observou-se intensa vacuolizacdo da bainha de mielina, desde a papila
e envolvendo a porcao intraéssea. Na porcao proxima ao quiasma éptico, havia
areas de acentuada vacuolizacdo, com distensdo da bainha de mielina,
proliferacdo da microglia e cavitagbes de diferentes tamanhos preenchidas por
células com citoplasma espumoso (células "gitter") (Figura 13). Havia
vacuolizacdo moderada a acentuada da substancia branca do cerebelo e do
tronco encefalico. A vacuolizacdo era mais acentuada nas areas
perivasculares. Na substancia branca ventral dos corpos quadrigémios
(coliculos) havia vacuolizacdo perivascular, submeningeana e periventricular
com areas de malacia e proliferacdo acentuada de células "gitter".

Os sinais clinicos do caprino B foram semelhantes, porém menos
graves. O animal recuperou-se dos sinais clinicos com excecdo da cegueira
que foi irreversivel. Na necropsia ndo havia alteracbes macroscopicas.
Microscopicamente, no nervo oOptico, desde a papila até préximo ao quiasma
optico, havia astrocitose, perda da orientagdo das fibras nervosas e
neovascularizacao irregular, restos axonais e camaras de digestdo. Na retina
havia atrofia da camada nuclear interna e perda de neurbnios da camada

ganglionar.
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7 REPRODUCAO EXPERIMENTAL ADICIONAL UTILIZANDO O ANTI-
PARASITARIO CLOSANTEL

Durante o estudo da intoxicagdo acidental, varias duvidas surgiram a
respeito das alteracfes oftalmicas, encefalicas e hepaticas. Questionou-se se
alguns caprinos poderiam ser mais ou menos sensiveis aos efeitos toxicos da
droga, lembrando que em varios animais a dose foi letal, determinado um
guadro superagudo seguido de morte e em outros 0s sinais clinicos foram
brandos. Na reproducéo experimental para confirmar o diagndstico, no Caprino
A, de menor peso e mais jovem, a dose foi letal, diferente do Caprino B, de
maior peso e de maior idade. Em outras propriedades, a morte de caprinos
relacionadas a administracdo da droga também foi verificada, mas a dose
utilizada ndo foi adequadamente determinada. Nestes casos, 0 peso dos
caprinos foi estimado e a dosificacdo foi feita. Os caprinos que morreram
tinham pobre condigdo corporal, por isso acreditou-se que o0 peso foi
superestimado e assim pode ter havido sobredose, no entanto, no maximo trés
a quatro vezes a dosagem recomendada pelo fabricante. Entdo, o estado
nutricional possivelmente poderia interferir na dosagem terapéutica. Sendo
assim, as proximas fases experimentais tiveram como objetivo caracterizar
melhor as alteracdes oftalmicas e do nervo 6ptico, as alteracdes hepaticas,
além de relacionar melhor em caprinos a dose terapéutica versus a dose toxica

e a influéncia da condic¢ao nutricional na dosagem.
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8 MATERIAL E METODOS

Na primeira etapa do experimento para a investigacdo dos efeitos toxicos do
closantel, foram utilizados cinco caprinos, Saanen x Pardo Alpino, machos,
com cerca de oito meses de idade e 28 a 30 kg de peso vivo. Esta parte do
experimento foi realizada na UFSM — RS. Os caprinos foram mantidos em
baias de alvenaria, com cama de maravalha e alimentados com feno de alfafa
e racao para ovinos a vontade. Trés animais receberam 100 mg/kg de closantel
(Diantel) via oral dose Unica e um animal recebeu 50 mg/kg. O Caprino 1
recebeu 30 ml (3000 mg) e os Caprinos 2 e 4 receberam 28 ml (2800 mg),
numa dosageml10 vezes superior a terapéutica. O Caprino 3 recebeu 11,5 ml
(1150 mg), cinco vezes superior & dosagem terapéutica. Um animal foi mantido
como controle, recebendo alimentacdo e agua a vontade. Durante o
experimento, todos os animais foram examinados diariamente, sendo avaliados
comportamento, postura, apetite, aspecto das fezes e urina, frequéncia
cardiaca, respiratéria e rumenal, além do exame oftalmico. Diariamente, em
cada animal, foi realizado exame clinico oftalmico detalhado através da
oftalmoscopia direta dioptria zero. A oftalmoscopia indireta e videoscopia de
fundo de olho foram realizadas nos Caprinos 1-4 e no Caprino 5 (controle).
Estas foram efetuadas 2 meses apos a administracao da droga nos Caprinos 1
e 2, 1 més apds no Caprino 3 e no Caprino 4, quatro dias apés este receber a
droga.

Na oftalmoscopia direta os animais eram mantidos em estacdo e
examinados no fundo da baia onde a incidéncia de luz era menor. Nos
primeiros 3 dias, quando o animal ainda ndo estava em midriase, utilizou-se
atropina colirio 1% para produzir dilatacdo pupilar. Na oftalmoscopia indireta
biocular, juntamente com a videoscopia de fundo de olho, os animais
receberam relaxante muscular (cloridrato de xilazina) e o Caprino controle e o
Caprino 4 receberam também colirio de atropina 1% na pupila. Utilizou-se uma
lente convexa de 40 dioptrias permitindo a viséo de todo o fundo ocular.

Os animais foram submetidos a eutanasia, com sobredose de
tionembutal sédico e sulfato de potéssio intravenoso. Em seguida, os caprinos
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foram necropsiados e o encéfalo, globo ocular, nervo 6ptico, medula espinhal,
nervos isquiatico e braquial, figado, rim, baco, linfonodo, coracdo, pulméo e
musculo esquelético foram colhidos e fixados em formol neutro a 10% para
analise na microscopia de luz. Os tecidos fixados foram embebidos em
parafina, seccionados a 5 um e corados com hematoxilina e eosina. O globo
ocular inteiro foi fixado nas primeiras 24 h em solucdo de acido acético glacial,
etanol 95%, formol neutro 10% e &agua destilada. Posteriormente, foi
mergulhado em formol 10% para processamento de rotina.

Na segunda etapa do experimento foram utilizados quatro caprinos
cruza Saanen x Pardo Alpino, sendo um controle. Dois caprinos pesavam entre
6 e 8 kg e os outros 2 caprinos entre 10 e 18 kg de peso vivo. Foram mantidos
em baias de alvenaria e alimentados com feno de alfafa e racdo para ovinos a
vontade. Esta parte experimental foi realizada na UPIS — Brasilia, DF. Um dia
antes da administracao da droga foi feita a coleta de sangue para obtencao do
soro e determinacgéo dos niveis de albumina. Foram colhidos cerca de 10 ml de
sangue e colocados em tubo de ensaio limpo e seco. O tubo foi inclinado por
um espaco de tempo de 2 horas até a completa coagulacdo. Apos a
coagulacao do sangue, o tubo foi centrifugado, e o soro obtido foi refrigerado a
4°C e em 24 horas foi realizada a analise bioquimica. Para determinacédo da
albumina utilizou-se o teste do Verde de Bromocresol. Os Caprinos 6 e 7
receberam a droga apds uma coleta de sangue e determinacdo da albumina. O
Caprino 8, depois da primeira coleta de sangue, recebeu nutricdo adequada
durante 20 dias até a segunda coleta de sangue para determinacdo da
albumina e administracdo da droga. O Caprino 6 recebeu dose Unica de 9,6 ml
(960 mg), o Caprino 7 recebeu 13,2 ml (1320 mg) e finalmente o Caprino 8
recebeu 27,4 ml (2740 mg). Esses valores correspondem a dosagem 10 vezes
superior a recomendada. Dos caprinos que receberam a dosificacdo, 0s
Caprinos 6 e 7 morreram e o Caprino 8 e o Caprino 9 foram eutanasiados com
sobredose de tionembutal e sulfato de magnésio intravenoso. Exames clinicos
como afericdo da temperatura, frequéncia cardiaca e respiratéria eram
realizados duas vezes por dia em todos os caprinos. Exame por oftalmoscopia

direta foi realizada apenas no Caprino 8. Imediatamente apdés a morte foi
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efetuada necropsia completa e coleta de todos os tecidos para exame
histopatoldgico. Os tecidos foram processados rotineiramente para analise em

microscopico de luz.
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9 RESULTADOS

Na primeira etapa do experimento, dos quatro caprinos que foram
dosificados com closantel, 3 (Caprinos 1, 2 e 4) apresentaram cegueira como
principal quadro clinico, no quinto dia apdés a dosificacdo. Esses animais
receberam 100 mg/kg de closantel, dez vezes maior que a dosagem
recomendada. No Caprino 3 que recebeu 50 mg/kg de closantel ndo foi
observado cegueira e no exame oftalmico constataram-se apenas alteracdes
leves no quarto dia apds a administragdo do closantel. No Caprino controle
(Caprino 5) nao foram observadas alteragdes clinicas, macroscoépicas ou
microscopicas.

Na segunda etapa do experimento, os Caprinos (6 e 7) apresentaram
guadro superagudo da intoxicacdo, morrendo entre 24 e 48 horas apés a
dosificagdo. O Caprino 8 se recuperou do quadro agudo, tendo com sequela a

cegueira.

9.1 Determinacédo dos teores de albumina

Nos caprinos da primeira etapa do experimento nao foi possivel a dosagem
da albumina. Ja na segunda etapa, 0s seguintes valores na determinacdo dos
niveis séricos de albumina foram obtidos através do teste Verde de
Bromocresol (BCG): No Caprino 6, foi determinado 1,80 g/dl de albumina; no
Caprino 7: 1,90 g/dl; no Caprino 8: 2,37 g/dl e no Caprino 9, 2,26 g/dl. O
Caprino 8, ap6s 20 dias de nutricdo adequada, apresentou niveis séricos de

albumina de 3,0 g/dI.
9.2 Sinais clinicos
O Caprino 1, que recebeu 100 mg/kg de closantel apresentou diarréia no dia

seguinte ao da administracdo da droga. No quinto dia, mostrou desorientacao.

Ao se deslocar no interior da baia, chocava-se contra obstaculos e se guiava
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pelo olfato quando oferecido alimento. Quando exposto a luz, observou-se
midriase persistente bilateral completa (Figura 14). Na oftalmoscopia,
observou-se amarelamento da parte tapetal da retina (aumento da
reflectividade), que normalmente é azul clara (Figura 15). O amarelamento era
mais pronunciado ao redor dos vasos. No sétimo dia, o amarelamento da retina
era difuso, havia hiperreflexia, ingurgitamento dos vasos maiores e papiledema.
No décimo dia, o disco Optico estava avermelhado (hemorragia), os vasos
estavam mais delgados (atrofiados) e o tom azul foi substituido por um tom
esverdeado, entremeado por areas amareladas. A partir do décimo quinto dia,
a papila estava esbranquicada com contornos irregulares e os vasos bastante
escuros e delgados. A partir do vigésimo dia, areas acastanhadas e
crateriformes se acentuaram ao redor da papila, que estava menor,
acinzentada e com contornos irregulares. Essas alteracbes, nos exames
subsequentes apenas progrediram, aumentando as areas crateriformes. A
oftalmoscopia indireta, realizada dois meses ap0s a intoxicacdo, observaram-
se areas maiores de lesdo. Principalmente no tapetum nigrum, havia areas
multifocais irregulares e deprimidas, com fundo castanho-amarelado. Essas
areas estavam distribuidas em maior quantidade na linha de transicdo entre a
area tapetal e ndo tapetal. Havia também, inUmeras pequenas &reas castanho-
amareladas, deprimidas e com formatos irregulares (Figura 16), as vezes
alongadas ou arredondadas, proximas aos vasos do fundo e predominavam na
area nao tapetal.

O Caprino 2, vinte e quatro horas apos receber 100 mg/kg de closantel,
apresentou diarréia liquida e diminuicdo do apetite. Dois dias ap0s observou-se
apatia, com fragueza nos membros pélvicos. A maior parte do tempo
permanecia com a cabeca abaixada e/ou deitado. No quarto dia mostrou
ataxia, e ao andar arrastava as ping¢as. As alteracdes oftdlmicas progrediram de
forma similar ao Caprino 1. Apdés 3 meses, além da papila 6ptica cinza e
reduzida de tamanho, os vasos da retina também estavam acentuadamente
atrofiados, alteracbes similares mas menos intensas que as lesdes do caprino

da intoxicacéo acidental, dez meses ap0s a intoxicacédo (Figura 17).
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O Caprino 3 recebeu 50 mg/kg de closantel, (dosagem 5 vezes maior que a
recomendada pelo fabricante). A partir do 3° dia observou-se leve edema da
papila e o tom azul normal tinha um aspecto rosado a violaceo e 0s vasos
maiores estavam bastante ingurgitados, tornando mais evidentes também os
numerosos capilares. Essas alteragcbes permaneceram por mais 5 a 6 dias,
regredindo completamente apés esse periodo. Ndo foram observadas
alteracbes de comportamento que sugerissem dificuldade visual ou
comprometimento nervoso.

O Caprino 4 recebeu 100 mg/kg de closantel. Nos primeiros 3 dias apos a
administracdo da droga observaram-se apenas alteracbes leves de postura.
Mostrava leve incoordenacdo dos membros pélvicos e arrastava as pincas ao
andar. No quarto dia demonstrou cegueira. Andava desorientado no interior da
baia, esbarrando em obstaculos. Nao havia reflexo pupilar a luz e as pupilas
estavam em midriase persistente. No exame oftdlmico de fundo de olho,
observou-se papiledema, amarelamento no tapetum lucidum nas areas
préximas a papila e congestdo dos vasos da parte central do fundo ocular. No
quinto dia cessaram o0s sinais de incoordenacdo. No oitavo dia apos, as
alteracbes de degeneracdo aguda de retina e edema de papila apenas
progrediram, sendo entao eutanasiado.

O caprino 6 e o caprino 7 que receberam 960 mg/kg e 1320 mg/kg,
respectivamente, iniciaram com sinais clinicos entre 15 e 24 horas apés a
administracdo da droga. Os sinais foram de acentuada diarréia liquida e
esverdeada, além de fragueza, anorexia, instabilidade dos membros pélvicos e
desorientacdo ao se locomoverem na baia. Em adicdo, midriase bilateral
também foi observada. Por fim, entravam em decubito morrendo 48 horas ap6s
a administracao da droga.

O Caprino 8 que recebeu 2740 mg da droga, também em dose Unica, via
oral, mostrou sinais de diarréia liquida 24 horas ap6s receber a droga. Além da
diarréia teve sinais de diminuicdo do apetite e prostracdo. Apos 2 dias
recuperou-se dos sinais de fraqueza e diarréia. No quarto dia, amanheceu com
midriase bilateral (Figura 18) e tipicos sinais de cegueira, como atitude alerta,
andar desorientado chocando-se contra obstaculos (Figura 19). J& a partir do
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quinto dia, o apetite estava normal, a condicdo corporal estava melhor, com
todos os parametros fisiolégicos normais, com excecao da parte visual. A
midriase bilateral completa se manteve, mesmo quando o animal era exposto a

luz solar.

Figura 14. Intoxicacdo experimental por closantel. Caprino 1. Animal exposto
ao sol evidenciando midriase (dilatacao pupilar persistente).

Figura 15. Caprino 5 (controle). Fundo ocular normal.
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Figura 16. Imagem obtida do fundo ocular apés 2 meses da intoxicacao
experimental por closantel. Caprino 1. Na &rea de transi¢cdo entre o tapetum
lucidum e o tapetum nigrum ha areas amareladas e o0s vasos estdo mais
delgados que o normal.

Figura 17. Imagem obtida do fundo ocular de um caprino apés 10 meses da
intoxicacao acidental por closantel. A papila estd cinza, os vasos estdo
acentuadamente atrofiados e com desprendimento. O tapetum lucidum esta
amarelado e com areas cinzas.
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Figura 18. Intoxicagcdo experimental por closantel com sete dias de evolugéo.
Caprino 8. Sinais clinicos na fase aguda. Animal exposto ao sol mostrando
midriase.

Figura 19. Intoxicacdo experimental por closantel. Caprino 8. Sinais clinicos na
fase aguda da intoxicacdo. Ao andar o animal mostrava atitude alerta e
chocava-se contra a parede pela perda total da viséo.
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No exame oftalmico direto, o tapetum Ilucidum da retina mostrava
tonalidades amareladas e verdes, 0s vasos da retina estavam bem evidentes, e
a papila ndo era perfeitamente visivel, principalmente a parte central de onde

emergem 0s vasos, caracterizando edema.

9.3 Achados de necropsia

As alteracdes macroscopicas restringiam-se ao globo ocular, exclusivamente
retina e papila nos Caprinos 1, 2 e 4, que apresentaram cegueira irreversivel.
No Caprino 4, o qual foi necropsiado na fase aguda da intoxicacao,
observaram-se areas de amarelamento entremeadas por areas esverdeadas
no tapetum lucidum. Estas alteracdes foram observadas apés a seccédo sagital
de ambos os globos oculares. A papila e o0 nervo éptico estavam mais frageis
ou amolecidas e o tom era mais amarelado. Os Caprinos 1 e 2 foram
necropsiados ja na fase crénica da intoxicacdo e observaram-se alteracfes
semelhantes no tapetum lucidum, além de pequenas areas acastanhadas e
levemente deprimidas, observadas também no tapetum nigrum. A papila estava
diminuida de tamanho e esbranquicada. Ndo havia evidéncia vascular. No
Caprino 3 e no Caprino controle o tapetum lucidum tinha tom azul claro e
alguns pequenos vasos estavam evidentes e avermelhados.

Nos Caprinos 6 e 7, as alteracfes de necropsia mais evidentes foram no
figado e intestino delgado. Os lobos apicais pulmonares tinham areas de
broncopneumonia supurativa cranio-ventral e focalmente extensa compativel
com broncopneumonia bacteriana. No lobo medial esquerdo do figado, havia
areas extensas, com cerca de 5 cm de diametro, branco-amareladas (Figura
20) e secas, que se aprofundavam no parénquima, bem delimitadas por areas
aparentemente normais do parénquima hepatico. A serosa e a mucosa do
intestino delgado estavam difusamente hiperémicas. O encéfalo estava com a
superficie brilhante e as circunvolugfes levemente achatadas.

No Caprino 8 as alteracdes de necropsia se restringiram ao globo ocular
e nervo optico. O tapetum lucidum estava com areas multifocais amareladas ou
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acastanhadas e a papila com aspecto acinzentado. A porcao intradssea do
nervo optico estava mais estreita que as outras porgdes (Figura 21).

9.4 Achados histopatolégicos

Nos Caprinos 1 e 2 ndo foram observadas lesdes microscopicas nos cortes
de encéfalo examinados. No Caprino 5 (primeiro controle), alteracdes
microscopicas ndo foram observadas em nenhum dos tecidos examinados. Na
retina dos Caprinos 1 e 2 as alteracbes foram semelhantes. Havia
desaparecimento da camada nuclear interna da retina, nas regides préximas a
papila. No Caprino 2 havia areas multifocais com desaparecimento dos ndcleos
da camada nuclear interna. Nao foram observados neurdnios na camada
ganglionar em varios locais (Figura 22). Em alguns locais da retina observou-se
invasdo das camadas nucleares por células pigmentares. No nervo Gptico, na
porcdo intraorbital, havia hipercelularidade com aumento do numero das
células gliais e microgliais e perda da orientacdo das fibras nervosas com
neovascularizacéo irregular. Na porcéo intracanalicular e quiasma 6ptico além
das alteracdes anteriores havia vacuolizacdo, pequenas camaras de digestédo
com gquantidades variaveis de células “gitter” e infiltrado inflamatdério linfocitario
perivascular leve.

No Caprino 4, as alteracbes observadas nos segmentos do encéfalo
foram de edema intramielinico moderado. Essas alteracdes foram observadas
principalmente na  substdncia branca do cerebelo e cérebro,
predominantemente perivasculares. A vacuolizacdo do neuropilo foi observada
na regido dos pedunculos cerebelares, proximos aos ndcleos cuneato, vago e
hipoglosso, no trato Optico, nas areas periventriculares e perimeningeais.
Nessas areas, também havia tumefacdo das células da glia. Em toda a
extensdo de nervo e quiasma o6pticos havia acentuado edema intramielinico.
Nas alteracBes espongiosas, os vacuolos eram redondos ou alongados e
conferiam as areas afetadas da substancia branca, uma aparéncia rarefeita na
mielina. Na retina observou-se edema e vacuolizacdo dos neurdnios da
camada ganglionar e da camada de fibras do nervo 6ptico.
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Figura 20. Intoxicacdo experimental por closantel. Caprino 6. Area branco-
amarelada delimitada por uma linha hiperémica do parénquima hepatico normal
adjacente caracterizando necrose de coagulacao extensa.

Figura 21. Intoxicagdo experimental por closantel. Caprino 8. Nervos e
guiasma éptico. Observe a porgao intradssea mais estreita, devido a malacia.
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Figura 22. Intoxicacdo experimental por closantel. Caprino 2. Histopatologia
da retina. Ha desaparecimento dos neurénios da camada ganglionar. H.E. X

200.

£ IR SRR AL e o
AR

Figura 23. Intoxicacdo experimental por closantel. Caprino 6. Histopatologia da
retina. Edema acentuado e degeneracdo dos neurdnios da camada ganglionar.
Observe os vacuolos entre as fibras e no citoplasma dos neurénios. H.E. X

400.
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N&do foram observadas alteragbes macroscopicas e microscopicas nos
nervos periféricos, na medula espinhal, figado, rins, érgdos linféides e trato
digestivo dos caprinos descritos acima.

Os Caprinos 6 e 7 mostraram alteracdes microscopicas muito similares.
Alteracdes significativas ocorreram no encéfalo, retina, nervo Optico e figado.
No diencéfalo havia edema intramielinico moderado, caracterizado por
vacuolos pequenos no neurdpilo e tumefacdo das células gliais. Essas
alteracbes eram mais pronunciadas nas areas proximas aos ventriculos
laterais. No mesencéfalo, o edema era caracterizado por vacuolos maiores e
mais numerosos no neurdpilo da substadncia branca além de edema
perivascular bem evidente. No cerebelo, o edema era caracterizado por
numerosos vacuolos pequenos e grandes (até 30 a 40 um), mais numerosos
na substancia branca préximo ao epéndima, na regido dos pedunculos e
também perivascular, caracterizando status spongiosus do parénquima.

Na retina havia edema acentuado das camadas nuclear e plexiforme
interna, camada ganglionar e camada de fibras do nervo 6ptico. O edema era
caracterizado por aumento dos espacos entre os nudcleos e fibras além de
vacuolos de variados tamanhos (Figura 23). Os neurbnios da camada
ganglionar estavam tumefeitos ou com vacuolos intracitoplasmaticos. Em
varias areas, havia desaparecimento desses neurdnios. Essas alteragcfes
conferiam um aspecto mais palido e mais espesso a retina. Além disso, a retina
estava desprendida nas bordas da papila.

A papila Optica também estava mais palida, a taca Optica fisiol6gica
desapareceu e havia numerosos espacgos vazios longitudinais ou redondos
separando as fibras, caracterizando acentuado edema de papila. Em todas as
demais porcdes do nervo Optico (porcdo intraorbital, intracanalicular e
intracanial) havia vacuolizagdo difusa. Os vacuolos eram maiores e mais
numerosos ha porgao intracanalicular (Figura 24).

No figado, as alteracGes consistiam de tumefacdo hidropica e necrose
de coagulacédo predominantemente centrolobular (Figura 25). Entre os corddes
de hepatdcitos havia leve infiltrado neutrofilico. Em alguns I6bulos a alteracéo

atingia também a regido médio-zonal.
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Figura 24. Intoxicagéo experimental por closantel. Caprino 6. Histopatologia do
nervo Optico, porgdo intraorbital. Numerosos vacuolos de variados tamanhos
caracterizando espongiose. H. E. X 100.

Figura 25. Intoxicacdo experimental por closantel. Caprino 6. Histopatologia
do figado. Necrose de coagulacéo e leve infiltrado neutrofilico entre os corddes
de hepatdcitos. H.E. X 100.
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No intestino delgado havia intensa hiperemia da mucosa e da serosa.
Nas amostras coletadas da parte ventral dos lobos apicais havia
broncopneumonia purulenta aguda a subaguda moderada focalmente extensa.
Exames bacteriologicos revelaram o crescimento de Streptococcus spp.

Nenhuma alteracdo foi observada nos ganglios, nervos, medula
espinhal, 6rgéos linféides, coracéo e rins.

No Caprino 08 as alteracdes significativas se restringiam também ao
encéfalo, retina e nervo éptico. No diencéfalo e areas mais frontais ndo foram
observadas lesdes. Ja no mesencéfalo, cerebelo e tronco encefalico havia
edema leve a moderado caracterizado por numerosos vacuolos no neuropilo
das éareas periventriculares e perivasculares. As mesmas lesdes estavam
presentes na substancia branca do cerebelo.

Na retina, na maior parte das seccbes analisadas, havia
desaparecimento de neurdnios da camada ganglionar e a camada de fibras do
nervo optico estava aparentemente colapsada (Figura 26).

Na parte mais cranial da porcao intraorbital do nervo Optico havia intensa
vacuolizac@o na periferia, proximo as meninges e leve aumento no nimero das
células da microglia. Ao exame das demais porcdes (parte mais caudal da
porcdo intraorbital, por¢ao intracanalicular e porcéo intracranial observou-se
acentuada necrose axonal associada a intensa reacdo pelas células da
micréglia. Em toda a extensdo observou-se a formagdo de cé&maras de
digestdo associadas a infiltracdo por células “gitter” (Figura 27). Nessas areas
apenas 0s septos de colageno estdo normais. No quiasma o6ptico também
havia vacuolizacdo e aumento do numero de células gliais e microgliais.

No figado foi encontrado degeneracdo gordurosa difusa moderada dos
hepatécitos. Demais 6rgdos sem alteracoes.

No Caprino 09 (segundo caprino controle) nenhuma alteragcédo clinica,
macroscopica ou microscoépica foi observada.

Alteracfes na cérnea e no cristalino ndo foram observadas em nenhum

dos caprinos, tanto do surto acidental como dos caprinos experimentais.
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Figura 26. Intoxicagéo experimental por closantel. Caprino 8. Histopatologia da
retina. Os neurbnios da camada ganglionar desapareceram e ha espacos
maiores entre as fibras. H. E. X 400.

Figura 27. Intoxicacdo experimental por closantel. Caprino 8. Histopatologia
do nervo o6ptico, porcao intradssea. Numerosas células “gitter” substituindo as
areas de malacia. H. E. X 200.
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10 DISCUSSAO

Os casos de intoxicacdo acidental por closantel em caprinos foram
diagnosticados pela investigacdo epidemiolégica, sinais clinicos, lesdes
macroscopicas e microscopicas e a reproducao experimental em dois caprinos.

Alteracbes clinicas e lesbBes similares em caprinos e ovinos tém sido
descritas na sobredosagem com drogas relacionadas; rafoxanida (salicilanilida)
em ovinos (PROZESKY & PIENAAR, 1977), associacdo de closantel e
albendazole em ovinos e caprinos (OBWOLO et al., 1989), albendazole e
clioxanida (BUTTON et al., 1987; OBWOLO et al.,, 1989). Nenhuma dessas
drogas, com excec¢ao do closantel, foi aplicada nesses animais.

Os resultados do estudo desse surto mostraram que as lesdes da
intoxicagdo por closantel iniciam por edema intramielinico (status spongiosus)
do encéfalo, edema de retina, nervo 6ptico e, se 0s animais sobrevivem,
evoluem para lesdes cronicas caracterizadas por atrofia da retina, neuropatia
Optica crbnica e, ocasionalmente, malacia cerebral.

Alteracfes hepéaticas observadas nos animais desse surto ndo sao descritas
em casos de intoxicacdo por closantel em caprinos (BUTTON et al., 1987;
OBWOLO et al, 1989) e ovinos (OBWOLO et al., 1989; OLIVEIRA
CANAVESSI et al., 1998), mas insuficiéncia hepatica foi diagnosticada
clinicamente na intoxicacéo por closantel em um cdo (MCENTEE et al., 1995).
Necrose hepatica somente foi relatada por Brown et al. (1972), através de
estudo experimental em cdo com rafoxanida (salicilanilida).

Hepatopatias toxicas agudas sdo caracterizadas por degeneracdo e/ou
necrose de coagulacao das células hepaticas. Hemorragia e, leve a moderada
infiltracdo de neutrdfilos, sao frequentemente encontradas has areas
necroticas. Em geral, as triades portais sdo minimamente afetadas nas lesGes
agudas. A usual localizacdo centrolobular ou periacinar de tais lesdes
hepaticas é devido a elevada concentracdo nessa zona de enzimas oxidases

microssomais de funcdo mista responsaveis pelas biotransformacdes, isto €,
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detoxificacdo e excrecdo de substancias xenobidticas (KELLERMAN et al.,
1990; KYLE e FARBER, 1991; KELLY, 1993). O figado é o principal local de
metabolizacdo do closantel, sendo degradado em monoiodoclosantel, porém,
mais de 90% da droga € liberada sem metabolizacdo pelo fluxo biliar
(MICHIELS et al., 1987; HENNESSY et al.,, 1993). Na sobredosagem, maior
guantidade da droga pode se acumular rapidamente no figado em decorréncia
da ramificacdo da veia porta, que traz as substancias absorvidas no intestino.
De acordo com Kelly (1993) pode haver diferencas consistentes na
suscetibilidade das lesbes entre os lobos hepaticos, algumas das quais
atribuidas a diferencas no fluxo sangiineo, arquitetura biliar e localizacao
anatomica.

O anti-helmintico disofenol (2,6-diiodo-4-nitrofenol) ja foi descrito como
causa de necrose hepatica aguda centrolobular a massiva em caprinos apos
receberem doses terapéuticas desta droga. No entanto, alteragbes oculares e
do sistema nervoso central ndo sao descritas (SOARES et al., 2001).

A causa da coloracdo verde da urina ndo pbéde ser determinada. Um
aspecto semelhante é descrito na intoxicacdo por closantel em céaes
(McENTEE et al., 1995) e, nesses casos, havia aumento na densidade da urina
e marcada bilirrubindria. Associando essa descricdo a intensa necrose hepatica
aguda observada nesses animais e, a auséncia de eliminacéo significativa do
produto pela urina (MICHIELS et al., 1987) pode-se sugerir que o pigmento da
urina seja bilirrubina.

Van Cauteren et al. (1985), num estudo sobre os efeitos toxicos do
closantel em ovinos, relata cegueira ou diminuicdo transitoria da visdo em
alguns animais indicando que os olhos deveriam ser os 6rgdos alvos da
intoxicacdo. No entanto, nenhuma avaliacdo oftalmica ou patolédgica foi descrita
sobre estes 6rgaos.

Gill et al. (1999) e Barlow et al. (2002), descrevem alteracbes
histopatolégicas de nervo Optico e retina resultantes da intoxicacdo por
closantel, no entanto, alteracdes observadas através de exame oftalmico nédo

sdo descritas.
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Nos caprinos experimentais, a intoxicacdo por closantel produziu uma
doenca caracterizada principalmente por sinais clinicos de cegueira e lesdes
relacionadas ao nervo optico, retina e encéfalo.

Na oftalmoscopia de fundo de olho, uma das primeiras alteracdes
observadas na fase aguda foi o papiledema. O papiledema é o edema da
“cabeca” do nervo Optico. A patogenia ndo estd bem determinada, mas
algumas teorias incluem obstrucdo da drenagem vascular e linfatica do disco,
edema da substancia branca cerebral estendendo-se ao longo da bainha de
mielina do nervo Optico, hipertenséo intraocular e neoplasias (SLATTER, 1990;
MILLER e GELATT, 1991). Est4 também incluido o efeito toxico direto ou
hipoxia nos oligodendrdécitos, originando edema intramielinico no nervo optico.
Este edema resulta em compressao do nervo no interior do canal éptico e
consequente necrose tecidual (JUBB e HUXTABLE, 1993; SUMMERS et al.,
1995). O papiledema observado pela oftalmoscopia foi confirmado pela
histopatologia, mas a patogenia ndao foi comprovadamente determinada. O
edema estendia-se por toda a extensdo do nervo éptico. Possivelmente sua
ocorréncia deve-se a uma acdo citotoxica da droga nos oligodendrécitos. E
provavel que o edema de papila por si proprio ndo causa impedimento visual
(SLATTER, 1990). De fato, neste experimento, o caprino que recebeu 50mg de
closantel via oral dose Unica apresentou apenas edema leve de papila e ndo

apresentou dificuldade visual aparente.

As areas intensamente amareladas de aumento da refletividade do tapetum
lucidum foram interpretadas como um sinal oftalmico de degeneracdo aguda da
retina. Lesdo bilateral e de intensidade semelhante foi observada nos cinco
caprinos que receberam 10 vezes a dose terapéutica 2 a 5 dias apos receber a
droga. O aumento da refletividade do fundo tapetal a luz € devido a atrofia da
retina (SLATTER, 1990), pois esta quando degenera, aumenta a refletividade
do tapetum. A aparéncia granular do tapetum se altera para um reflexo
homogéneo. Essas alteracbes sdo de degeneracdo aguda da retina sendo
confirmadas pelo exame histopatolégico e similares ao surto relatado
anteriormente. As lesdes agudas de fundo de olho também foram similares as
encontradas em cao (McENTEE, 1995) e em ovinos (BORGES et al., 1999). A
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atenuacgdo dos vasos da retina também é um sinal de degeneracgéo da retina.
Nos caprinos que desenvolveram cegueira neste experimento, observou-se a
atenuacédo vascular na fase subaguda e a atrofia vascular foi evidente na fase
cronica do quadro toxico.

A retina tem elevada atividade metabdlica e suprimento sangiineo precario,
sendo particularmente suscetivel a interrupgcdes no suprimento sangiineo.
ApoOs iniciar a hipoxia, ha morte das células da retina e desintegracdo dos
elementos neurais resultando em atrofia. A retina ndo tem capacidade
regenerativa e alteracdes nos elementos neurais e células fotorreceptoras séo
irreversiveis (SLATTER, 1990; ALBERT e DRYJA, 1999; BROOKS, 1999b).

Alteracbes de postura e comportamento foram observadas apenas nos
caprinos que possuiam menor peso e eram jovens. Com relacdo ao surto
acidental, no qual foi utilizada a mesma dosagem, o estado nutricional dos
caprinos era médio a regular e possivelmente maior quantidade da droga
esteve disponivel na corrente sanguinea. O produto closantel se liga
fortemente as proteinas plasmaticas, principalmente albumina e a taxa na qual
a albumina é metabolizada pode influenciar a taxa de elimina¢do da droga para
o0 organismo (HENNESSY et al., 1993). Caprinos saudaveis e bem nutridos
podem ter niveis maiores de proteina (ROTHWELL et al., 2000). Os Caprinos
1, 2 e 4, embora ndo tenha sido feita a dosagem de proteina, poderiam ter
niveis maiores de albumina, pois se encontravam em excelente estado
nutricional. Neste caso, possivelmente absorveram maiores quantidades da
droga no plasma, disponibilizando menores quantidades para os tecidos. Desta
forma, pode ter retardado e/ou diminuido o efeito toxico para os tecidos,
justificando o efeito ndo letal, as alteracdes encefédlicas menos intensas e a
auséncia de alteragbes hepéticas. Assim, acredita-se que quanto mais
debilitados forem os animais, maior o efeito da droga e dosagens bem menores
podem causar intoxicacdo como ja observado anteriormente (BARLOW et al,
2002) em que caprinos que receberam dosagem duas a trés vezes maior que a
dosagem terapéutica apresentaram quadro de intoxicacao.

Para sustentar melhor as observacfes anteriores, na segunda etapa do

experimento, pode-se correlacionar os resultados da determinagdo dos niveis
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de albumina sérica obtidos dos caprinos, o estado nutricional e o efeito da
droga. Segundo Meyer e Harvey (1998), diminuicbes séricas de albumina
ocorrem na ma nutricdo, quando a proteina na dieta € insuficiente.

Os Caprinos 6 e 7, que apresentaram teores de albumina sérica abaixo do
normal (1,80 g/dl e 1,90 g/dl, respectivamente) mostravam quadro clinico
superagudo e lesdes agudas no encéfalo, retina e nervo 6ptico, além de
necrose hepatica, alteracdes similares a dos caprinos que morreram ha
intoxicacdo acidental e que tinham condicdo nutricional ruim. Ja o Caprino 8,
com teores albumina de 3,0 g/dl e estado nutricional bom apresentou quadro
clinico mais brando, nao letal, tendo como sequiela apenas a cegueira, similar
aos Caprinos 1, 3 e 4 que também tinham estado nutricional bom e
provavelmente, niveis normais de albumina. Importante salientar que todos os
caprinos do estudo experimental receberam sobredose igual aos caprinos da
intoxicagdo acidental. De acordo com Coles (1986), o valor normal para
albumina em caprinos € de 3,95 g/dl e para Kaneko et al. (1997) o valor sérico
normal de albumina em caprinos € de 3,3 g/dl. Radostits et al. (2004) relaciona
niveis normais de albumina para bovinos, ovinos, suinos e eqlinos acima de
2,0 g/dl e ndo fornece dados para caprinos. Segundo Coles (1986), ha
discrepancia na literatura sobre os valores normais devido a variagdo de
técnicas utilizadas. Bain (1986) recomenda o uso do teste Verde de
Bromocresol, corante que possui alta afinidade de ligacdo com a albumina e a
cor resultante pode ser medida colorimetricamente entre 600 e 640 nm no
fotbmetro.

Diarréia verde-escura foi observada no Caprino 1, 6, 7 e 8 como observado
por Obwolo et al. (1987) e ndo foram observadas alteracbes na coloracdo da
urina como observado no surto acidental da intoxicacdo. Possivelmente, a
causa da diarréia pode ser o efeito irritativo do composto na mucosa, pois, a
mucosa estava bastante hiperémica e de acordo com Webster Junior et al.
(1998) essas drogas podem ter efeito irritativo na mucosa intestinal.

As lesBes microscépicas encontradas nos caprinos desse experimento sdo
de 3 tipos; status spongiosus agudo, edema e malacia do nervo e quiasma

Optico e retinopatia degenerativa. A toxina pode chegar a retina, nervo optico e
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encéfalo via vasos sanguineos a semelhanca do que aparentemente ocorre na
intoxicacdo por S. imbricata (MAIN et al.,, 1981). A neuropatia Optica e
retinopatia parecem resultar de efeitos toxicos separados (GILL et al., 1999).
Estes autores interpretam que a perda de neurbnios da camada ganglionar
resulta de degeneragdo retrégrada secundaria a axonopatia Optica
compressiva. Segundo Main et al. (1981) e Gill et al. (1999) degeneracéo
transinaptica ndo ocorre, assim sendo, a lesdo da retina devido a neuropatia
ndo progride além dos neurdnios ganglionares, mesmo se 0 nervo Optico for
completamente seccionado. Nos caprinos deste experimento, como no surto
espontadneo, o exame microscopico dos casos agudos revelou alteracbes
primarias de edema no nervo O6ptico e substancia branca do encéfalo.
Alteracdes de retina ocorreram na camada de células ganglionares e também
nas outras camadas celulares sugerindo um efeito toxico direto da droga em
todas as células da retina. Nos casos cronicos ndo foram observadas
alteracdes no encéfalo e as alteracBes no nervo Optico eram mais acentuadas
na porcdo intracanalicular (intradssea) até o quiasma O6ptico e em alguns
animais (caprinos 1, 2 e 8), a porcdo intraorbital do nervo Optico estava
preservada.

Possivelmente, o edema intracelular e intramielinico que se observa nos
casos agudos, resultam de efeito citotdéxico da droga sobre os oligodendrdcitos
(VAN DEN BOSSCHE et al., 1979). A droga interfere com a sintese de ATP
pela mitocondria das células propiciando o desenvolvimento de edema
intracelular agudo. A perda de células ganglionares e demais elementos
neurais da retina também poderiam ser relacionados com o efeito citotoxico da
droga. Essa teoria é sustentada pelos resultados do experimento in vitro com
closantel utilizando hepatocitos de rato, cujas células tiveram deplecdo e
paralisia na producéo de ATP mitocondrial (BACON et al.,1998), demonstrando
assim o efeito citotoxico da droga nas células somaticas.

E provavel também, que as lesbes cronicas observadas na camada nuclear
interna da retina sejam conjuntamente decorrentes de hipéxia por compressao
dos vasos devido ao edemaciamento do nervo Optico, pois nos caprinos com
evolugéao cronica (Caprinos 1 e 2) desse experimento a atrofia vascular era
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bastante evidente e as lesdes da retina foram progressivas. Ainda, nestes
caprinos a papila estava palida, diminuida de tamanho, com contornos
irregulares e areas negras peripapilares. De acordo com Slatter (1990), o disco
optico torna-se palido devido a perda de capilares na sua superficie e pela
atrofia das fibras nervosas.

Stephenson et al. (2000) estudando o efeito do closantel como inibidor das
enzimas (quinases) do sistema de transcricdo de sinal em bactérias, mostra
gque este composto tem capacidade de ligacdo covalente com diversas
proteinas, podendo se ligar tanto em receptores de membrana como em
proteinas intracelulares. Esse estudo também fornece sustentacdo ao efeito
citotoxico dessa droga.

Necrose do tecido linféide nos linfonodos e demais tecidos hemocitopoéticos
de ovinos intoxicados com salicilanilidas como relatados por Swan (1999), ndo
foram observados nos caprinos aqui examinados.

A depressdo e ataxia observadas nas intoxicacbes agudas pelo closantel
sao decorrentes do edema cerebral agudo (BUTTON et al., 1987; OBWOLO et
al., 1989; GILL et al., 1999) e semelhante ao que ocorre nas intoxicacdes pelo
Helichrysum argyrosphaerum (BASSON et al., 1975; VAN DER LUGT et al.,
1996), Stypandra imbricata (MAIN et al., 1981) e Stypandra glauca
(WHITTINGTON et al., 1988).

Ataxia € um defeito proprioceptivo inconsciente que se evidencia como
incoordenacédo durante a marcha. Pode causar cambaleio do corpo ou abducéo
exagerada dos membros ao caminhar, sinais clinicos relacionados a lesdes no
tronco encefalico e cerebelo (BARROS et al., 2006).

Uma tolerancia a droga semelhante a que ocorreu no caprino que recebeu
50 mg/kg dose Unica via oral, ja foi relatada anteriormente em ovinos (VAN
CAUTEREN et al.,, 1985). Esses autores observaram grande tolerancia ao
closantel no estudo em ovinos com doses nos niveis de 10 a 40 mg/kg via oral.
Porém, deve-se salientar que este caprino estava em excelente estado
nutricional, sugerindo menor disponibilidade da droga para os tecidos devido a

sua ligacdo com as proteinas do plasma.
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Caprinos que apresentaram sinais clinicos de depressdo e ataxia dos
membros (1 e 4) se recuperaram completamente sem apoio terapéutico ao
contrario do que é afirmado por Borges et al. (1999) e Mcentee (1995), que o
uso de corticoides, fluidoterapia e albumina sdo responsaveis pela
recuperacgéo. Possivelmente, esses sinais regridem quando o edema cerebral
ndo € muito grave a ponto de levar a malacia e quando regride, ndo restam
sequelas graves. No Caprino 2, que apresentou esses sinais, ndo se observou
gualquer alteracdo microscopica no encéfalo.

O edema intracelular foi evidente nos oligodendrdcitos e astrocitos das areas
alteradas. Segundo Summers et al. (1995), o edema intracelular afeta
astrocitos e oligodendrécitos podendo ter origem vasogénica ou citotoxica.
Quando os oligodendrdcitos sdo afetados, a substéncia branca mostra uma
aparéncia de espongiose devido ao edema intramielinico com separacédo da
bainha de mielina na linha intraperidédica. Esta alteracdo foi caracteristica no
encéfalo e no nervo Optico nos casos agudos.

No diagnéstico diferencial da intoxicacao por closantel em caprinos, deve-se
fazer um estudo epidemiol6gico para investigar se houve vermifugacdo com
anti-helminticos da familia dos salicilanilidas, ou para a possivel ingestao das
plantas que causam alteracbes semelhantes.

A utilizacdo de outras drogas retinotoxicas, como o antibiotico enrofloxacina
também deve ser investigada. De acordo com Gelatt et al. (2001), a
enrofloxacina causa degeneracdo aguda e difusa da retina, mas ndo séo
descritas alterag6es no nervo Optico ou em outros tecidos.

Algumas plantas toxicas que causam alteracdes clinicas e patoldgicas
similares e devem ser consideradas no diagndstico diferencial sdo Helichrysum
argyrosphaerum (BASSON et al., 1975; VAN DER LUGT et al.,, 1996),
Stypandra imbricata (MAIN et al., 1981) Stypandra glauca (WHITTINGTON et
al., 1988) e samambaia (Pteridium aquilinum) (WATSON et al., 1972; HIRONO
et al., 1993).

As intoxicagbes por Helichrysum argyrosphaerum (BASSON et al., 1975;
VAN DER LUGT et al.,, 1996), Stypandra imbricata (MAIN et al., 1981) e
Stypandra glauca (WHITTINGTON et al., 1988) causam midriase bilateral
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persistente e lesdes de espongiose no cérebro e nervo Optico, além de
astrogliose.

Na intoxicacdo pela samambaia as alteracdes s&o basicamente de
degeneracdo progressiva da retina seguida de atrofia. Ndo sédo descritas
alteracbes no nervo optico e cérebro (WATSON et al., 1972; HIRONO et al.,
1993). No Brasil ndo ha relatos relacionados a cegueira causada pela ingestédo
de samambaia em animais e a demais plantas relacionadas nao séao

encontradas no territério nacional.
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11 CONSIDERACOES E CONCLUSOES

A intoxicagdo por closantel foi comprovada atravées do estudo
epidemiologico, da avaliacdo clinica e patologica e pela reproducéo
experimental.

O estudo experimental comprovou que:

1. A sobredosagem por closantel causa danos irreversiveis na retina e papila
Optica como pode ser observado pela oftalmoscopia e confirmado pela
histopatologia.
2. Danos irreversiveis pela sobredosagem de closantel também ocorrem no
nervo optico e substancia branca do encéfalo. A lesdo no nervo 6ptico ocorre
principalmente na porcdo intradssea e parece resultar de compressdo e
isquemia.
3. As alteragbes de edema intracelular agudo nas células da retina, nervo
optico e substancia branca possivelmente devem-se ao efeito citotoxico da
droga.
4. A necrose hepética aguda com distribuicdo massiva ocorre quando a
sobredose € aplicada em animais jovens e com menor peso.
5. Em animais jovens e mal nutridos o efeito da sobredose geralmente ¢ letal.
6. O estado nutricional e os niveis de proteina sérica possivelmente tém
relacdo com a dose e o efeito toxico e letal. O closantel, apds ser absorvido
para a corrente sanguinea, pode se ligar fortemente as proteinas do plasma, e
assim, quando o0s niveis plasmaticos de proteina estdo diminuidos, maior
guantidade da droga pode estar disponivel para os tecidos determinando
graves lesdes.

Para a prevencdo destes problemas, cuidados maiores com relacdo a
dosagem e peso devem ser tomados principalmente em animais com menor
peso ou mal nutridos. Ainda, preferir formulacées com concentracdes menores

ou associacgoes.
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ANEXO 1

Artigo 1:

Closantel toxicosis in kid goats

Situacéo: Publicado na revista Veterinary Record.

(http://veterinaryrecord.bvapublications.com)
v.159, n.17, p.564-566, 2006.
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FIG 2; Clinical and
microscopic findings
inthe liver of a
seven-month-old
cross Saanen goal
with accidental acute
closantel loticosis, five
days atter cosante]
administration.
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Artigo 2:

Outbreak of enterocolitic salmonellosis on a wild pig farm.
Situacao: Publicado na Revista Veterinary Record.
v.158, n. 7, p. 242-243, 2006

102



SHORT COMMUNICATIONS

[ (2000) Canine dirofilariosis in two cities of southeastern Spain. Veterinary
Parasitology 92, 81-86

CHOWDHURY, N. (2001} Indian subcontinent. In Helminths of Wildlife. Eds
N. Chowdhury, A. Alonso Aguirre. Enfield; Science Publishers. pp 287-368

DESPORTES, C., (1939/40) Nowvelle description de U'extrémité céphalique de
Padulte de Dirofilaria immitis (Leidy, 1856). Annales de Parasitologie Humaine
et Comparée 17, 405-414

FUELLEBORN, F. (1912) Zur morphologie de Dirofilaria intmitis Leydi, 1836,
Zenmtralblatt fiir Bakteriologie, Parasitenkunde, Infektionskrankbeiten und
Hygiene 63, 341-349

GENCHI, €., GUERRERQ, J., DI SACCQ, B, & FORMAGGINI, L. (1992)
Prevalence of Dirofifaria immitis in Italian cats. Proceedings of the
Heartworm Symposium '92. Ed M. I, Soll. Batavia, USA, March 27 to 29,
1992, pp 97-102

KENNEDY, 8. & PATTON, 5. {1981) Heartworms in a bengal tiger (Panthera
tigris). Journal of Zoo Animal Medicine 12,20-22

KRAMER, L. & GENCHI, C. (2002) Feline heartworm infection: serological
survey of asympromatic cats living in northern Italy. Veterinary Parasitology
104, 43-50

LOK, 1. B. (1988) ‘Dirofilaria’ sp: taxonomy and distribution, In Dirofilariasis.
Eds P. F. L. Borehany, R. B. Atwell. Boca Raton, CRC Press. pp 1-28

MCCALL, J. W., DZIMIANSKI, M. T, MCTIER, T. L., JERNINGAN, A. D).,
JUN, 1. ., MANSUR, A. E., SUPAKOREDE]. P, PLUE, R. L., CLAK; . N.,
WALLACE, D. H, & LEWIS, R. E. (1992) Biology of experimental heartworm
infection in cats. Proceedings of the Heartworm Symposium "92. Ed M. D.
Soll. Batavia, UsA, March 27 to 29, 1992. pp 71-79

MURATA, K., YANAL T., AGATSUMA, T. & UNL, S. (2003) Dirofilaria imimi-
tis infection of a snow leapard (Uneia wicia) in a Japanese zoo with mito-
chondrial DNA analysis. Journal of Veterinary Medical Science 65,945-947

OKADA, R, IMAL S, & ISHIL, T. (1983) Clouded leopard, Neofekis neburosa,
new host for Dirofilaria immitss. Japanese Journal of Veterinary Science 45,
849-832

PAUL-MURPHY, J., WORK, T,, HUNTER, D,, MCFIE, E. & FIELLINE, D,
11994) Serologic survey and serum biochemical reference ranges of the free-
ranging mountain lion (Felis concolor) in California. Journal of Wildlife
Diseases 30,205-215

PENCE, I B, TEWES, M. E. & LAACK, L. [.. (2003) Helminths of the ocelot
from southern ‘Texas. Journal of Wildlife Diseases 39, 683-689

PRIETO, G., MCCALL, J. W., VENCO, L., ( 11, M., SIMON, F &
GENCHI, C. (2001) IgG response against infective larvae of Dirofilaria imnii-
tis in experimentally infected cats, Veterinary Research 32,93-96

WONG, M. M. & BRUMMER, M. E. (1978) Cuticular morphology of five
species of Paofilariar & scanning electron microscope study. Journal of
Parasitology 64, 108-114

YAMAGUTI, S, (1961) Systema Helminthum. Vol L. The Nematodes of
Vertebrates. Part 1. New York, Interscience Publishers. pp 660-664

Outbreak of
enterocolitic
salmonellosis on
a wild pig farm

R. Ecco, R. M. C. GUEDES, E. Tury,
H. L. SANTOS JUNIOR, S. PERECMANIS

SALMONELLOSIS, caused by various serovars of Salmonella,
is a common zoonotic disease (Barker and others 1993, Pérez
and others 1999). Salmonella enterica subspecies enterica is a
facultative aerobic and intracellular bacterium with distinet
serovars. [nvasive strains or serovars possess genetic infor-
mation that allows survival and multiplication of the bacteria
in the cytoplasm of macrophages, causing bacteraemia. There
are two forms of salmonellosis in pigs. The septicaemic form
can be caused by either Salmonella Choleraesuis or Salmonella
Dublin. Salmonella Typhimurium and Salmonella Typhisuis

242

are usually involved with the enterocolitic form of the disease
(Barker and others 1993, Schwartz 1999),

Reports of salmonellosis in wild pigs are rare. An outbreak
of the septicaemic form, caused by § Choleracsuis, in wild pigs
in Spain showed similar characteristics to the discase in domes-
tic pigs (Pérez and others 1999), The isolation and typing of
Salmonella species from cases in pigs is uncommon in Brazil.
This short communication describes the clinical and patho-
logical aspects of an outbreak of enterocolitic salmonellosis
caused by serovar Saintpaul on a wild pig (Sus scrofa) farm.

There were approximately 500 animals on the farm,
including the breeding herd and nursing and growing-
finishing animals. Eighty animals died and were examined
postmortem between August and December 2002; 40 of these
animals were found to have lesions in the large intestine and
five of them also had lesions in the small intestine. The deaths
started just after the introduction of five wild boars from
another farm, where they had been used for breeding, Higher
mortality rates were observed after weaning (weaning age 50
to 55 days), in pigs between 50 and 90 days of age; however,
five affected animals were 30 days old. The clinical signs were
characterised by reduced growth rate, inappetence, greyish
diarrhoea and a fever of approximately 40°C.

Twenty of the 40 pigs that had intestinal lesions also had
lung lesions of enzootic pneumonia. The intestinal lesions
were observed mainly in the large intestine and were similar
among the animals, but varied in their severity. Most of the
lesions in the large intestine were observed in the caecum and
spiral colon, which showed multifocal to diffuse areas of
fibrinonecrotic colitis. Acutely affected animals had linear,
circular or even diffuse areas of necrotic mucosa, with yel-
lowish, friable material forming a diphtheric membrane
firmly adhered to the intestinal wall. Two eight-month-old
animals had circular ulcers, ranging between 0-5 and 20 cm
in diameter, in the caccum. Tubular casts of fibrin and
necrotic material were occasionally observed in the lumen of
the large intestine (Fig 1).

Histology revealed superficial necrosis of the mucosa with
fibrinonecrotic membranes in acute and subacute cases (Fig
2). In some samples, the mucosa and submucosa were deeply
atfected with necrosis of the lymphoid nodules due to fibri-
noid degeneration, and necrosis of blood vessels and forma-
tion of thrombi. Moderate infiltrations of macrophages,
lymphocytes and plasma cells were observed in the lamina
propria and submucosa. [n the more chronic lesions, the nor-
mal crypts and intestinal glands in the mucosa and lymphoid
nodules in the submucosa were replaced by connective tis-
sue fibrosis.

S enterica was isolated from samples of affected areas of
the large intestine submitted for microbiological analysis.
Typification of this isolate, performed at the Oswaldo Cruz
Institute, showed it to be of the Saintpaul serovar. No patho-
genic bacteria were isolated from the spleen, mesenteric
lymph nodes, liver or lung submitted for bacteriology.
According to Barker and others (1993) and Schwartz (1999),
bacteria do not usually spread to the mesenteric lymph nodes
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FIG 1: Colon of a
farmed wild pig

with enterocolitic
salmonellosis, showing
tubular casts of fibrin
and necrotic material
in the lumen
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FIG 2: Superficial
necrosis associated
with a fibrin exudate
(arrow) in the colon
of a wild pig with
enterocolitic
salmonellosis.
Haematoxylin and
eosin. x 100

in cases of the enteric form of salmonellosis, and the inflam-
mation is restricted to the intestine. Infection with Salmonella
Saintpaul and isolation of the serovar have been reported in
human beings (Taylor and others 2000), camels (Wernery
1992), horses (Hird and others 1984), sheep (Melnnes 1971)
and turkeys (Baggesen and others 1996). Langenegger and
others (1983) have identified S Saintpaul in Brazil and other
Latin American countries, where it constituted 2-08 per cent
of the Salnonella serovars isolated. However, these reports
were based on isolation and typification only, with no char-
acterisation of lesions,

Sections of affected areas of the small and large intestines
were stained immunohistochemically using monoclonal
antibody specific for Brachyspira species (Fisher and others
1997) or polyclonal antibody specific for Lawsonia intracel-
lularis (Guedes and Gebhart 2003). In addition, DNA was
extracted from three 5 pm sections of four different para-
ffin blocks of intestinal lesions representative of those
described above for pcr. The primers used targeted the
Clostridium perfringens type C toxin genes (Buogo and oth-
ers 1995), pcr and immunohistochemistry were negative for
the tested samples. Based on these results, it seems unlikely
that these enteropathogenic agents were involved in the
pathological process.

Poultry and other small wild birds are possible sources
of Salmonella infections for human beings and domestic ani-
mal species. Epidemiological investigations have shown the
presence of § Saintpaul in poultry and wild bird species
(Trwin and others 1994, Reche and others 2003). S Saintpaul
has been reported in human beings without diarrhoea
(Ferreira and others 1984, Leal and others 1987) and also in
clinical cases of diarrhoea in which water was the source of
the infection (Baggesen and others 1996). It was not possible
to determine the source of the infection in the present case.
However, the introduction of wild boars from a farm that
used them for breeding, and the timing of the outbreak on
thewild pig farm, just after their arrival, suggest that the wild
boars were carriers and introduced the salmonellae to the
wild pig farm. It is very common for pigs infected with
Salmonella to become carriers, and the bacteria can be shed
in their faeces, mainly when the animals are stressed, for
example, when they are transported (Barker and others 1993,
Schwartz 1999).

To the best of the authors” knowledge, this is the first
report of Salmonella-induced enterocolitis in wild pigs, espe-
cially one caused by § Saintpaul. The ¢linical and pathologi-
cal characteristics were similar to those observed in the
enterocolitic form of salmonellosis in domestic pigs. Based on
the severity of the lesions and the significant mortality on the
wild pig farm, the authors believe that when wild pigs are bred
and kept under an intensive production system they are as
susceptible to Salmonella as, or even mor- susceptible than,
domestic pigs.
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ANEXO 3

Artigo 3:

Mixed thymoma in a cow.
Situacao: Publicado na Journal Veterinary Diagnostic Investigation.
v. 18, p. 503-507, 2006
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1 Vet Diagn Invest 18:503-507 (2006)
Mixed thymoma in a cow

Roselene Ecco,' Ingeborg M. Langohr, Erno Tiry, Helvécio L. Santos Janior, Gabriel C. Jacobina

Abstract. A neoplastic mass measuring 25 = B % 3 cm was found in the mediastinum ol a 10-vear-ald
Holstein cow. The neoplasm was encapsulated, multilobulated, and cystic, Several firm adhesions were present
between the neoplasm and the right cranial lung lebe and the ipsilateral side of the pericardial sac, Under

From the Programa de Patologia Molecolar, Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia, Asa Norte, T0%10-%x), Brasilia, DF,
Brazi (Eoco), Ammal Disease DMagnostic Laboratory, School of Veterinary Medicine, Purdue University, West Lafayette, IN 4797, 1/54
{Langohr), and Setor de Patologia Animal, Uniio Pioneira da Integragio Hocial (UPIS), SEP SUL E(Q} 71Z%12,
Asza Sul, T0390-125 Brasilia, DF, Braal (Tary, Santos Tmor, Jacobma).

'Cormesponding Author: Roselene Eoco, Departamento de Clinica ¢ Cirurgia Veterméaria, Escola de Veterindria, Universidade Foderal
de Minas Grerais (UFMG), PO Box 567, 31270-%01 Belo Horonte, MGG, Brazl
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micrescoplc examination, the neoplasm waes characterized by solid sheets of spindle epithelial cells
{paneytokeratin and high molecular weight cytokeratin positive) subdivided by librous trabeculas. Numerons
individualized or small aggre gates of mature T-cell (CD3 positive} lvimphocytes were scattered throughout the
necplastic cell population. Based on the gross, histologic, and immunohistochemical findings, the neoplusm

was diapgnosed as a mixed thymoma,

Key words:  Bovine; immunohistochemistry; mediastinum; neoplasia; thymom,

Thymomas are neoplasms of thymic epithelal cells,
accompanied by variable infiltration of benign lympho-
eytes. In human medicine, several histologic classification
schemes have besn proposed for thymomas in an atlempt
to establish criteria of clinical and prognostic significance.
Histelogic and immunophenotypic resemblance to cortical
or medullary thvimic regions, and the relatve number of
epithelial cells and lvmphooyies are the mam [atures
used to classify thymomas in humans ™% In veterinary
medicine, classification of these neoplasms s generally
mide only on the basis of the density of lynphocytes within
the neoplasm, with separation of thymomas inte 3
histologic subtypes: lymphoovie predominant, epithelial
predominant, or mixed,”

Thymic epithelial neoplasms se2m to ocour ot a relatively
high prevalence in cats,” deiry goats,™® and the small
laboratory rodent Praomys ( Mastomys | natalensis,"™ but in
other animal species they are considered uncommon.’®
The scarcity in the veterinary literature of a more de-
tailed description of this neoplasm  specifically in
bovine! S5 10507 senmpted the publication of this case of
thyvmonu of the mixed subtype in a 10-vear-old Holstein
COW.

The cow wis submitted for necropsy o the veterinary
pathology section at the Faculty Unido Pioneira da
Integragiio Social (UPIS), Brasilia, DF, Brazil, following
& history of dystocia leading to death, A complete necropsy
wis perlormed. In the mediastinal region, on the right
craniolateral side of the heart, was a 25 X B X 3¢m
reniform neoplastic mass that extended from the vessels at
the base of the heart (o the apex (Fig. 1) The laeral aspect
of the neoplosm was firmly adhered o the right cranial
lung lobe and the ipsilateral region of the pericandial sac,
with no apparent invasion of the pulmonary parenchyma
and pericardium. The surface of this mass was smooth and
nodular, On cut surlace, the neoplustic parenchyma was

composed of multiple lobules of homogeneous, sefl,
vellowish-white tssue demarcated by white fibrows septa,
This mass had many thin-walled mulilocular cystic
cavities filled with vellow Nuid (Fig, 2). One of the cavities
alio contained small mineralized concretions, In the
gscending portion of the acria, the vascular humen was
dilated over an extension of approximaily 5 cm, forming
a thin-walled sacculaed structure (aneurvam). Additional
gross lindings included poor body condition, endometrtis
associated with retaimed fetal membranes, and acute
abomasal ulcers,

Multiple tissues were collected and fixed in neutral
buffered formaldehvde (10% formalin), embedded in
paraflin, sectioned, and stained with hematoxylin and
eosin (HE). Sections of the neoplastic mass were submitted
to the Indiana Animal Disease Diagnostic Laboratory at
Purdue University for immunohistochemical staining using
mouse monoclonal antibodies zgainst pancytokersting
(cvtokerating AEI/AE3)* and high molecular weight
(HMW) evtokeratins”, and a rabbit polvelonal antibody
against CD3 following previously reported procedurss,™

Histologically, the neoplasm was composed of a dual cell
population: solid shests of ovoid- o spindleshaped neo-
plastic epithelial cells were variably intermingled with well-
differentiated nonneoplastic lvmphocvies, The neoplastic
epithelial cells had ndistingt cell borders, ecsinophilic
evtoplasm, snd [0- o 15-um, ovoid to elongated, often
indented nuclei with linely stippled chromatn and 1 or
multiple prominent nuclecli, Mitoses were rare. Rare
desply basophilic, round, lanellar bodies were miermiied
with the neoplastic cells (Fig 3). In a lew areas, neoplastic
cells with strong eosinophilic cvio plasm and either vesicular
nucle or nuclear debris formed concentric clusters sugges-
tive of abortive Hassall's corpuscle formation {Fig 4).
Multifocally, there were areas of necrosia and [ibrin
exudate surrounded by bemorrhage and siderophages

Figure 1.
a multilobular and cystic neoplastic mass,
Figure 2.
Figure 3.

Bovine mized thymoma, The mediastinam on the fght craniolateral aspect of the heart was filled and expanded by

Bavine mixed thymoma. The cut mirface shows multiple thin-walled cysts filled with straw-colored fhid.
Bovine mixad thymoma. The neoplasm consists of sheetz of ovoid- to spindle-shaped epithelial celk admixed with fewer

mature lymphocytes, Mote the lamellated mineralized body (*). HE stain. Bar = 35 pm.

Figure 4.
resembling Hassall's corpusclks (*). HE stam, Bar = 35 pm,
Figure =

Bovine mived thymoma, Rarely, cpithelial cells with deeply staming cosinophilic eytoplasm form concentric clusters

Bovine mixed thymoma, The bulk of the neoplastic mass 1z composed of oval to spindle epithelinl cells strongly postive

of pancylokeratin, Immunoperoxidase-DAB, Harre hematoxylin counterstain, Bar = 4 ym.

Fijure .

Bovine mived thymoma. The round cell population m this mass is (D3 positive, confirming its T-cell origin,

Immunoperoxidase-DAE, Harri hematoxylin comterstain. Bar = &0 um.
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The stroma was confined mainly to the perivascular spaces,
The intratumoral cystic cavities were lined by a single laver
of atienuated, finely vacuolated, nonciliated epithelium.
Lymphocyies were present either as individualized cells or
in small clusters. The neoplasm was surrounded by a thick,
intact fibrous capsule. The grossly lobulated pattern of
the tumor was induced by delicate bands of lbrovascular
tissue, By immunohistochemical evaluation, the spindle
cells and Hassall's corpuscle formations had strong re-
activity Tor pancytokerating and HMW cytokerating
(Fig. 5). Lymphocytes were CD3 positive (Fig. 6).

The gross and histologic morphology of the tumor in this
case was similar to that described in other cases of bovine
thymoma, 511517 The oecurrence of this tumor is
considered to be wncommon. However, in a histologic
survey of all neoplasms in slaughtered cattle during | vear
in 100 abattoirs in the UK" thyvmomas comprised 5%
of all neoplasms and more than one third of all thyimic
tumors. The authors indicate that thymomas appear to be
relatively common in cattle, and that the tumor may have
gone unrecognized owing to lack of associated clinical signs
or failure (o relate any presenting signs to an underlving
thymic lesion. It is interesting to note that also in Ttaly
the tumor was considered to be relatively common™ and
in South Africa a frequency %) of thymoma in catte
similar to that reported in the Britsh study series was
found,® whereas 1 survey in Canada® and 1 in the United
States' showed a frequency of less than 1% of this tumor
in cattle,

Multilocular cvstic areas were a prominenl gross [eature
of the tumor in this case. These cvsls might represent cvstc
degeneration, a constant feamre in thymomas, "™ '™ Another
possibility is that they represent pseudocysts originating
from invaginations of the surface-lining mesotheli-
uin WS Finally, cysts within thymomas have also been
considered to be dilated and fused lymph cavities® or
perivascular spaces in which the central vessels hawe
disappearad 1218 Cystic thymomas should be distin-
guished from branchial and multilocular thymie cysts and
from thymic carcinomas undergoing cvstic change. Multi-
ple sections might be necessary for a correct diagnosis in
such cases,

The epithehal cells in thymomas can be arranged in
different patterns including solid, trabecular, cribriform,
whorled, or rosettedike® In the present case, neoplastic
epithelial cells formed solid sheets, interspersed by a few
abortive Hassall's corpuscles. Despite their rare occurrence
in thymomas, Hassall's corpuscles are usuall v considered 1o
be helplul diagnostic features of the tumor because they
recapitulate the medullary portion of the normal thymus,
However, it must noted that when present in large
numbers, Hassall's corpuscles usually are an indication of
pre-existing structures surrounded by a mmor other than
thymoma,'® The oocurrence of mineralized lamellar bodies,
also known as calcispherites, was described previously in
other boving thymomas. 17 Tnfiltration of the neoplasm by
ensinophils and their precursors, considered by some 1o be
typical of thymomas,® was absent in this case.

The proportion of neoplastic epithelial cells and non-
neoplastic lvmphocytes in thymomas varies widely between
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tumors and between different lobules of the same wmor.
Based on this finding, thymomas may be categorized in
velerinary medicine as lvmphocyte predominant, epithelial
predominant, or mixed.® When lvmphocyies predominate,
the neoplasm must be differentiated from thymic Ivmpho-
ma. Immunchistochemistry for cvtokeratin is helpful in
these cases, since the pressnce of rare epithelial cells in
serial sections is suggestive of thymoma® Cytokeratin
profiles have been established in human medicine for the
thyvmus and thymomas, and have bezn shown to be
clinically useful in determining the invasive potential of
these neoplasms.” Since a cytomorphologic and histologic
classification of thymomas seems not o be a useful
prognosticator in animals, the use of a pan-specific cocktail
of antibodies for cytokerating is sulficient for the diagnosis
of these tumors in veterinary medicing. The HMW
cvtokerating 10 and 14 (included among the antigens
identified by the antibody anti-HMW cyvtokerating used
in this case) were shown to be expressed by subcapsular,
medullary, and Hassall's corpuscle epithelial cells, but not
by cortical cells of the thymus in humans.’” These
cviokeratin expression patterns suggest that the epithelial
cells of the thymoma in this cow were derived from the
medullary region.

The age of the affected animal is another factor o be
taken intoe consideration o distinguish thymoma from
thymic lvmphoma, the latier occurring in younger animals,
whereas the majority of bovine thymomas occurs in
animals over 3 vears of age >* %517 Another differential-
ing factor includes the likelihood of lvmph node in-
volvement in thymic lymphoma,'” Other neoplasms to be
considered in the differential diagnosis of thyvmoma are
metastatic carcinoma and tumors of the aortic body 5

In the present case, the affected amimal was relatively old,
and immunochistochemistry indicated a predominantly
pancvtokeratin and HMW cvtokeratin positive cell popu-
lation forming the bulk of the neoplasm, consistent with
the diagnosis of thymoma. The neoplastc epithelial cells
were variably intermixed with numerous [vmphocytes that
stained strongly positive with CD3, indicating T-cell
differentiation. Based on these resulis, the tumor was
categorized as “mixed.” In the human medical literature,
thymic neoplasms are classified by different schemes, using
various criteria. >'® When using the World Health Organi-
zation (WHO) or Miller-Hermelink classilication schemes,
the tumor falls inte the “mixed” (type AB thymoma)
category. This category incorporates tumors in which foci
having type A thymoma (composed of neoplastic thymic
epithelial cells with spindle- or oval-shaped nuclei) are
admixed with foci rich in lvmphocytes (a characteristic of
tvpe B thymomas), The segrepation of the 2 patterns can be
either sharp or, as in this case, indistinct.

Thymomas have bean described in different sites of the
body, The anterior mediasunum or thoracic inlet is their
uwsual site of eccurrence, but these neoplasms can also be
sean elsewhere, including the cervical region and posterior
mediastinum, with variable compression of adjacent
structures such as trachea, esophagus, and mediastinal
vessels #6107 The majority of the thymomas are
benign. Local invasion and metastasis are considered by
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most authors 1o be uncomimon, with metasiases being
reported in the pulmonarv and pericardial pleura®
Tung, * 1155 mediastinal lvmph node ' cervical portion
of the thymus,'® kidney® and uterus.? Tn the absence of
any leatures of malignancy in this case, the tumor was
considered to be benign in nature,

Clinical signs associated with thyvmomas are highly
dependent of the location of the neoplasm, Reported signs
in bovine include edema of the ventral head and neck
region,” clinically detectable mass in the thoracic inlet,™
respiratory distress,®"™ dvsphagia,® dull heart sounds?
ruminal tympany,'® anorexia, emaciation, and drop of
milk vield * In other cases (including the present one, where
the emaciated state of the cow was attributed o inadequate
nutrition during gestation), the tumors are incidental
findings a necropsy or al slaughter.™ An additional
finding in this animal was an aneurvsm in the sscending
aorta, This was likelv a result of compression by the
neoplasm onto the artery with poststenotic vascular
dilation, Acute death as a result of rupture of the thoracic
aortic aneurvsm might have occurred eventually, Evidence
of significant compression of the regional major vascula-
ture by the neoplasm further indicates that thymomas
should be included in the differential diagnosis for chronic
congestive heart Tailure,

In summary, this case report describes the gross,
histolegic, and mmunchistochenmcal charactensucs of
a mixed thvmoema in an aged dairy cow, The neoplasm in
this case was too large to be overlooked at necropsy, but
smaller thvinic epithelial neoplasms can easily go un-
recognized at gross inspection. In order 1o establish the true
prevalence of thymic epithelial neoplasms in bovine, which,
as previously indicated *'7 is likelv higher than the
number of reports in the veterinary literature, the thymus
should always be examined carefully when older catte are
submitted for necropsy or slaughter,
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