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RESUMO

LEAL, P.V. Modelos experimentais para o estudo de principios ativos de plantas
toxicas e determinacdo da etiopatogenia de mortalidades em bovinos com causas nao
determinadas. 2018. 109p. Tese de Doutorado - Programa de P6s-Graduagcdo em Ciéncias
Veterindrias. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2018.

Prejuizos econdmicos provocados por doencas sdo fatores limitantes para a atividade
pecudria de bovinos, apesar do impacto econdmico gerado por estas doencas, um elevado nimero
de casos encaminhados para os servicos de diagnéstico permanece sem a determinacéo da causa
morte. Em relacdo as plantas toxicas, apesar dos avancos na determinacdo do diagnostico, da
epidemiologia e quadro clinico patoloégico desencadeado pelas intoxicagdes, o conhecimento sobre
0s principios téxicos da maioria destas plantas ainda é limitado. A principal dificuldade para a
identificacdo do principio toxico é determinar dentre os varios constituintes quimicos da planta qual
ou quais sao os responsaveis pelo quadro clinico patoldgico. O objetivo da presente tese foi estudar
os quadros toxicos que ocorrem no estado do Mato Grosso do Sul, mas que ndo possuem quadro
clinico patolégico e principios quimicos completamente elucidados. Deste modo pretende-se
desenvolver modelos experimentais para o estudo de principios ativos de plantas toxicas e
determinacdo da etiopatogenia de mortalidades em bovinos com causas ndo determinadas. Os
estudos desenvolvidos geraram trés artigos que obtiveram como resultados: Artigo 1 teve como
objetivo reproduzir a intoxicagcdo aguda por oxalato de aménia em ovinos e verificar se as lesées
observadas e os cristais de oxalato permanecem desde de o momento da morte até o momento da
coleta o material para exame histolégico. O experimento foi realizado com a aprovacdo do Comité
de Etica Comité de Uso Animal em Experimentos (CEUA) da Universidade Federal do Mato Grosso
do Sul (UFMS), sob o protocolo CEUA-UFMS 884/2017. Foram utilizados cinco ovinos, higidos,
provenientes de &reas sem a ocorréncia da intoxicacdo por oxalato, sem raca definida, machos e
fémeas com seis a 48 meses de idade e pesos entre 20 e 35 kg. Os animais receberam, por via
oral, através de seringa e misturado junto ao concentrado, oxalato de aménia, nas doses de
1,5g/kg/PV ou 0,5g/kg/PV. Com os resultados concluiu-se que a presencga de cristais ha mucosa do
rimen e em tubulos renais foi um achado constante na intoxicagédo por oxalatos e pode ser usado
como critério para o diagndéstico desta intoxicagdo. A reducdo da observacdo dos mesmos em
funcé@o do tempo decorrido ap6s a morte dos ovinos, indica que este é um fator importante a ser
considerado para excluir esta intoxicacdo quando os cristais ndo sdo observados.; Artigo 2 - Para
testar a suscetibilidade de ovinos a V. rubricaulis e estabelecer os sinais clinicos, achados
laboratoriais e patoldgicos, oito ovinos foram alimentados com doses variadas da planta. O inicio
dos sinais clinicos ocorreu entre 6 e 48 horas ap6s a administracdo de V. rubricaulis e 0s cursos
clinicos duraram de 6 a 56 horas apés a ingestdo. Ascite e hidropericardio foram achados
consistentes. Microscopicamente necrose coagulativa centrolobular a massiva foi observada.
Necrose coagulativa também foi observada em alguns tubulos renais proximais. A gravidade das
lesBGes hepaticas foi proporcional a dose. A analise quimica do carboxiantractilo no material vegetal
de V. rubricaulis apresentou resultado negativo. Conclui-se que o envenenamento por V. rubricaulis
em ovinos possui caracteristica clinica, bioquimica e patolégica de uma hepatoxicose aguda; Artigo
3 - Alintoxicacao por C. incana em bovinos é raramente documentada. Portanto relatou-se os sinais
clinicos e achados patologicos de um caso de intoxicagdo por C. incana em bovinos e o achado
quimico de um potencial desidropirrolizidina toxica na planta. Os achados de necropsia significativos
foram limitados ao figado, que estava marcadamente aumentado e com bordas arredondadas. A
superficie do corte hepatico o parénquima estava vermelho escuro intercalado por extensas areas
alaranjadas. Microscopicamente, o figado apresentava o parénquima periportal parcialmente
obliterado por tecido conjuntivo fibrético com extenséo para outras triades portais (fibrose em ponte).
Houve hiperplasia do ducto biliar, degeneracao gordurosa e a colestase extensa era aparente. No
cérebro, havia status spongiosus. A andlise quimica de C. incana identificou usaramina e usaramina
N-6xido como os principais alcaloides pirrolizidinicos. A concentragdo dos alcaloides variou de
10ug/g no material da folha a 870ug/g na semente. A associacdo dos sinais clinicos, achados
anatomopatoldgicos, fitoquimicos e dados epidemioldgicos possibilitou o diagnéstico da intoxicacao
por C. incana no estado de MS, de modo que este deve ser incluido nos diagndsticos diferenciais
de doencas com sintomatologia neurolégica em bovinos.



57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

12

Palavras chaves: Alcaloides pirrolizidinicos, Crotalaria incana, intoxicacdo por plantas,
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ABSTRACT

LEAL, P.V. Experimental models for the study of active principles of toxic plants and
determination of the etiopathogeny of mortalities in cattle with undetermined causes. 2018.
109p. Tese de Doutorado - Programa de Pés-Graduagédo em Ciéncias Veterinarias. Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, MS, 2018.

Damage caused by diseases are limiting factors for the livestock activity of cattle, although
the economic impact was generated by several cases referred to the emergency services. Regarding
toxic plants, despite the diagnostic progress, epidemiology, and clinical pathology triggered by
poisoning, knowledge about the toxic principles of plant improvement is still limited. The main
difficulty for the identification of the toxic principle is to determine among the various chemical
constituents of the plant which one or which are responsible for the pathological clinical picture. The
objective of the present thesis was to study the toxic pictures that occur in the state of Mato Grosso
do Sul, but that do not have pathological clinical picture and chemical principles completely
elucidated. In this way we intend to develop experimental models for the study of active principles of
toxic plants and determination of the etiopathogeneses of mortalities in cattle with undetermined
causes. The objective of this study was to reproduce the acute intoxication of ammonium oxalate in
sheep and to verify if the observed lesions and the crystals of oxalate remain from the time of death
until the moment of collection the material for histological examination. The experiment was carried
out with the approval of the Committee of Ethics Committee for Animal Use in Experiments (CEUA)
of the Federal University of Mato Grosso do Sul (UFMS), under the protocol CEUA-UFMS 884/2017.
Five sheep were used, from areas without occurrence of oxalate intoxication, with no defined breed,
males and females with six to 48 months of age and weights between 20 and 35 kg, healthy. The
animals were given orally by syringe and mixed with the concentrate, ammonium oxalate at the doses
of 1.5g/kg/PVor0.5g/kg/PV.With the results it was concluded that the presence of crystals in
the rumen mucosa and renal tubules was a constant finding in oxalate intoxication and could be used
as a criterion for the diagnosis of this intoxication. The reduction of the observation of these as a
function of the time elapsed after the death of the sheep, indicates that this is an important factor to
be considered to exclude this intoxication when the crystals are not observed. Article 2 - To test the
susceptibility of sheep to V. rubricaulis and establish the clinical signs, laboratory findings and
pathological findings, eight sheep were fed with varying doses of the plant. The onset of clinical signs
occurred between 6 and 48 hours after the administration of V. rubricaulis and the clinical courses
lasted from 6 to 56 hours after ingestion. Ascites and hydropericardium were found to be consistent.
Microscopically the centrilobular to massive coagulative necrosis was observed. Coagulative
necrosis has also been observed in some proximal renal tubules. The severity of hepatic lesions was
proportional to the dose size. The chemical analysis of the carboxyryractyl in the plant material of V.
rubricaulis presented a negative result. It is concluded that V. rubricaulis poisoning in sheep has a
clinical, biochemical and pathological characteristic of an acute hepatoxic; Article 3 - C. incana
intoxication in cattle is rarely documented. Therefore, clinical signs and pathological findings of a
case of C. incana intoxication in cattle and the chemical finding of a toxic dehydropyrrolizidine
potential in the plant were reported. Significant necropsy findings were limited to the liver, which was
markedly enlarged and with rounded edges. The surface of the hepatic cut the parenchyma was dark
red interspersed by extensive orange areas. Microscopically, the liver had the periportal parenchyma
partially obliterated by fibrotic connective tissue with extension to other portal triads (bridge fibrosis).
There was bile duct hyperplasia, fatty degeneration, and extensive cholestasis was apparent. In the
brain, there was spongiosus status. Chemical analysis of C. incana identified usaramine and N-oxide
as the major pyrrolizidine alkaloids. The concentration of the alkaloids varied from 10pug / g in the
leaf material to 870ug / g in the seed. The association of clinical signs, anatomopathological findings,
phytochemicals and epidemiological data allowed the diagnosis of C. incana intoxication in the MS
state, so that it should be included in differential diagnoses of diseases with neurological
symptomatology in cattle.

Key words: Crotalaria incana, oxalate, plant poisoning, Vernonia rubricaulis, pyrrolizidine
alkaloids



144

145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176

14
CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

Prejuizos econdmicos provocados por doencas sdo fatores limitantes para
atividade pecuaria de bovinos. Doencas como raiva, botulismo, infec¢do por BoHV-
5, complexo tristeza parasitaria bovina, carbunculo sintomatico, intoxicacdo por
plantas e produtos quimicos sdo causas conhecidas de prejuizos devido a
mortalidade de bovinos no Mato Grosso do Sul (RIBAS et al 2013)

Importante mencionar que apesar do impacto econdmico gerado por estas
doencas, um elevado numero de casos encaminhados para os servicos de
diagnoéstico permanece sem a determinacdo da causa morte. Levantamentos
realizados em diferentes periodos demonstram que o numero de diagndsticos
inconclusivos no Laboratorio de Anatomia Patolégica (LAP) da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ) supera individualmente as principais
causas de morte. Nesses estudos os diagnésticos inconclusivos totalizaram
46,25% das doencas com sintomatologia neuroldgica (RIBAS et al., 2013), 56,76%
dos diagnosticos de surtos em bovinos (SOUZA et al., 2015) e 32,6% dos
diagnésticos em ovinos (ALMEIDA et al., 2013).

Frisa-se que dentre estas causas além dos diagndsticos inconclusivos
existem varios diagnésticos morfolégicos, os quais apesar de sugerirem uma
possivel etiologia, ndo determinam com preciséo o agente etioldégico. Dentre estas
podemos citar a polioencefalomalacia, quadros de nefropatias degenerativas
(provavel causa toxica), meningoencefalite ndo supurativa (compativel com raiva)
e sugestivos de botulismo (ALMEIDA et al., 2013, RIBAS et al.,2013, SOUZA et al.,
2015). Uma hipotese a ser estuda em relacdo aos quadros de nefropatia toxica é
o papel dos oxalatos presente nas pastagens nativas que, em niveis elevados,
podem causar quadros clinicos patoldgicos semelhantes aos observados nos
levantamentos, e se assim for reproduzido, inclui-los como diagnostico diferenicial.

Em relacdo as plantas toxicas, apesar dos avanc¢os na determinacdo do
diagnéstico, da epidemiologia e quadro clinico patolégico desencadeado pelas
intoxicac®es, o conhecimento sobre os principios tdéxicos da maioria destas plantas
ainda é limitado (TOKARNIA et al., 2012). A principal dificuldade para a
identificag&o do principio toxico é determinar dentre os varios constituintes quimicos

da planta qual ou quais sdo os responsaveis pelo quadro clinico patoldgico.
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Uma importante planta de interesse pecuario para o estado de Mato Grosso
do Sul, a Vernonia rubricaulis ndo possui o0 principio téxico conhecido e
experimentos que possam identificar e determinar sua presenca nos diferentes
estagios vegetativos das plantas precisam ser realizados. Diante disso, €
necessaria a adocdo de modelos experimentais com espécies animais que
representem as intoxicacfes naturais. A execucdo de experimentos em espécies
animais sensiveis com a planta em fase toxica e nao toxica, simultaneamente com
a determinacao do seu perfil quimico, na tentativa de estabelecer qual o principio
causador dos quadros de intoxicagéo por V. rubricaulis.

Os ovinos séo considerados bons modelos experimentais, pois s&o
sensiveis a intoxicacdo por Vernonia sp., além de apresentar menor custo de
aguisicdo, menor peso vivo dessa forma consumindo menos volumosos e
concentrados e menores quantidades de amostras de planta téxica; além disso, ja
foram descritos casos de intoxicagao natural e experimental em ovinos por V.
plantaginoides no Uruguai (DUTRA et al., 2016).

Outra planta toxica presente no estado do Mato Grosso do Sul sdo as plantas
do género Crotalaria. A crotalaria € uma planta leguminosa, nativa, de rapido
crescimento, facilmente adaptéavel a solos degradados (ALMEIDA et al., 2016), que
tem sido utilizada para adubacéo verde e por apresentar exceléncia no controle dos
nematoides do solo (pequenas larvas que atacam as plantas) e na fixacao bioldgica
de nitrogénio, reduzindo a necessidade de aplicacdo de fertilizantes nitrogenados.
A grande producdo de massa verde faz da crotalaria excelente planta para
cobertura do solo, para producdo de matéria organica e para o controle natural das
plantas daninhas, em regifes sucroalcoleira esta planta tem sido considerada uma
Otima alternativa econdmica para renovagdo de compostos nitrogenados no solo
(ALMEIDA et al., 2016, COMAS, 2014).

O principio téxico de Crotalaria spp. sao alcaloides pirrolizidinicos (APs). APs
e seus N-6xidos estdo presentes em familias de plantas tais como Boraginaceae,
Asteraceae, Orchidaceae e Fabaceae (MATTOCKS 1986, TOKARNIA et al. 2002,
STEGELMEIER, 2011). Estes APs sao metabolizados pelas enzimas do citocromo
P450 no figado para os correspondentes "ésteres do tipo pirrol”, responsaveis pela
toxicidade induzida pelo APs (NEUMAN et al., 2015). A intoxicacdo por C. incana
para bovinos é raramente documentada (QUEIROZ et al., 2013). A

hepatotoxicidade induzida por APs, pode ser aguda ou cronica (MCLEAN 1970).
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As lesBes hepaticas induzidas por intoxica¢des cronicas em consistem em
fibrose, megalocitose e proliferacdo de ductos biliares (BULL, 1961). A fungéo
prejudicada do figado leva a niveis elevados de amobnia no sangue
(hiperamonemia) e, eventualmente, no cérebro, o que resulta em uma sindrome
neurolégica chamada encefalopatia hepética (HARRIS et al., 2008). Na pecuaria,
esta condigdo é comumente associada a insuficiéncia hepatica causada por plantas
que contém APs (HOOPER, 1975). Mesmo sendo uma legumisona utilizada para
adubacdo verde e comummente observada como invasora de pastagens
degradadas do Mato Grosso do Sul, ndo ha relatos no estado de intoxicacdo em
animais de producéo por esta planta.

Os aspectos anteriormente abordados resultam em sérios limitantes para o
tratamento, prevencao e o controle destas doencas, pois para o controle de uma
doenca € necessario o conhecer sua etiologia, forma de ocorrencia, principios

quimicos, sinais clinicos e as lesdes encontradas na necropsia e histopatologia.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo do presente projeto € estudar os quadros toxicos que ocorrem no
estado do Mato Grosso do Sul, mas que ndo possuem quadro clinico patoldgico e
principios quimicos completamente elucidados. Deste modo pretende-se
desenvolver modelos experimentais para o estudo de principios ativos de plantas

toxicas e diagnostico de mortalidades em bovinos com causas ndo determinadas.

2.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar os sinais clinicos dos ovinos na intoxicacdo aguda por oxalato;

e Determinar os danos renais, por meio de urindlise e marcadores de funcéo

glomerular e tubular renal decorrentes do consumo prolongado de oxalato e da

intoxicacao aguda;

e Descrever as alteracbes anatomopatolégicas por meios de achados de

necropsia dos ovinos caracterizando as lesfes agudas dos quadros de

intoxicag&o por oxalatos;

e Avaliar as caracteristicas histologicas do tecido renal, trato gastrointestinal dos

animais submetidos ao consumo de oxalato;
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e Comparar as variagcdes na composicao quimica da planta nos diferentes estagios
vegetativos com a ocorréncia ou ndo de intoxicacdo, e por meio da comparacao
da composicdo identificar ou direcionar o estudo do principio toxico da V.
rubricaulis.

e Determinar se ovinos sdo modelos experimentais para quadros de intoxicacéo
por V. rubricaulis.

e Relatar surto de mortalidade de bovinos que ocorrem por plantas toxicas,

incluindo, se possivel, o isolamento do principio ativo na Crotalaria incana.

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 INTOXICACAO POR OXALATO

A pecuaria bovina é um dos setores mais importantes para economia do
estado de Mato Grosso do Sul que possui o quarto maior rebanho bovino do pais,
aproximadamente, 21 milhées de cabecas, e ocupa 0 segundo lugar na producao
de carne bovina com 849,062 mil toneladas (IBGE, 2015). No Estado, &€ importante
destacar a pecuaria de corte extensiva da regido do Pantanal, com o municipio de
Corumbé apresentando o segundo maior rebanho bovino do pais (PPM, 2014)

Em virtude desta importancia faz-se necessario o conhecimento de
condicdbes que possam limitar a producdo pecuaria, dentre as quais, as
enfermidades que afetam o rebanho e podem causar prejuizos econémicos. O
consumo de plantas téxicas esta entre as principais causas de perdas econémicas
da pecuaria brasileira e em Mato Grosso do Sul as mortes causadas por intoxicacao
fitbgena correspondem a 5,8% dos diagnosticos realizados no periodo de 2008-
2012 (SOUZA, 2013).

Entre os compostos toxicos presentes em algumas plantas nativas ou
cultivadas, que proporcionam prejuizos a pecuaria estdo os oxalatos, compostos
organicos comuns em plantas e gramineas tropicais como a Brachiaria humidicola
e B. decumbens, o Kikuio (Pennisetum clandestinum), a Setaria asceps cv.
Kazungula, Panicum maximum cv. Colonido (TOKARNIA et al., 2012).

Convém ressaltar que Mato Grosso do Sul possui na regido do Pantanal,
aproximadamente, 6.000 km2 de pastagens cultivadas do género Brachiaria entre
elas a Brachiaria decumbens, a B. brizantha e a B. humidicola, distribuidas
principalmente, em areas desmatadas de cordilheiras e de campo (RODRIGUES;
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COMASTRI-FILHO, 2001). Essas forrageiras foram introduzidas na regido do
Pantanal por se adaptarem bem a solos &cidos e de baixa fertilidade, a B.
humidicola destacou-se pela boa adaptacdo ao solo da regido, apresentando alta
produtividade, adaptacao as secas prolongadas (CRISPIM et al., 2003), contudo, &
importante destacar que essas forrageiras possuem altas concentracdes de
oxalatos (NUNES et al., 1990).

Os oxalatos ocorrem sob formas sollveis e insolaveis: as formas soluveis
sao os oxalatos de sodio, potassio e amonia e as insollUveis sdo os oxalatos acidos
e oxalatos de calcio (SAVAGE et al., 2000; TOKARNIA et al., 2012). Os oxalatos
insoluveis ingeridos sdo excretados, sem causar prejuizos a saude animal,
entretanto, os oxalatos sollveis presentes em forrageiras possuem propriedades
antinutricionais como a capacidade de reagir com microelementos como célcio e
magneésio impedindo sua absorcdo (GORB et al., 1962), levando ao desequilibrio
no balango calcio fosforo (MCKENZIE et al., 1981).

Esse desequilibrio leva a excessiva mobilizacdo de calcio dos ossos com
consequente desmineralizacdo O0ssea e sua substituicdo por tecido conjuntivo
fiboroso. Essa condicdo € frequente em equinos e conhecida como
hiperparatireidismo nutricional secundario (MCKENZIE et al., 1981; TOKARNIA et
al., 2012). Embora menos comum em ruminantes, o consumo prolongado de
pastagens com elevados teores de oxalato pode resultar em hipocalcemia severa
(SEAWRIGHT et al.,, 1970) e urolitiase (MCINTOSH et al., 1974) com casos
descritos em ovinos (EL- KHODERY et al., 2008).

Quando plantas ricas em oxalato sdo consumidas, tanto por monogastricos
guanto por ruminantes, o calcio reage com o0s oxalatos solUveis ingeridos no
estbmago dos primeiros e no pré-estbmago dos segundos, formando sais
insolaveis. Entretanto, ao se considerar o metabolismo do oxalato, quando ingerido
por ruminantes, observa-se que pode ocorrer de quatro maneiras diferentes: 1- as
bactérias ruminais podem fragmenta-los em formas nao toxicas (ALISSON et al.,
1985); 2- em dietas com altas concentragfes de célcio e altos teores de oxalatos,
0s oxalatos presentes no rumen e nos intestinos se combinam com o calcio e o
magnésio assumindo a forma de cristais de oxalatos, os quais séo insoluveis e séo
excretados nas fezes, reduzindo a absorcao de calcio; 3- o oxalato soluvel ingerido
pode ser absorvido a partir do rGmen para 0 sangue e combinar-se com o calcio

sérico para formar cristais de oxalato insoluveis que podem se precipitar nos rins e
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causar danos a esses 6rgdos como obstrucdo das vias urinarias ou nefrose com
insuficiéncia renal ( BLANEY et al. 1982);4 - os oxalatos insolUveis ingeridos podem
passar pelo sistema digestivo sem causar efeitos prejudiciais ao animal (WARD et
al. 1979, TOKARNIA et al. 2012).

Considerados os motivos expostos percebe-se que os efeitos adversos e a
intoxicacdo por oxalato séo processos complexos, dependentes de varios fatores,
dentre os quais pode- se citar a forma quimica do oxalato, a idade do animal, a taxa
de consumo, a quantidade e a qualidade da dieta, a quantidade total de oxalato
ingerido e a adaptacdo do animal ao contetido de oxalato na dieta (RAHMAN et al.
2013).

Apesar da capacidade das bactérias do rimen em metabolizar os oxalatos
soluveis (DAVIES, 1979), provavelmente, grande parte do oxalato ingerido passa
intacto pelo sistema digestivo dos ruminantes (MCKENZIE; SHULTZ, 1983), pois a
maioria das bactérias do rimen ou do intestino ndo sdo capazes de degradar o
oxalato.

Os riscos de intoxicacdo podem ser reduzidos adaptando os ruminantes ao
consumo de doses crescentes de oxalatos. Assim se 0s ruminantes forem expostos
gradualmente a uma dieta com niveis elevados de oxalato (periodo superior a 4
dias) a populacéo de bactérias capazes de degradar o oxalato presentes no rimen
se prolifera para evitar a ocorréncia da intoxicacdo (ALLISSON et al., 1985;
BURROWS; TYRL, 1989). Contudo, essa condicdo apenas se mantém pela
ingestdo continua de oxalatos e a taxa de degradacdo diminui se 0 consumo é
interrompido (MITTAL; KUMMAR, 2004).

Outros fatores relacionados a resisténcia ou susceptibilidade séo: a
resisténcia natural, idade, sexo, o estagio fisioldgico e a composicao da dieta dos
animais (RAHMAN et al., 2013), como exemplo da resisténcia natural descreve-se
diferencas a toleréncia entre as espécies animais: rumen dos caprinos é
considerado um ambiente favoravel para populagcfes de bactérias que degradam o
oxalato quando comparados com ovinos (DUNCAN et al. 1997), além disso, uma
quantidade importante de oxalato ingerido por ruminantes pode ser dissolvido na
digestdo (LIBERT; FRANCESCHI, 1987), porém, equinos sao incapazes de utilizar
oxalatos de calcio presentes em forrageiras tropicais (BLANEY et al., 1982;
MCKENZIE; SHULTZ, 1983), enquanto que os suinos podem utilizar 80% mais
oxalato de célcio da mesma origem (BRUNE; BREDEHORN,1961).
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Animais jovens sdo considerados mais sensiveis a intoxicagdo, mas nao
existem estudos comparativos com animais de diferentes idades (RAHMAN et al.
2013). Embora o excesso de oxalatos possa ocasionar a formacéao de urolitos tanto
em machos quanto em fémeas, os machos sdo mais suscetiveis a obstrucao
uretral, portanto, com manifestacdo clinica da urolitiase que pode culminar com o
rompimento uretral (TIRUNEH, 2004; RAHMAN et al., 2013).

Os ruminantes em lactacdo sdo mais suscetiveis do que os nédo lactantes,
devido a excrecao de calcio pelo leite (RAHMAN et al. 2013), no entanto, alguns
autores sugerem que animais gestantes e em lactacao sao mais suscetiveis do que
outras categoriais (RADOSTITS et al. 2007). Em ovinos alguns relatos descrevem
gque animais em lactacdo apresentam quadro de hipocalcemia com maior
frequéncia que ovelhas prenhes e ovelhas ndo gestantes (EL KHODERY et al.
2008), mas estudos anteriores relataram que a hipocalcemia foi mais frequente em
ovelhas prenhes, principalmente aquelas alimentadas com concentrados
(TINDALL, 1986; SWEENEY; CUDDEFORD, 1987).

Devido a complexidade dos fatores envolvidos no metabolismo dos oxalatos
nao ha um consenso sobre 0s niveis seguros de oxalato presentes nas plantas que
possam ser ingeridos pelos animais. No entanto considera-se que niveis menores
que 2% de oxalatos soluveis na dieta ndo causam intoxicacdo, mas podem
provocar decréscimo nos niveis de calcio. Para os ndo ruminantes considera-se
niveis inferiores a 0,5% como niveis aceitaveis de oxalatos soluveis (RAHMAN et
al., 2013). As plantas que provocam a intoxicacdo aguda ou subaguda contém mais
de 10% de acido oxalico calculado sobre o peso da planta dessecada, porém ha
registro da intoxicacdo com graminea contendo niveis mais baixos. A intoxicacao
cronica pode ocorrer por plantas contendo quantidades inferiores as citadas (1 a
4%) de acido oxalico na matéria seca (BLANEY et al., 1982, MCKENZIE et al.,
1981).

Em condi¢cbes naturais os surtos de intoxicagdo aguda ou subaguda
acometem bovinos e ovinos recentemente introduzidos apos privacéo alimentar em
pastagens com plantas com elevados teores de oxalatos. O quadro clinico da
intoxicacdo aguda ou subaguda em bovinos e ovinos caracteriza-se por depressao
fraqueza, dificuldade respiratoria, diminuicdo da motilidade do trato digestivo, andar
rigido, incoordenacéo, tetania, tremores, convulsdes, edemas subcutaneos, coma
e morte (SCHENK et al. 1982).
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Os casos ocorrem apos um curto periodo, as vezes de poucas horas apos
a introducao dos animais na pastagem (TOKARNIA et al. 2012). Dessa forma, o
quadro clinico-patologico da intoxicagcdo aguda em bovinos deve ser diferenciado
de outras doencas que cursam com sinais nervosos como botulismo, raiva, dentre
outras (RIBAS et al., 2013).

No Brasil a intoxicagdo aguda e subaguda por oxalato foi descrita em ovinos
no Rio Grande do Sul (FERREIRA et al., 1991) e caprinos na Paraiba (GALIZA et
al., 2011), em ambos 0s casos 0s animais ingeriram plantas descritas como ricas
em oxalatos, Oxalis sp e Portulaca elatior, respectivamente. No estado de Mato
Grosso do Sul a toxicose foi relatada em vacas lactantes, em mau estado
nutricional, introduzidas em pastos de Setaria viridis ha 10 dias, neste surto do
rebanho de 85 vaca, 45 adoeceram e nove morreram (SCHENK et al. 1982). Ainda
sdo descritos casos de nefropatias toxicas de etiologia desconhecida, mas com
lesBes histologicas sugestivas de intoxicacao por oxalatos no Estado. Além disso,
no Mato Grosso do Sul foi descrito um surto sugestivo de intoxicagdo por oxalato
em novilhas nelores mantidas em pastagem de B. humidicola em propriedades na
regido do pantanal da Nhecolandia (RIBAS et al., 2013), ressalta-se que essas
novilhas eram criadas nestas pastagens, além desses, outros dois casos de
intoxicacao por oxalato em ovinos foram descritos por ALMEIDA et al. (2013) em
Mato Grosso do Sul.

Os principais achados de necropsia em surtos de intoxicacéo por oxalato sdo
congestdo e aumento de volume dos rins com a nitida separagdo entre cortex e
medula, por uma linha branca resultante do acumulo de oxalatos. Hemorragias e
edema na parede do riumen e edemas cavitarios também podem ser observados.
A principal alteracéo histoldgica € a presenca de cristais de oxalatos nos tubulos
uriniferos e também nos vasos sanguineos da parede do rimen e do sistema
nervoso central (JAMES 1978; JONES et al. 1970). Apesar das lesdes renais
serem identificadas em quadros de intoxicagdo por oxalato, ndo se encontram
relatos de experimentos que fagam uma investigagéo detalhada destas injurias por
meio do uso de marcadores urinarios como a urinalise, a raz&o proteina urinaria:
creatinina urinaria (PU:CU), gama glutamiltransferase urinaria (GGTu) associados
a outros marcadores séricos como creatinina, fésforo, célcio e ureia, utilizados
comumente na investigacdo de danos renais. Os biomarcadores de injlria a esse

orgao sao considerados importantes métodos de diagnosticos ndo invasivos e
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poderdo auxiliar na investigacdo das altera¢des clinico patoldgica causada pela
intoxicag&o por oxalato.

Os efeitos adversos decorrentes da ingestdo prolongada de oxalato sao
observados com frequéncia em equinos que permanecem por longos periodos em
pastagens de gramineas com altos teores de oxalatos (PUOLI FILHO et al., 1999;
TOKARNIA et al. 2012). Essa intoxicagdo possui o quadro clinico-patologico
determinado como hiperparatireoidismo secundario que resulta em osteodistrofia
fibrosa.

Os sinais clinicos, nessa espécie, iniciam com claudicacao discreta, evoluem
para dificuldade locomotora, aumento, caracteristico, bilateral dos ossos maxilares
superiores e mandibulas, e com a progressao dos sinais clinicos ha emagrecimento
ocasionado pela dificuldade de apreensédo e mastigacdo dos alimentos, se ndo
realizado o tratamento ha& afrouxamento e queda dos dentes, dificuldade
respiratoria progressiva, fraturas de membros, caquexia, inani¢cdo, decubito
permanente e morte. Em equinos ndo foram encontrados relatos de intoxicagao
aguda por oxalato. Os achados de necropsia e histologicos sdo compativeis com
Osteodistrofia fibrosa e presenca de calculos renais, ureterais e na bexiga
(TOKARNIA et al. 2012).

Em ruminantes ndo se encontram relatos dos efeitos causados pelo
consumo prolongado de oxalatos, por outro lado, ressalta-se o elevado nimero de
bovinos com fraturas patolégicas durante o manejo descrito no histérico de animais
atendidos no laboratério de anatomia patologica da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (LAP/UFMS). Dessa forma, a necessidade da melhor compreensao
da etiopatogenia da toxicose por oxalato em ruminantes sugere o desenvolvimento
de um modelo experimental no qual possa ser observado os sinais clinicos, e
investigados os tipos e a distribuicdo das les6es nos sistemas de 6rgao afetados
pela intoxicagao.

Para isso esta tese teve como um dos objetivos desenvolver um modelo
experimental para intoxicagdo aguda e efeitos adversos do consumo prolongado
de oxalato utilizando ovinos, uma vez que, essa espécie é sensivel a intoxicacao
por oxalato (FERREIRA et al., 1991; RAHMAN et al., 2011; ALMEIDA et al. 2013)
e oferecem vantagens para realizacao de pesquisas em relacdo aos bovinos, pois,
sdo mais faceis de manejar e requerem menores investimentos com alimentos e

infraestrutura.
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3.2 INTOXICACAO POR Vernonia rubricaulis

Vernonia rubricaulis € um subarbusto da familia Asteraceae, sem nome
popular, sendo responsavel por mortandades de bovinos na regidao Centro-Oeste
do Brasil (BRUM et al., 2002, TOKARNIA et al., 2012). Em um estudo retrospectivo
realizado entre os anos 2000 e 2012, nos arquivos do Laboratorio de Anatomia
Patolégica - LAP (FAMEZ-UFMS) observou-se que a Vernonia rubricaulis foi
responsavel pela mortalidade de bovinos em 26 surtos diagnosticados no
LAP/FAMEZ, o que correspondeu a 25% das intoxicagfes por plantas toxicas
diagnosticadas durante o periodo estudado (SOUZA et al., 2015).

Convém ressaltar a descricdo de surtos espontaneos de intoxicacdo em
bovinos por V. rubricaulis (BRUM et al., 2002) e intoxicacbes experimentais em
bovinos (TOKARNIA & DOBEREINER, 1982, BRUM et al., 2002). Outras plantas
deste género causaram intoxicagdes naturais, como V. molissima em bovinos e
ovinos (DOBEREINER et al., 1976, TOKARNIA et al., 2012) e, em ovinos por V.
plantaginoides (DUTRA et al., 2016). Experimentalmente, foram reproduzidos em
bovinos por V. rubricaulis (TOKARNIA&DOBEREINER, 1982, BRUM et al., 2002),
em ovinos por V. plantaginoides (DUTRA et al., 2016) e em bovinos e ovinos por V.
squarrosa (TOKARNIA & DOBEREINER, 1983).

As condicbes de ocorréncia da intoxicacdo por Vernonia rubricaulis sdo
descritas em bovinos principalmente quando ha brotacdo dos pastos, sobretudo
depois de queimadas, na época de escassez de forragem, entre os meses de
agosto a dezembro (TOKARNIA et al., 2012). Alguns fatores sao importantes para
a ocorréncia da doenca, como a utilizacdo de técnicas que favorecem a brotacdo
da planta, incluindo o uso de rocadeira, assim como a queimada e o desmatamento,
e fatores que aumentam a possibilidade de ingestdo da planta, incluindo o
transporte de animais, que sdo introduzidos com fome ou sede, em areas em que
ocorre a brotacéo da planta, e a superlotacdo dos pastos (BRUM et al., 2002, RIET-
CORREA & MENDEZ, 2007).

Sob condi¢fes naturais, aparentemente a planta s6 causa intoxica¢ao aguda
(TOKARNIA et al., 2012). Os experimentos foram realizados com as partes aéreas,
em fase de brotacdo das plantas, ainda frescas por via oral, em bovinos as doses
de V. rubricaulis toxicas que causaram morte variaram de 3 a 30 g/kg de PV
(TOKARNIA & DOBEREINER, 1982, BRUM et al., 2002). A planta dessecada, em
temperatura ambiente, parece ter perdido a toxicidade, pois em doses de 27 a 30
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g/kg de PV oferecido a bovinos causou apenas sintomas leves (TOKARNIA &
DOBEREINER, 1982). A V. mollisssima apresentou comportamento semelhante
em bovinos, doses de 10 a 30 g/kg de PV da planta fresca causaram a morte dos
animais, nas plantas dessecadas com doses de 20 a 30 g/kg de PV observou-se a
morte dos bovinos. Um bovino intoxicado com 20 g/kg de PV conseguiu se
recuperar (DOBEREINER et al., 1976).

Até o momento, a profilaxia e o controle das intoxicacdes causadas por
Vernonia rubricaulis sdo realizadas com base no conhecimento epidemiolégico,
geralmente, mediante eliminacdo da planta ou evitando o pastejo em areas
infestadas. Recomenda-se n&o introduzir animais com fome ou sede em &areas
onde ocorre brotacdo da V. rubricaulis, principalmente, ap6s queimadas, rocadas
ou apos a chuva, aconselha-se também evitar o super pastejo (RIET-CORREA &
MENDEZ, 2007). Os dados epidemioldgicos evidenciam que a maioria dos animais
se intoxicam entre os meses de agosto e dezembro, apds o inicio do periodo de
chuvas (Brum et al., 2002).

Os sinais clinicos descritos sao agressividade, anorexia, focinho seco,
expiracdo com gemidos, apatia, andar com desequilibrio, tremores na cabeca e
contragcdes musculares. Os animais podem permanecer alguns minutos com a
cabeca encostada contra objetos ou cercas, ou fazendo movimentos laterais da
cabeca, ndo conseguindo se alimentar ou beber. Quando em decubito esternal,
apresentam célicas, gemidos, batem com a cabeca no chdo, com movimentos de
pedalagem e salivacdo (TOKARNIA & Débereiner, 1982, Brum et al., 2002,). Em
outras espécies deste mesmo género 0s sinais clinicos sdo semelhantes
(Dobereiner et al., 1976, TOKARNIA & DOBEREINER, 1983, RIET-CORREA &
MENDEZ, 2007, TOKARNIA et al., 2012). Os principais achados de necropsia na
intoxicacdo aguda ou experimental ocorrem no figado que, ao corte
apresentamareas vermelho enegrecidas circundadas por areas palidas
(TOKARNIA et al., 2012). Na patologia clinica ha elevacdo dos niveis séricos de
aspartato aminotransferase (AST) (Riet-CORREA &MENDEZ, 2007).

Sabe-se que a parte mais toxica é a planta em brotacdo, diminuindo a
medida que a planta cresce (TOKARNIA et al., 2012). Salienta-se a importancia do
reconhecimento do principio toxico, uma vez identificado pode-se determinar o

periodo em que a planta se torna potencialmente mais téxica e, as condi¢cbes em



511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544

25

gue apresentam maior toxicidade e assim, eliminar a experimentacdo com modelos
animais.

No entanto, principio toxico da V. rubricaulis e de outras espécies de
Vernonia ainda é desconhecido. Existem mais de 1000 espécies registradas do
género Vernonia, mas apenas 10% destas espécies foram catalogadas em estudos
etnofarmacologicos. Nestas espécies tém sido relatadas uma infinidade de
compostos bioativos. Os principais compostos isolados de diversas espécies de
Vernonia sédo os terpendides. Estes podem ser subdivididos em monoterpenos,
sesquiterpenos, dipertenos, triterpenos e caratenoides. Em amostras de V.
mollissima, o principal principio ativo isolado foi o sesquiterpeno (TOYANG &
VERPOORTE, 2013). Apesar do isolamento do sesquiterpeno na V. mollissima,
nao é possivel associar a presenca desse metabdlito as intoxicacdes observadas
nos animais de producéo.

De modo geral, as plantas téxicas tém como principios ativos os mais
diversos compostos, mas no geral, apenas um € a causa da doenca. Nesse caso,
existe uma dificuldade em se determinar o principio ativo responsavel pelas
intoxicacdes ( TOKARNIA et al., 2012). As toxinas sdo metabolitos secundarios das
plantas, isto é, substancias quimicas que estdo diretamente envolvidas no
metabolismo fundamental da planta. A maioria ndo contribui para ganho de energia
ou integridade estrutural. S&o extremamente diversas, apresentando uma grande
variedade de tipos quimicos. Por vezes, a substancia toxica para o animal ndo € o
composto em si, mas 0s metabolitos resultantes de sua degradacéo (LIMA JUNIOR
et al.,, 2010). Em ruminantes, esta4 degradacdo € mais complexa, pois antes da
absorcdo dos principios toxicos pela mucosa do trato digestorio, a microflora
ruminal pode modificar sua toxicidade por processos de degradacao ou conjugacao
das toxinas, por transformar percussores inofensivos em substancias téxicas, ou
por converter substancias pouco téxicas em mais toxicas (LIMA JUNIOR et al.,
2010, TOKARNIA et al., 2012).

Estudos fitoquimicos sdo necesséarios para confirmar a presenca desses
terpenos na Vernonia rubricaulis, sabidamente tOxica aos bovinos, se estes
metabolitos podem ser considerados responsaveis pelos quadros clinicos
hepatotdxicos e se as concentragfes toxicas se alteram em diferentes fases
vegetativas das plantas. Comparativamente plantas do género Xanthium (familia

Asteraceae), assim como a Vernonia rubricaulis causam lesdes hepatotoxicas, e as
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intoxicacBes sdo atribuidas a um glicosideo triterpendide. O principio toxico de
Xanthium spp se encontra em sementes e é passado para os brotos quando a
semente germina. S6 as plantas no estagio cotiledonario, com as duas primeiras
folhas de brotacéo, sdo toxicas e ao mesmo tempo palataveis. A medida que essas
folhas se desenvolvem, a toxicidade diminui consideravelmente ( TOKARNIA et a.,
2012), como observado nas intoxicagdes por V. rubricaulis.

O principio téxico é um importante fator para o estudo da patogenia, das
condicbes de ocorréncia e consequentemente do controle de intoxicacdes por
planta, sua identificacdo permite avaliar com maior precisdo as quantidades dos
principios presente nas plantas administradas em condi¢bes experimentais e
possibilita identificar as variacdes em diferentes estagios vegetativos ou a influéncia
de variacBes produzidas por alteracdes climéaticas ou de manejo. Além disso, a
partir do conhecimento das quantidades téxicas de um principio e das suas
variacdes nas plantas € possivel por meio da dosagem deste principio nas plantas
realizar estudos e preconizar medidas de controle das intoxicagbes sem a
necessidade da experimentacdo animal. Outro aspecto relevante do ponto de vista
da experimentacdo, é o bem-estar animal. Os modelos empregados atualmente
para a reproducdo da intoxicagdo consistem em na observagéo de sinais clinicos
qgue muitas vezes coincidem com a morte do animal. Assim, a validacao de técnicas
gue identifiquem o principio toxico e a determinacéo da etiopatogenia de doencas
nao elucidadas permitiriam a reducdo da utilizacdo de animais em experimentos
posteriores, além da possibilidade da adocdo de medidas de controle adequadas
para o tratamento dos animais intoxicados reduzindo dessa forma os indices de
mortalidade, e os prejuizos econdmicos e sociais para a cadeia da producéo
pecuaria.

Conforme o exposto acima, o diagnostico preciso € imprescindivel para a
reducdo ou eliminacdo das perdas econdmicas causadas por estas doencas.
Ressalta-se que as doencas a serem estudadas na presente tese ainda possuem
varios pontos obscuros que somente serdo elucidados a partir de modelos e
abordagens conjuntas com os estudos de casos espontaneos do campo com as

reproducdes experimentais.
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3.3 Intoxicacao por Crotalaria sp.

A Crotalaria spp. € um subarbusto da familia leg. Papilionoidae conhecido
por xiquexique, guizo de cascavel ou cocalho de cascavel, devido ao barulho dos
frutos quando estédo secos e em funcdo que o nome Crotalaria advém do termo em
latim que significa chocalho (TOKARNIA et al.,, 2012). Existem mais de 600
espécies de Crotalaria em diversas regides do mundo e muitas delas sao téxicas
para os animais (WILLIAMS & MOLYNEUX,1987). No Brasil foram identificadas 40
espécies de Crotalaria, destas apenas a C. mucronata, C.juncea, C. spectabilis e
C. retusa foram descritas, sob condi¢cdes naturais, intoxicagdes em animais de
producdo. C. mucronata e C. juncea foram descritas com quadros respiratorio e C.
retusa e C. specatabilis descritas com quadros de alteracdo hepatica (TOKARNIA
et al., 2012).

A toxicidade se deve a presenca da monocrotalina, que é um alcaloide
pirrolizidinco, responsavel por quadros de intoxicacbes em animais e humanos
(WIEDENFELD et al., 2010). Ha relatos de intoxicagdes no continente americano,
africano na é&sia e oceania (BRYAN et al., 2009, WIEDENFELD et al., 2010), em
condigBes espontédneas ha relatos em suinos (UBILANI et al. 2011), equinos
(ROBINSON et al., 2015), bovinos (LEMOS et al., 1997), ovinos (LUCENA et al.,
2010) e caprinos(BARRI et al., 1984). Suinos sdo as espécies mais sensiveis e 0s
ovinos mais resistentes aos AP’s, bovinos e equinos tem resisténcia intermediaria
(CULEN et al., 2012). Surtos em equinos sdo mais comuns devido a sua maior
palatabilidade para esta espécie (RIET-CORREA & MENDEZ, 2007).

Intoxicacdo por espécies do género Crotalaria, apresentam dois quadros
clinicos. Respiratério caracterizado por edema pulmonar, fibrose intersticial,
espessamento alveolar e enfisema. E de insuficiéncia hepética caracterizado por
lesGes hepdéticas progressivas apos ingestdo cronica da planta, cursando em
muitos casos em quadro de encefalopatia hepatica (RIET-CORREA&MENDEZ,
2007). Todas as partes da planta possuem o principio téxico, sendo mais
concentrada nas sementes (TOKARNIA et al., 2012). Em bovinos os surtos
espontaneos por racao contaminada por sementes de Crotalaria mucronata em um
confinamento (LEMOS et al.,1997) e em extensivamente animais mantidos em
piquete intensamente invadido por Crotalaria icana (QUEIROZ et al., 2013). Em
suinos a ocorréncia de surto esta relacionado a concentrado contaminado com

sementes (UBILANI et al., 2011), dietas compostas com utilizacdo desta planta
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como banco proteico intoxicando equinos (NOBRE et al., 2004), ovinos e caprinos
na época de seca quando ha baixa disponibilidade forrageira associada com a
brotagéo da planta (RIET-CORREA &MENDEZ, 2007, TOKARNIA et al., 2012).
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— INTOXICACAO POR OXALATO DE
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Introdugiio: 0 Mato Grosso do Sul possui na regido do
Pantanal, aproximadamente, 6,000 km* de pastagens cultivadas
do género Brachiaria entre elas a Brachiaria decumbens, a B.
brizantha e a B. humidicola, distribufdas principalmente, em
areas desmatadas de cordilheiras e de campo (Rodrigues O &
Comastri=Filho 2001), Essas (orrageiras foram introduzidas
na regido do Pantanal por se adaptarem bem a solos dddos
o de balxa fertilidade, Dentre estas a B humidicola destacou-
se pela boa adaptacio ao sole da regido, apresentando alta
produtividade, e resisténeia as secas prolongadas (Crispim etal,
2003}, no entanto, ¢ importante destacar que essas forrageiras
possuem altas concentragies de oxalatos {Nunes et al, 19%0), Em
condigdes naturais os surtos de intoxicagdo aguda ou subaguda
acometem bovinos e ovinos recentemente introduzidos apds
privagio alimentar em pastagens com plantas com elevados
1eores de oxalatos, O guadro clinico da intoxicagio aguda ou
subaguda em bovinos ¢ ovinos caracteriza=se por depressio
fragueza, dificuldade respiratéria, diminuvicio da motilidade
do trato digestivo, andar rigido, incoordenacio, tetania,
tremores, convulsdes, edemas subcutineos, coma e morte

{Schenketal, 1982, Tokarnia etal, 2012}, Dessa forma, é preciso
conhecer o quadro dinico pateldgico guadro clinico=patoléyico
da intexicagdo aguda em ruminantes, principalmente para
determinar se sempre serdo observadas lesdes microscopicas
para diferenciar de doengas gue nao causam, como exemplo
botulismo (Ribas etal, 2013), 0 objetive do presente trabalho
¢ reproduzir a intoxicacéo aguda em ovinos e verificar se as
lesdes observadas ¢ os cristais de oxalato permanecem desde

Quadro 1, Intoxicagio experimental por oxalato em ovinos,
Delineamento experimental e progressio dos sinais clinicos

Idade Dose Indcio

Arimal (meses) (g/kg/P¥) dosSC Duragho Progressio
Owino 1 24 15 meediato 30 minutos ébito
Owino 2 48 0s 4horas  24horas recuperou-se
Owino 3 48 05 4 horas 28 horas sulanisa
Ovino 4 L os 2 horas 6 horas vutanisia
(wvino 5 8 05 Zhoras 20 horas  recuperousse

Fig.1, (A) Riamen e reticulo, hiperemia acentuada difusa da mucosa ruminal e discreta da mucesa reticular, (B) Abomaso, hiperemia e
edema acentuado, maks evidente nos dpices das pregas abomasais,

Pesq, Vet, Bras 38(Supl.), outubro 2018
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1.1 Introducéo

O Mato Grosso do Sul possui na regido do Pantanal, aproximadamente,
6.000 km2 de pastagens cultivadas do género Brachiaria entre elas a Brachiaria
decumbens, a B. brizantha e a B. humidicola, distribuidas principalmente, em areas
desmatadas de cordilheiras e de campo (Rodrigues O & Comastri-Filho 2001).
Essas forrageiras foram introduzidas na regido do Pantanal por se adaptarem bem
a solos acidos e de baixa fertilidade. Dentre estas a B. humidicola destacou-se pela
boa adaptacéo ao solo da regido, apresentando alta produtividade, e resisténcia as
secas prolongadas (Crispim et al. 2003), no entanto, € importante destacar que
essas forrageiras possuem altas concentracdes de oxalatos (Nunes et al. 1990).
Em condi¢cdes naturais os surtos de intoxicacdo aguda ou subaguda acometem
bovinos e ovinos recentemente introduzidos apds privacao alimentar em pastagens
com plantas com elevados teores de oxalatos. O quadro clinico da intoxicacao
aguda ou subaguda em bovinos e ovinos caracteriza-se por depressao fraqueza,
dificuldade respiratéria, diminuicdo da motilidade do trato digestivo, andar rigido,
incoordenacao, tetania, tremores, convulsdes, edemas subcutaneos, coma e morte
(Schenk et al. 1982, Tokarnia et al. 2012). Dessa forma, é preciso conhecer 0
quadro clinico patolégico quadro clinico-patolégico da intoxicacdo aguda em
ruminantes, principalmente para determinar se sempre serdo observadas lesées
microscopicas para diferenciar de doencas que ndo causam, como exemplo
botulismo (Ribas et al. 2013). O objetivo do presente trabalho € reproduzir a
intoxicagdo aguda em ovinos e verificar se as lesdes observadas e os cristais de
oxalato permanecem desde de o momento da morte até 0 momento para coleta o

material para exame histoldgico.

1.2 Materiais e métodos
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O experimento foi realizado com a aprovacéo do Comité de Etica Comité de
Uso Animal em Experimentos (CEUA) da Universidade Federal do Mato Grosso do
Sul (UFMS), sob o protocolo CEUA-UFMS 884/2017. Foram utilizados cinco ovinos,
provenientes de areas sem a ocorréncia da intoxicacdo por oxalato, sem raca
definida, machos e fémeas com seis a 48 meses de idade e pesos entre 20 e 35
kg, higidos. Os animais receberam, por via oral, através de seringa e misturado
junto ao concentrado, oxalato de aménia, nas doses de 1,5g/kg/PV ou 0,5g/kg/PV
conforme demostrado no quadro 1. Os ovinos foram submetidos a exame fisico
antes da administracdo do principio toxico, com realizacdo de novo exame clinico
se 0s animais apresentarem sinais clinicos. Foram colhidos 10 ml de sangue antes
da administracdo do oxalato e a cada quatro horas no decorrer do experimento, as
amostras foram colhidas por venopuncao da jugular. Para verificacdo das funcbes
glomerulares e tubulares renais foram realizadas dosagens séricas de creatinina,
ureia e fosforo, calcio ionizado, urindlise e dosagens urinarias de gama glutamil
transferase (GGT), proteina, creatinina, fosforo e calcio. Os ovinos que morreram
ou apresentaram sinais clinicos graves foram submetidos a eutanasia e a necropsia
imediatamente apds a morte, com a coleta fragmentos dos diversos 6rgao, que
foram fixados em formol tamponado a 10% e processado rotineiramente para
hematoxilina-eosina (HE). Fragmentos de rim e ramen foram mantidos em
temperatura ambiente e colocados em formol a cada duas horas até 12 horas apo6s

a morte.

1.3 Resultados

Dos cinco animais intoxicados experimentalmente, trés morreram (um por
morte espontanea e dois foram submetidos a eutandsia in extremis) e 0s outros
dois apresentaram sinais clinicos leves, elevacdes nas atividades enzimatica de
ureia e creatinina, no entanto se recuperaram. O tempo de aparecimento dos sinais
clinicos variou de 0,5 a 24 horas apos o inicio da intoxicacdo (Quadro 1). Estes
sinais consistiram em movimentos involuntarios dos labios, tremores generalizados
progredindo para convulsbes e morte no quadro mais agudo. Nos quadros
subagudos os animais apresentaram tremores, anudria, estomatite ulcerativa, apatia
severa, anorexia, edema de cornea, sendo submetidos a eutanasia In extremis. As
concentracdes de ureia e creatinina de todos os animais se alteraram em até 300x

num intervalo de 24 horas. Os niveis plasmaticos de calcio reduziram-se apenas
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entre a primeira e a segunda coleta dos animais, ap0s a terceira 0s niveis deste
eletrdlito se estabilizaram. Todos os animais apresentaram leucocitose e aumento
sérico de lactato. As alteracdes macroscopicas de um modo geral consistiram de
cianose das mucosas, hiperemia, hemorragia e edema no rumen (Fig.1la) e
abomaso (Fig.1b) e palidez renal com evidenciagdo da divisdo corticomedular
(Fig.2). Na microscopia observou-se aumento do volume das papilas ocasionado
pela vacuolizacdo citoplasmatica das células epiteliais ruminais associada a
moderado infiltrado de neutréfilos na mucosa e submucosa (degeneracéo
balonosa)( Fig.3a e b) e estas vesiculas por vezes estavam repletas de cristais de
oxalato (Fig.3c e d), no rim observou-se degeneracéo tubular aguda associada a
presenca de cristais intraluminais (Fig.4a). Nos fragmentos processados em
diferentes intervalos de tempo apdés a morte dos ovinos houve variacdo na
morfologia da lesdo, sendo estas compativeis com alteracfes autoliticas, inclusive
proliferacdo de bacilos da putrefacdo, nos fragmentos de seis horas em diante.
Houve também reducao da observacéo dos cristais, podendo haver possibilidade
de ndo serem vistos, ou raramente serem observados, nas coletas de oito e 12

horas ap6s a morte (Fig.4b).

1.4 Discusséao

O quadro clinico patoldgico reproduzido de insuficiéncia renal associadas as
elevacdes enzimaticas de ureia e creatinina e presenca de cristais de oxalato nos
tubulos renais foram semelhantes aos relatos anteriores (Schenk et al. 1982,
Rahman et al. 2013). No entanto ndo houve alteracdes progressivas nos niveis
sérios de calcio como descrito por (James et al. 1971). Os niveis de calcio estao
diretamente relacionados aos niveis de paratorménio (PTH) (Mendonza et al.
2016). Em situacdes de hipocalcemia abrupta um minuto apés a alteracédo do nivel
plasmatico a paratireoide comeca a secretar PTH e em no maximo 60 minutos 0s
niveis estdo reestabilizados (Kumar & Thompson 2011), o que justifica o
estabelecimento dos niveis séricos de calcio da segunda para a terceira coleta.

E descrito que animais jovens s&o mais suscetiveis a intoxicacdo do que
animais adultos, mas néo existiam até entdo estudos comparativos com animais de
diferentes idades (Rahman et al. 2013), no presente estudo tanto animais jovens
(ovinos, 4 e 5) e animais adultos (ovino 2 e 3), que receberam a mesma dosagem

do sal, apresentaram sinais semelhantes, um de cada categoria morreu e um se
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recuperou. Todos apresentaram alteracfes nas atividades enziméticas de ureia e
creatinina. O ovino 1 apresentou sinais clinicos agudos, com progressdo de uma
hora até a sua morte, casos espontaneos sao descritos que podem ocorrer por
vezes em horas apoés a introducdo dos animais na pastagem que contem altos
niveis de oxalatos na composi¢éo (Tokarnia et al. 2012).

Concluséo: A presenca de cristais na mucosa do rimen e em tubulos renais
foi um achado constante na intoxicacao por oxalatos e pode ser usado como critério
para o diagnostico desta intoxicacdo. A reducao da observacdo dos mesmos em
funcdo do tempo decorrido apds a morte dos ovinos, indica que este & um fator
importante a ser considerado para excluir esta intoxicagdo quando os cristais néo
séo observados.
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1.6 QUADRO

Quadro 1. Intoxicagcdo experimental por oxalato em ovinos. Delineamento experimental e
progresséo dos sinais clinicos

Idade (meses) Dose
Animal (g/kg/PV) Inicio dos SC Duracéao Progressao
ovino 1 24 1,5 imediato 30 minutos obito
ovino 2 48 0,5 4 horas 24 horas recuperou-se
ovino 3 48 0,5 4 horas 28 horas eutanasia
ovino 4 8 0,5 2 horas 6 horas eutanasia
ovino 5 8 0,5 2 horas 20 horas recuperou-se
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1.7 FIGURAS

Fig. 1. A) Rumen e reticulo, hiperemia acentuada difusa da mucosa ruminal e

discreta da mucosa reticular. B) Abomaso, hiperemia e edema acentuado, mais evidente

nos apices das pregas abomasais.

(seta)

Fig. 2. Rim. Corte transversal evidenciando a divisdo corticomedular renal



1025
1026

1027
1028
1029
1030
1031
1032
1033
1034
1035
1036
1037
1038
1039
1040

41

Fig. 3. Rumen. Vacuolizacdo citoplasmatica das células epiteliais ruminais

com citoplasma repleto de cristais de oxalato (setas) em Oh (AeB)e 12 h (Ce D).

Fig. 4. Rim. A) corte de rim fixado no momento da necropsia, apresenta

multiplos tubulos degenerados e presenca moderada a acentuada de cristais

aciculiformes esverdeados preenchendo o seu limen. HE. Obj.40x. B) corte de rim
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fixado 12 horas apds a necropsia, ha evidente alteragédo na eosinofilia dos tubulos,
e diminuicdo acentuada dos cristais intraluminais. HE. Obj. 40x.
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CAPITULO 3 - ARTIGO - INTOXICACAO POR Vernonia rubricaulis

EM OVINOS
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Experimental poisoning by Vernonia rubricaulis in sheep
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ABSTRACT

In order to evaluate the susceptibility of sheep to V. rubricaulis and to
establish the clinical signs, serum biochemistry, and pathological findings,
eight sheep were fed varying doses of V. rubricaulis. The onset of clinical
signs occurred 6-48 hours after the ingestion of V. rubricaulis. Clinical courses
lasted 6-56 hours after the ingestion of the plant. Serum activities of aspartate
aminotransferase, gamma-glutamyl transferase, and alkaline phosphatase
were highly elevated and glucose blood levels were low in affected sheep.
Clinical signs consisted of apathy, anorexia, dry muzzle, respiratory distress,
abdominal pain, and mushy feces with streaks of blood and mucus. Two
sheep had neurological signs including muscle fasciculation, nystagmus,
paddling movements, and blindness. Liver necrosis could be detected
antemortem through liver biopsy. Five sheep died and three recovered. The

liver was affected in all necropsied sheep; it increased in volume and had
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marked accentuation of the lobular pattern with red, depressed areas
intercalated with a pale yellow network. Ascites and hydropericardium were
consistent findings. Microscopically, centrilobular to massive coagulative
necrosis was observed. Coagulative necrosis was also observed in a few
proximal renal tubules. Microscopic lesions were not found in any other
organs. The severity of liver lesions was proportional to the dose. Chemical
analysis to detect carboxyatractyloside in V. rubricaulis plant material was
negative. It is concluded that V. rubricaulis poisoning in sheep is clinically,

biochemically, and pathologically characteristic of an acute hepatoxicosis.

1. Introduction

Vernonia rubricaulis (family Asteraceae) is a shrub that causes high
mortality rates in cattle from the Pantanal (Midwest) region of Brazil (Tokarnia
and Dobereiner, 1982; Brum et al., 2002). In a survey during a 3-year-period
carried out in 9 farms of the State of Mato Grosso do Sul (Brum et al., 2002)
approximately 1,000 cattle deaths caused by the ingestion of V. rubricaulis
were reported. In general, the poisonings occurred after the beginning of the
rainy season when plant growth begins. Other factors also might favor the
growth of the plant inducing the development of the sprouts which are more
palatable to ingestion by livestock. The lethal dose is 10-20 g/kg/body weight
(bw). The onset of the clinical signs has been reported to be about 24 h after
the ingestion of the plant and the clinical course ranges from 12-48 h
(Tokarnia and Dobereiner, 1982).

The list of differential diagnosis should include all the other acute
hepatic toxicants (Rissi et al., 2007; Barros, 2016) to which Brazilian cattle
might be exposed. The presence of the plant, its geographic distribution and
its ecology, help to define the specific diagnosis. Other Vernonia, such as V.
mollisima (D6bereiner et al., 1976; Tokarnia et al., 1986; Gava et al., 1982)
and Vernonia plantaginoides (Dutra, 2016) have been reported as toxic for
livestock.

Intoxication by V. rubricaulis has been documented in cattle (Tokarnia
and Dobereiner, 1982; Brum et al.,, 2002), however, there are anecdotal

reports of spontaneous poisoning in sheep.
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The aim of this paper is to determine the susceptibility, clinical signs,
serum biochemistry, and gross and histopathologic lesions of sheep in order

to aid veterinary practitioners in the field to diagnose this intoxication.

2. Material and Methods

The experiment was carried out with the approval of the Ethical
Committee for Animal Use in Experiments (CEUA) from the Universidade
Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS), under the protocol CEUA-UFMS
657/2015.

Eight 3-4-year-old mixed breed sheep, averaging 40 kg of weight were
used in the experiment. At the beginning of the experiment, they were
dewormed and identified by sequential numbers from 1-8 (Table 1). One
month before the beginning of the experiment each sheep was cannulated
with a permanent intraruminal cannula. During a seven-day adaptation period
and throughout the experiment the eight sheep were held indoors in four 5 x
2m stalls (two sheep per stall). Water was offered ad libitum and 2% bw in
dry matter consisting of corn silage and an ovine commercial ration. A clinical
examination was performed twice a day on each sheep.

For determination of the levels of the enzymes in serum of aspartate
aminotransferase (AST), gamma-glutamyl transferase (GGT), alkaline
phosphatase (AP), and blood glucose levels, sheep were bled just before the
beginning of the experiment and several days thereafter.

Fresh sprouts of V. rubricaulis were fed intraruminally to the sheep in
daily doses of 2, 3, 6, and 12 g/kg/bw. To test a possible accumulative effect
of the plant, one sheep (Sheep 8) was fed 6 g/kg/bw divided in 3 daily doses
of 2 g/kg/bw with intervals of 24 hours. Another sheep (Sheep 6) was fed 6
o/kg/bw divided into 2 daily doses of 3 g/kg/bw with intervals of 24 hours. All
the other sheep were fed single doses. Sheep that died were immediately
necropsied. The experimental design and results are summarized in Table 1.
Liver biopsies were performed in all sheep at the DO and in different phases
of the experiment in three affected sheep, namely Sheep 5 (at DO, D4, D7,
and D15), sheep 6 (DO and D2) and Sheep 7 (at DO, D7, and D15). A biopsy
was not available after DO in the other sheep due to the acute course of the

disease.
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Since carboxyatractyloside (CAT) is present in other plants that cause
hepatoxicosis with similar lesions to those found in V. rubricaulis poisoning
(Rissi et al., 2007), chemical analysis for presence of CAT as the toxic
principle of V. rubricaulis was performed. The sprouts of V. rubricaulis were
collected on February 6, 2017 and June 2, 2017 in the municipality of Campo
Grande, MS (S 2026’'34” W 54°38’47"), air dried at room temperature and
ground to pass through a 2mm screen. Xanthium strumarium burs were
collected August 23, 2016 near Benson, Cache County, Utah (N 41° 48' 05”
W 111° 56' 08”) and air dried at ambient temperature. The seeds were
removed from the bur and ground using a motor and pestle. A solution of 0.01
pHg/mL  carboxyatractyloside potassium (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
standard was prepared in 50:50 v:v methanol:deionized distilled water

Extraction of plant material for carboxyatractyloside analysis was
accomplished by weighing ground plant material (100 mg) into a screw top
test tube (8 mL) equipped with Teflon lined caps (Pierce, Rockford, IL, USA).
Methanol (2 mL) was added to each test tube and placed in a mechanical
shaker for 16 h, then centrifuged to separate the plant residue and methanol
extract. The methanol extract (0.5 mL) was transferred to a 1.5 mL
autosample vial. Deionized distilled water (0.5 mL) was added to the
autosample vial containing the methanol extract and mixed thoroughly.

For HPLC-MS analysis of V. rubricaulis for carboxyatractyloside,
samples (10 pL) were injected onto a Betasil-C18 reversed phase column
(100 x 2.1 mm i.d., 5 ym) (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) protected
by a guard column with the same packing material (10 x 2.1 mm i.d., 5 um)
(Thermo Electron Corporation, Waltham, MA, USA). Carboxyatractyloside
was eluted from the column with a 20 mM ammonium acetate-acetonitrile
mobile phase at a flow rate of 0.4 mL/min. The mobile phase program was 20
mM ammonium acetate:acetonitrile, 95:5 v:v for 1 min followed by a linear
gradient to a composition of 60:40 v:v 20 mM ammonium acetate:acetonitrile
over 1 to 8 min. The mobile phase was delivered and samples injected using
a 1200 series HPLC (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) and the column
eluent was connected to the heated electrospray ion source of a VELOS PRO
LTQ (Thermo Scientific) mass spectrometer operated in the positive mode

with the following operating parameters; capillary temperature 275°C, source
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heater temperature 300°C, sheath gas flow 40 arbitrary units, auxiliary gas
flow 5 arbitrary units, source voltage 3.5 kV, source current 100 yA. From O-
4 min. flow from the column was diverted to waste, from 4-8 min. the flow was
directed to the ion source. Full scan mass data were collected for a mass
range of 100 — 800 amu. Reconstructed ion chromatograms of the MH+ ion,
m/z= 769, and an elution time of 7.1 min consistent with the 0.01 pg/mL
carboxyatractyloside potassium standard was used to identify

carboxyatractyloside in the plant samples.

3. Results

The laboratory results are presented in Figures 1-4 and the
experimental design and results are summarized in Table 1. With exception
of Sheep 8, all other sheep were affected. The main clinical signs were
apathy, anorexia, dry muzzle, respiratory distress, and abdominal pain. Soft
feces with streaks of blood and mucus were also observed in all sheep.
Sheep 1 and 6 exhibited nervous signs including muscle fasciculation,
nystagmus, paddling movements, and blindness.

There was marked elevation in the serum activities of AST, GGT, and
AP (Figs.1-3) in affected sheep. The glucose levels decreased from pre-
experimental levels of 50 to 80 mg/dL to levels between 1.3-27 mg/dL in five
sheep with clinical signs (Fig. 4).

Five sheep died and three recovered. Sheep 2 and 3 were euthanized
when moribund for humane reasons.

Hepatic lesions consisting of hepatocellular centrilobular coagulative
necrosis were observed in Sheep 5 and 6 at D4-D7 and D2 of the experiment,
respectively. Liver enzymes in Sheep 5 were elevated on D4. Sheep 6 died
onD3. Subsequent biopsies in Sheep 5 revealed that lesions subsided from
D15 on, as the sheep clinically recovered and hepatic enzymes returned to
normal values.

Gross lesions consisted of ecchymosis and petechiae on the serous
membranes, mainly of the epicardium. The gallbladder was distended and
edematous. The liver was affected in all necropsied sheep. It was increased
in volume and had marked accentuation of lobular pattern with red, depressed

areas intercalated with a pale-yellow network (Fig. 5). Ascites and
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hydropericardium were consistent findings. Microscopically, centrilobular to
submassive coagulative necrosis was observed (Fig. 6). In some instances,
the hemorrhagic necrotic areas were confluent forming the so-called bridging
necrosis. Coagulative necrosis was also observed in a few proximal renal
tubules. Microscopic lesions were not found in any sheep in other organs.
The severity of liver lesions was proportional to the size of the dose.
Carboxyatractyloside was detected in the 0.01 ug/mL
carboxyatractyloside potassium standard at 5X the S/N. Carboxyatractyloside
was present in the X. strumarium seeds but was not detected in the V.

rubricaulis plant material.

4. Discussion

The experimental feeding of doses of 6-12/g/Kg/bw V. rubricaulis to
sheep resulted in lethal hepatotoxic disease.

Hepatic lesions observed in the sheep in this experiment are typical of
those derived from the action of acute-acting toxicants causing liver failure.
Liver failure in the cases of the current experiment is indicated by a marked
elevation in the serum activities of liver enzymes. Several toxins from plants,
bacteria, fungi, insects, and drugs can cause similar lesions and clinical signs
in domestic animals (Rissi et al., 2007; Tessele et al., 2012; Barros, 2016).
Poisonous plants are the main cause of this type of lesion in herbivores.

The diagnosis of an acute hepatotoxicosis in these experimental cases
was made based on the hepatic lesion pattern (centrilobular and submassive
coagulative necrosis) which is characteristic for this type of lesion in
ruminants. The results were consistent among biopsies, necropsy
specimens, and the elevation of enzymes of hepatic function.

The toxin responsible for the acute hepatotoxicosis in V. rubricaulis
has not been characterized. However, its action is similar to many other acute
toxins, mainly phytotoxins that are recognized as a cause of acute liver failure
in farm animals. The acute centrilobular necrosis as seen in the current cases
is not specific for any of these acute hepatotoxins but occurs in a similar
fashion for all hepatotoxins (Rissi et al., 2007; Barros, 2016). In general,
hepatotoxins that go through biotransformation tend to exert their effect on

hepatocytes from Zone 3 — the center of the lobule (Barros, 2016). The reason



1263
1264
1265
1266
1267
1268
1269
1270
1271
1272
1273
1274
1275
1276
1277
1278
1279
1280
1281
1282
1283
1284
1285
1286
1287
1288
1289
1290
1291
1292
1293
1294
1295

50

the center of the lobule is more vulnerable to a toxic insult as compared with
hepatocytes located peripherally (Zone 1) is that hepatocytes in this region
may have more abundant enzymes that transform liposoluble compounds in
toxic substances and because centrilobular hepatocytes have lower levels of
oxygen and glutathione peroxidase (Barros, 2016). Other hepatotoxins that
do not need biotransformation to exert their damage — the so-called “direct-
action hepatotoxins “— tend to act on hepatocytes of the lobular periphery
(zone 1) due to the proximity of these periportal hepatocytes to the blood
carrying the toxin and arriving in branches of the portal vein and hepatic artery
(Barros, 2016). The different designations given to these acute hepatic
lesions such as centrilobular, centrilobular to midzonal and massive refer to
the degree of lesion severity. For example, a larger dose of V. rubricaulis can
cause massive liver necrosis while smaller ones will cause necrosis restricted
to the centrilobular areas of the lobule (centrilobular necrosis). This was the
case in our sheep. Furthermore, strictly speaking, “centrilobular to midzonal”
is a misnomer since midzonal is a band of hepatocellular necrosis restricted
to the midzonal area (zone 2) of the liver, thus not affecting the centrilobular
area and is rarely described in animals (Brown et al., 2017).

The sheep of this report had clearly observable neurological signs,
including incoordination and opisthotonus. Neurological signs associated with
acute hepatic lesions are associated with hepatic encephalopathy. However,
no brain lesions were detected microscopically. In our experience, we see
lesions of hepatic encephalopathy in ruminants that die from chronic hepatic
failure. They consist of oval or elongate vacuoles (5-40 mm in diameter)
mainly located in the interface of the gray-white matter. These vacuoles result
from intra-myelinic oedema (Barros et al., 2006).

Recently, changes in astrocytes such as Alzheimer type I
transformation was described in association with acute liver failure in cattle
(Wouters et al., 2017). We failed to detect similar lesions in the brain of our
sheep. The affected sheep of this experiment also developed hypoglycemia,
and this could explain the neurological signs. However, hypoglycemic brain
damage causes neuronal necrosis (red neurons) usually involving cerebral

cortex, the hippocampus and the caudate nucleus (Vinters and Kleinschmidt-
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Demasters, 2008); these lesions were absent in the brains of the sheep from
the current experiment.

Clinical signs, gross and histopathological findings in the sheep of the
current experiment were similar to those reported for X. strumarium,
poisoning, therefore V. rubricaulis samples were analyzed by HPLC-MS for
the presence of carboxyatractyloside, the reported toxin in X. strumarium
(Cole etal., 1980; Rissi et al., 2007). While carboxyatractyloside was detected
in X. strumarium seeds, it was not detected in the V. rubricaulis plant samples.
This tentatively, excludes carboxyatractyloside as the toxic principle of V.
rubricaulis. The hepatotoxic principle of V. rubricaulis remains unknown.
Several other cytotoxic substances were isolated from other related species
of Vernonia spp (Ndhlala et al., 2013; Toyang and Verpoorte, 2013). These
include sesquiterpene lactones from V. nudiflora and V. mollissima (Babalola
et al., 2001; Catalan et al., 1986), but only a limited number of those were
evaluated for toxic activity, and the toxic principle/s were not determined.
Hepatotoxicity caused by extracts of V. amygdalina (Ndhlala et al., 2013) and
V. colorata (ljeh and Onyechi, 2010) are reported in mice and in rats,
respectively. Interestingly, the terpenoid fraction of Vernonia spp. seems to
protect rats from the hepatotoxicity of acetaminophen and carbon
tetrachloride (Babalola et al., 2001; Ekam et al., 2012) although the hepatic
enzymes increase with time (Ojiako and Nwanjo, 2006). This seems to
indicate that when consumed in large quantities, Vernonia spp. may cause
liver lesions.

Management options to reduce poisoning in livestock are limited
because the plant is difficult to control. Areas where large amounts of
Vernonia spp. exist on pastures should be excluded from livestock grazing
during and just after the rainy season.
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Fig. 1 Graph representing the average values of the liver enzymes aspartate
aminotransferase (AST), gamma-glutamyl transferase (GGT), and alkaline
phosphatase (AP) for three affected sheep fed 12 g/kg/body weight of the fresh
sprouts of Vernonia rubricaulis. Numbers express Ul/L. The reference values are in
the line at the bottom of the graph.
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Fig. 2 Graph representing the average values of the liver enzymes aspartate
aminotransferase (AST), gamma-glutamyl transferase (GGT), and alkaline
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1437 phosphatase (AP) for three affected sheep fed 6 g/kg/body weight of the fresh
1438  sprouts of Vernonia rubricaulis. Numbers express UI/L. The reference values are in
1439 the line at the bottom of the graph.
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1440
1441 Fig. 3 Graph representing values of the liver enzymes aspartate aminotransferase

1442  (AST), gamma-glutamyl transferase (GGT), and alkaline phosphatase (AF) for one
1443  affected sheep fed 3 g/kg/body weight of the fresh sprouts of Vernonia rubricaulis.
1444  Numbers express Ul/L. The reference values are in the line at the bottom of the
1445  graph.
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1448
1449  Fig. 4 Graph representing the blood glucose values in the eight sheep of the

1450 experiment in the start and final phases of the experiment.

1451 :
1452  Fig. 5 Experimental poisoning by Vernonia rubricaulis in sheep. Liver from affected

1453 sheep. The accentuation of the lobular pattern is better appreciated at the cut

1454  surface where red, depressed areas appear intercalated with a pale-yellow network.



1455
1456 Fig. 6 Experimental poisoning by Vernonia rubricaulis in sheep. The microscopic

1457 aspect of the liver. Massive coagulative necrosis is observed at the center of the
1458 lobule. CV =centrilobular vein; PT = portal triad.

1459
Table 1
Experimental design and results.
Sheep Dose Onset of clinical Duration Outcome
signs (hours after of clinical
feeding the plant) course (hours)
1 12 g/kg/bw 6 6 Died
spontaneously
2 12 g/kg/bw 8 6 Euthanized
3 12 g/kg/bw 6 6 Euthanized
4 6 g/kg/bw 48 14 Died
spontaneously
5¢ 6 g/kg/bw 48 48 Survived
6 6 glkg/bw (two daily 48 56 Euthanized
doses of 3 g/kg/bw)
7 3 glkg/bw 48 24 Survived
8 6 gl/kg/bw (three daily No clinical sig No clinical Survived
doses of 2 g/kg/bw) signs
1460 2 Fed more mature sprouts.
1461
1462
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ABSTRACT

Background: Crotalaria spp. Poisoning induces liver or pulmonary
disease. C. mucronata, C. juncea, C. spectabilis, and C. retusa are the
Crotalaria spp. inducing spontaneous intoxication in livestock in Brazil. C.
mucronata and C. juncea are associated with interstitial pneumonia, while C.
retusa and C. specatabilis induce hepatotoxicosis. The toxic principle in
Crotalaria spp. are dehydropyrrolizidine alkaloids and their N-oxides. C.
incana poisoning to livestock is rarely documented. This paper reports the
clinical signs and pathological findings of a case of Crotalaria incana
poisoning in a steer. The chemical finding of a potential toxic
dehydropyrrolizidine alkaloid in the plant is documented for the first time.

Case. The affected bovine was part of a herd of 80 two-year-old steers
that were transferred from Property 1 to Property 2, 30 days prior to the event.
In the pasture of Property | — where the steers were held for 6 months — there
was a heavy infestation by a Crotalaria species with signs of being consumed
by the steers. The plant was identified as Crotalaria incana at the Botanical
Laboratory of the Federal University of Mato Grosso do Sul and a voucher
specimen was filed there under the register GCMS 51169. Two days after
entering Property 2 one of the steers became depressed, staggering, and in
poor body condition. With time, the steer became oblivious to the environment
and died 20 days after the onset of the clinical signs. Significant necropsy
findings were limited to the liver which was markedly enlarged and with
rounded edges. The hepatic cut surface was mottled with dark red and
extensive orange areas of discoloration. The gallbladder was distended and
the bile was inspissated. Microscopically, in the liver, there was fibrosis, bile
duct hyperplasia and hepatocellular megalocytosis. The Glisson’s capsule
was markedly thickened by fibrosis. In the brain, there was vacuolation of
myelin sheaths (status spongiosus), moderate gliosis, and rare Alzheimer
type 2 astrocytes.

Discussion. The diagnosis of intoxication by C. incana was based on
clinical signs and pathological changes and the evidence of the plant being
consumed. The high infestation of C. incana in the pasture, the high
proportion of dead matter and the low concentration of viable pasture favored
the ingestion of C. incana. Spongy degeneration, a typical lesion of hepatic
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encephalopathy, was observed in the several areas of the brain. Cirrhosis of
the liver as seen in the case of this report, results in elevated ammonia levels
in the blood — and eventually in the brain — and ammonia toxicity causes
hepatic encephalopathy. Morphological changes in hepatic encephalopathy
in the central nervous system of human beings and horses centers on
astrocytes which undergo Alzheimer type 2 change developing an enlarged,
pale nuclei with a rim of chromatin and prominent nucleoli. Astrocytes pairs
and triplets are seen, and, in severe cases, astrocytic nuclei may become
lobulated and contain glycogen. Chemical analysis of C. incana was
accomplished by acid-base extraction with zinc! reduction of N-oxides and
guantitation by spectrometry.? Quantitative analysis was achieved by liquid
chromatography-mass spectrometry?. To confirm the identity of the alkaloid
in the sample of C. incana the isolated alkaloid was compared to a standard
sample of usaramine previously isolated, and its identity verified by magnetic
resonance spectroscopy analysis. The 1,2-dehydropyrrolizidine alkaloid
usaramine, as well as its N-oxide, were identified as the major alkaloids in in
C. incana. The concentration found in the seed was consistent with that
previously reported. This is a new finding on the toxic principle of C. incana.

Keywords: cattle diseases, poisonous plants, pathology,

hepatotoxicity, Crotalaria incana, chronic liver failure

INTRODUCTION

There are several Crotalaria spp. distributed worldwide; most are
poisonous for livestock, inducing liver or pulmonary disease [6,17]. C.
mucronata, C. juncea, C. spectabilis, and C. retusa are the Crotalaria spp.
causes intoxication in livestock in Brazil [16]. C. mucronata and C. juncea are
associated with interstitial pneumonia, while C. retusa and C. specatabilis
with hepatotoxicosis [16]. The toxic principle in Crotalaria spp. are
dehydropyrrolizidine alkaloids. dehydropyrrolizidine and their N-oxides are
present in plant families [16]. The hepatotoxic pyrrolizidine alkaloids
derivatives are esters of 1-hydroxymethyl-1,2-dihydro-7-hydroxypyrrolizidine.
Requirements for toxicity appear to include the 1-2 unsaturation
(dehydropyrrolizidine) and the esterification with a branched-chain acid.

These dehydropyrrolizidines are metabolized by Cytochrome P450 enzymes
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in the liver to the corresponding "pyrrole type esters", responsible for
dehydropyrrolizidine-induced toxicity [14]. dehydropyrrolizidine-induced
hepatotoxicity, which has long been recognized, can be acute or — more often
- chronic lesions [12]. The chronic lesions consist of fibrosis, megalocytosis,
and bile duct proliferation [3]. Impaired function of the liver leads to elevated
ammonia levels in the blood and eventually in the brain, resulting in a
neurological syndrome referred to as hepatic encephalopathy [8,9].

C. incana poisoning to livestock is rarely documented [15]. We report
here the clinical signs and pathological findings of a case of C. incana
poisoning in a bovine and the chemical the finding of a potential toxic

dehydropyrrolizidine in the plant.

CASE

Clinical and epidemiological data were collected during and on-site
visits to the properties involved with these cases since the cattle had been
moved from an extensive grazing system (Property 1) to a feedlot (Property
2). To determine the proportion of the various morphological components that
constitute the pasture at Property 1, samples were collected through a
method using a 0.5 m? metallic square. This metallic square was placed on
ten different random points of the pasture, and the vegetation was collected
from each of these ten points. The samples from each square were weighted,
and the specimens were separated based on their morphology. The
separated parts were then weighted, and each component of the pasture was
calculated.

A Crotalaria species was identified as one of the components of the
pasture and specimens of the plant were sent for identification at Botanical
Laboratory of the Federal University of Mato Grosso do Sul. It was identified
as Crotalaria incana (Figure 1), and a voucher specimen was filed there under
the register GCMS 51169.

Chemical analysis of C. incana was accomplished by acid-base
extraction with zinc! reduction of N-oxides and quantitation by liquid
chromatography-mass spectrometry?> A measured amount of ground plant
(2.0 g) was extracted with 40 mL of methanol for 16 hrs. In duplicate, a 2.0

mL aliquot of each extract was placed into an 8 mL vial and evaporated to
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dryness under nitrogen flow. 2.0 mL of 0.05 M sulfuric acid was added and
powdered Zn (added to set 1 only) and the solutions allowed to mix for 30
min. The samples were centrifuged and a 1.0 mL of the upper acid layer was
added to preconditioned Strata SCX3° (200 mg; pre-rinsed with 3 mL
methanol® and 3 mL water) solid phase extraction columns. The samples
were loaded onto the column under vaccum and then rinsed with 3 mL water
and 3 mL methanol. The alkaloid fraction was eluted with 4 mL of ammoniated
methanol® (a 1/10 dilution in methanol of ammonia saturated methanol?,
evaporated to dryness and then taken backup in 1.0 mL 50% methanol
(water). A 0.05 mL aliguot was diluted into 1.0 mL of 50% methanol? for liquid
chromatography-mass spectrometry.? A set of calibration standards were
prepared with usaramine standard (from the collection of standards at the
Poisonous Plant Research Laboratory) to give known concentration at 5.0,
2.5, 1.25, 0.625, 0.156, and 0.039 pg/mL.

Quantitative analysis by liquid chromatography-mass spectrometry?
was achieved using a Thermo Fisher Velos LTQ spectrometer?, an Agilent
1260 binary high-performance liquid chromatography pump and
autosampler? and a Synergi Hydro (Phenomenex, 150 x 2.0 mm) high-
performance liquid chromatography column® and guard column of equivalent
solid phase. Separation was achieved using a linear gradient of acetonitrile!
(A) and 0.1% formic acid (B)! at flow rate of 0.400 mL/min. Gradient
conditions were 3% (A) (0-2 min); 3% A increased to 70% A (2 — 15 min);
70% A decreased to 3% A (15-18 min); and 3% A (18-26 min). The mass
spectrometer was operated in a dual scan mode with an initial full scan MS
(200 — 800 m/z) segment followed by a secondary MS/MS scan (relative
collision energy of 32) of the most abundant ion from the first scan. Peak
areas for quantitation of usaramine were obtained from reconstructed ion
chromatograms from the full scan MS data for the protonated molecule at m/z
352.

To confirm the identity of alkaloid in the sample of C. incana the
isolated alkaloid was compared to a standard sample of usaramine previously
isolated, and its identity verified by nuclear magnetic resonance spectroscopy
analysis [13], and found to have the identical retention time and mass

spectrum from both the above described liquid chromatography-mass
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spectrometry method and by a separate gas chromatography—mass
spectrometry method [7] to that of usaramine.

Chemical analysis of C. incana identified usaramine and usaramine N-
oxide (Figure. 2) as the major pyrrolizidine alkaloids. Concentration of the
alkaloids ranged from 10 pg/g in the leaf material to 870 pg/g in the seed. The
N-oxide accounted for 40% of the alkaloid in the leaf and 10% in the seed.
The chaff (seed pod minus the seeds) contained 220 ug/g total alkalid with
22% as the N-oxide.

The case occurred on June 2015 in Jaraguari County, Mato Grosso do
Sul, Brazil (Latitude 20°08'30"S Longitude 54°23'58"W). The affected steer
was part of a herd of 80 two-year-old steers that were transferred 30 days
ago from Property 1 to Property 2. Heavy presence of C. incana with signs of
being consumed by the steers, was observed in a 258 ha pasture of Property
1 where 88 steers (0.34 steers per ha) were held for 6 months in continuous
grazing. The pasture consisted of 53.9% of Brachiaria humidicola (5.6%
accounted for the leaves, 1% for the stem, and 45.6% of dead organic matter)
and 46.1% of C. incana.

Two days after entering Property 2 one of the steers was observed
staggering, depressed and with loss of weight. Fifteen days after the onset of
the disease the clinical signs deteriorate. For the next 15 days, the steer
stayed in sternal recumbency, oblivious to the environment and with the head
turned and touching the thoracic cavity and eventually died 20 days after the
onset of the clinical signs and was necropsied.

Significant necropsy findings were limited to the liver which was
markedly enlarged and with rounded edges. The Glisson’s capsule was
thickened by focally extensive fibrotic areas. The hepatic cut surface was
mottled with dark red parenchyma intercalated by extensive orange colored
and markedly firm areas (Figure 3). Gallbladder was distended and the bile
was inspissated.

Microscopically, the liver had the periportal parenchyma partially
obliterated by fibrotic connective tissue with extended to other portal triads
(bridging fibrosis) (Figure 4). There was bile duct hyperplasia but occasionally
the bile ducts were obliterated by fibrosis. Surviving hepatocytes were

vacuolated (fatty degeneration) and extensive cholestasis was apparent
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(Figure 5). Moderate hepatocellular megalocytosis and bi-nucleated
hepatocytes were observed. The Glisson’s capsule was markedly thickened
by fibrosis

In the brain, there was vacuolation of myelin sheaths (status
spongiosus) observed mainly in the brain stem and at the junction of the
cerebral grey matter and subcortical white matter of the frontal, parietal and
occipital telencephalon, and basal ganglia (Figure. 6). Additionally, there were

moderate gliosis and rare Alzheimer type 2 astrocytes.

DISCUSSION

The diagnosis of intoxication by C. incana in the steer of this report
was based on clinical signs and pathological changes. Those are similar to
the ones describe in the poisonings in cattle with this [15] and other [2,6]
species of Crotalaria. The evidence of the plant being consumed by the steers
is also indicative. The chronic characteristics of the lesions and the fact the
onset of clinical signs occurred only two days after the introduction of the
steers in Property 2 indicate that the intoxication happened by the
consumption of C. incana while steers were grazing in Property 1.

The high infestation of C. incana in the pasture, the high proportion of
dead matter and the low concentration of viable leaves of B. humidicola most
likely favored the ingestion of C. incana. The percentage of steer per ha was
0.34 which is lower than those reported elsewhere for poisoning by C. incana
[15] and by C. mucronate [16] which were 0.92 and 13.45 respectively. This
latter fact might explain why just one steer died in the situation currently
reported.

Spongy degeneration, a typical lesion of hepatic encephalopathy, was
observed in the brain of the bovine of this report. It was more severe in
cerebellar peduncles, mesencephalon, thalamus, and pons as is previously
recorded for ruminants [9]. Morphological changes in hepatic encephalopathy
in the central nervous system of human beings and horses centers on
astrocytes [5,8] which undergo Alzheimer type 2 change developing an
enlarged, pale nuclei with a rim of chromatin and prominent nucleoli.
Astrocytes pairs and triplets are seen, and, in severe cases, astrocytic nuclei

may become lobulated and contain glycogen [8]. Cirrhosis of the liver as seen
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in the case of this report, results in elevated ammonia levels in the blood —
and eventually in the brain — and ammonia toxicity which is the leading
hypothesis for the causation of hepatic encephalopathy [8]. An astrocytic
phenotype similar to Alzheimer type 2 changes can be induced by
hyperammonemia in experimental animals and tissue culture and is also seen
in human patients with congenital hyperammonemia due to inherited
disorders involved in the urea cycle [4].

Morphological findings in ruminants with hepatic encephalopathy are
characterized by microcavitation of the white matter in the brain, the so-called
status spongiosus or spongy degeneration [8]. The spongy change is due to
intramyelinic edema, causing splitting and vacuolation of myelin sheaths [8]
and should be differentiated from a primary disease of the central nervous
system in cattle.

The 1,2-dehydropyrrolizidine alkaloid usaramine, as well as the N-
oxide, were identified as the major alkaloids in the collected plant material
and is consistent with previous findings of this alkaloid in C. incana [1,10]. C.
incana has also been reported to contain the alkaloids integerrimine [1] and
anacrotine [11] neither of which could be identified as present in this collection
of C. incana. The concentration found in the seed (870 ug/g) was consistent
with that previously reported of 700 ug/g [17]. Usaramine is structurally a
macrocyclic diester of retronecine and therefore is predicted to be among the

group of most toxic dehydropyrrolizidine alkaloids [12].
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Figure 1. Flowering specimen of C. incana found in Property 1.
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1794 Usaramine Usaramine N-oxide
1795 Figure 2. The major pyrrolizidine alkaloids identified in Crotalaria
1796 incana of this study were usaramine and usaramine N-oxide.
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1798 Figure 3 Cut surface of the liver mottled with dark red parenchyma

1799 intercalated by extensive orange colored and markedly firm areas.
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Figure 5 The hepatocytes (top left) are vacuolated (hepatic degeneration).
Notice the extensive cholestasis.
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Figure 6 Brain, vacuolation of myelin sheaths (status spongiosus). This

lesion was mainly found in the brain stem and at the junction of the cerebral grey

matter and subcortical white matter of the frontal,
telencephalon, and basal ganglia.

parietal and occipital
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1. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA DO PROBLEMA A SER
ABORDADO

Prejuizos econdmicos provocados por doencas sao fatores limitantes para
atividade pecuéria de bovinos. Doencas como raiva, botulismo, infeccdo por
BoHV-5, complexo Tristeza parasitaria bovina, carbunculo sintomético,
intoxicacédo por plantas e produtos quimicos sdo causas conhecidas de prejuizos
devido a mortalidade de bovinos no Mato Grosso do Sul (Ribas et al 2013,
Carvalho et al. 2015).

Importante mencionar que apesar do impacto econdmico gerado por estas
doencas, um elevado numero de casos encaminhados para os servigcos de
diagndstico permanece sem a determinacdo da causa morte. Levantamentos
realizados em diferentes periodos demonstram que o numero de diagnosticos
inconclusivos no Laboratério de Anatomia Patologica (LAP) da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ) supera as principais causas de morte.
Nesses estudos os diagndsticos inconclusivos totalizaram 46,25% das doencas
com sintomatologia neurolégica (Ribas et al., 2013), 56,76% dos diagndésticos de
surtos em bovinos (Souza et al., 2015) e 32,6% dos diagnosticos em
ovinos(Almeida et al., 2013), respectivamente.

Frisa-se que dentre estas causas além dos diagndsticos inconclusivos
existem varios diagndsticos morfoldgicos, os quais apesar de sugerirem uma
possivel etiologia, ndo determinamcom precisdo a causa da morte. Dentre estas
podemos citar a PEM, quadros de nefropatias degenerativas (provavel causa
toxica), meningoencefalite ndo supurativa (compativel com raiva) e sugestivos de
botulismo (Almeida et al 2013, Ribas et al.,2013, Souza et al., 2015). Em relacdo
aos quadros nefrotoxicos e os confundiveis com botulismo, para a determinagéo
de um diagnéstico preciso € fundamental determinar o papel dos oxalatos
presentes na pastagem, os quais em niveis elevados podem provocar quadros
clinicos patoldgicos semelhantes aos observados nestes levantamentos, e incluir
como diagnodstico morfologico sugestivo de determinada doenca. Outra
possibilidade a ser testada, nos quadros nefrotdéxicos causados por oxalatos, se
os cristais desaparecem com tempo decorrido apés a morte.

Em relacdo as plantas toxicas, apesar dos avancos na determinagdo do

diagnostico, da epidemiologia e quadro clinico patologico desencadeado pelas
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intoxicagbes, o conhecimento sobre o0s principios toxicos da maioria destas
plantas ainda é limitado (Tokarnia et al., 2012). A principal dificuldade para a
identificacdo do principio toxico é determinar dentre os varios constituintes
guimicos da planta qual ou quais sdo 0s responsaveis pelo quadro clinico
patoldgico.

Uma importante planta de interesse pecuario para o estado de Mato Grosso
do Sul, a V. rubricaulis ndo possui o0 principio toxico conhecido e experimentos
gue possam identificar e determinar sua presenca nos diferentes estagios
vegetativos das plantas precisam ser realizados. Diante disso é necesséria a
adocdo de modelos experimentais com espécies animais que representem as
intoxicacdes naturais.

Os ovinos sdo considerados bons modelos experimentais, pois s&o
sensiveis a intoxicacdo por Vernonia sp., além de apresentar menor custo de
aquisicdo, menor peso vivo dessa forma consumindo menos volumosos e
concentrados e menores quantidades de amostras de planta toxica; além disso,
ja foram descritos casos de intoxicacdo natural e experimental em ovinos por V.
plantaginoides no Uruguai (Dutra et al., 2016).

Os aspectos anteriormente abordados resultam em sérios limitantes para o
tratamento, prevencao e o controle destas doencas, pois para o controle de uma
doenca é necessario o conhecer sua etiologia, forma de transmissado, sinais
clinicos e as lesbes encontradas na necropsia e histopatologia. Além destes
dados é necessario conhecer os possiveis diagnosticos diferenciais, ou seja, as
doencas que podem causar quadros clinicos semelhantes. Outro aspecto
relevante do ponto de vista da experimentacao, é o bem-estar animal. Os modelos
empregados atualmente para a reproducdo da intoxicagdo consistem em na
observacéo de sinais clinicos que muitas vezes coincidem com a morte do animal.
Assim a validacdo de técnicas que identifiquem o principio téxico e a determinacéo
da etiopatogenia de doencas nao elucidadas permitiriam a reducdo da utilizagéo
de animais em experimentos posteriores, além da possibilidade da adocéo de
medidas de controle adequadas para o tratamento dos animais intoxicados
reduzindo dessa forma os indices de mortalidade, e 0os prejuizos econdmicos e
sociais para a cadeia da producéo pecuaria.

Conforme o exposto acima, o diagnostico preciso é imprescindivel para a

reducdo ou eliminacdo das perdas econOmicas causadas por estas doencas.
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Ressalta-se que as doencas a serem estudadas na presente proposta ainda
possuem varios pontos obscuros que somente serdo elucidados a partir de
modelos e abordagens conjuntas com o0s estudos de casos espontaneos do

campo com as reproducdes experimentais.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo do presente projeto é estudar os quadros toxicos que ocorrem
no estado do Mato Grosso do Sul, mas que ndo possuem quadro clinico patologico
e principios quimicos completamente elucidados. Deste modo pretende-se
desenvolver modelos experimentais para o estudo de principios ativos de plantas
toxicas e determinacéo da etiopatogenia de mortalidades em bovinos com causas

nao determinadas.

2.2. Objetivos Especificos
Caracterizar os sinais clinicos dos ovinos na intoxica¢cao aguda por oxalato;
Caracterizar os sinais clinicos dos animais apresentados com a ingestao
prolongada de oxalato;
Determinar os danos renais, por meio de urinalise e marcadores de funcédo
glomerular e tubular renal decorrentes do consumo prolongado de oxalato e da
intoxicacéo aguda,;
Avaliar os niveis de calcio, fésforo e paratorménio decorrentes dos diferentes
periodos de consumo do oxalato;
Identificar as lesbes Osseas por meio de exames radiograficos dos animais
submetidos a consumo prolongado de oxalato;
Descrever as alteragdes anatomopatolégicas por meios de achados de necropsia
dos ovinos caracterizando as lesdes agudas e cronicas dos quadros de
intoxicagéo por oxalatos;
Avaliar as caracteristicas histolégicas do tecido renal, ésseo, nervoso e da
glandula paratireoide dos animais submetidos ao consumo de oxalato;
Comparar as variagdes na composi¢cao quimica da planta nos diferentes estagios
vegetativos com a ocorréncia ou ndo de intoxicacdo, e por meio da comparacéo
da composicdo identificar ou direcionar o estudo do principio téxico da V.

rubricaulis.
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Determinar se ovinos sao modelos experimentais para quadros de intoxicacao por

V. rubricaulis.

2. REVISAO DA LITERATURA

A pecuéria bovina é um dos setores mais importantes para economia
do estado de Mato Grosso do Sul que possui o0 quarto maior rebanho bovino
do pais, aproximadamente, 21 milhdes de cabecas, e ocupa o segundo lugar
na producao de carne bovina com 849,062 mil toneladas (IBGE, 2015). No
Estado, € importante destacar a pecuéria de corte extensiva da regido do
Pantanal, com o municipio de Corumba apresentando o segundo maior
rebanho bovino do pais (PPM, 2014)

Em virtude desta importancia faz-se necessario o conhecimento de
condi¢cdes que possam limitar a producdo pecuaria, dentre as quais, as
enfermidades que afetam o rebanho e podem causar prejuizos econdmicos.
O consumo de plantas toxicas esta entre as principais causas de perdas
econOmicas da pecuéria brasileira e em Mato Grosso do Sul as mortes
causadas por intoxicacdo fitbgena correspondem a 5,8% dos diagndsticos
realizados no periodo de 2008-2012 (Souza, 2013).

Entre os compostos tdxicos presentes em algumas plantas nativas ou
cultivadas, que proporcionam prejuizos a pecuaria estdo os oxalatos,
compostos organicos comuns em plantas e gramineas tropicais como a
Brachiaria humidicola e B. decumbens, o Kikuio (Pennisetum clandestinum),
a Setaria asceps cv. Kazungula, Panicum maximum cv. Colonido (Tokarnia
et al., 2012).

Convém ressaltar que Mato Grosso do Sul possui na regido do
Pantanal, aproximadamente, 6.000 km2 de pastagens cultivadas do género
Brachiaria entre elas a Brachiaria decumbens, a B. brizantha e a B.
humidicola, distribuidas principalmente, em areas desmatadas de
cordilheiras e de campo (Rodrigues; Comastri-Filho, 2001). Essas
forrageiras foram introduzidas na regido do Pantanal por se adaptarem bem
a solos acidos e de baixa fertilidade, a B. humidicola destacou-se pela boa
adaptacao ao solo da regido, apresentando alta produtividade, adaptacéo as

secas prolongadas (Crispim et al. 2003), contudo, € importante destacar que
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essas forrageiras possuem altas concentragdes de oxalatos (Nunes et al.
1990).

Os oxalatos ocorrem sob formas solUveis e insoluveis: as formas
soluveis sdo os oxalatos de sédio, potassio e amonia e as insoluveis sdo os
oxalatos acidos e oxalatos de calcio (Savage et al., 2000; Tokarnia et al.,
2012). Os oxalatos insollveis ingeridos sdo excretados, sem causar
prejuizos a saude animal, entretanto, os oxalatos sollUveis presentes em
forrageiras possuem propriedades antinutricionais como a capacidade de
reagir com microelementos como calcio e magnésio impedindo sua absor¢ao
(Gorb et al., 1962), levando ao desequilibrio no balanco célcio fésforo
(McKenzie et al., 1981).

Esse desequilibrio leva a excessiva mobilizacdo de calcio dos ossos
com consequente desmineralizacdo 0ssea e sua substituicdo por tecido
conjuntivo fibroso. Essa condicéo é frequente em equinos e conhecida como
“‘cara inchada” (McKenzie et al., 1981; Tokarnia et al., 2012). Embora menos
comum em ruminantes, o consumo prolongado de pastagens com elevados
teores de oxalato pode resultar em hipocalcemia severa (Seawright et al.,
1970) e urolitiase (McIntosh et al., 1974) com casos descritos em ovinos (El-
Khodery et al., 2008).

Quando plantas ricas em oxalato sdo consumidas, tanto por
monogastricos quanto por ruminantes, o calcio reage com o0s oxalatos
solaveis ingeridos no estdmago dos primeiros e no pré-esttmago dos
segundos, formando sais insollveis. Entretanto, ao se considerar o
metabolismo do oxalato, quando ingerido por ruminantes, observa-se que
pode ocorrer de quatro maneiras diferentes: 1- as bactérias ruminais podem
fragmenta-los em formas nao téxicas (Alisson et al., 1985); 2- Em dietas com
altas concentracdes de calcio e altos teores de oxalatos, os oxalatos
presentes no rimen e nos intestinos se combinam com o calcio e 0 magnésio
assumindo a forma de cristais de oxalatos, os quais sdo insollveis e sao
excretados nas fezes, reduzindo a absorcdo de calcio;3-0 oxalato soluvel
ingerido pode ser absorvido a partir do rimen para o sangue e combinar-se
com o célcio sérico para formar cristais de oxalato insolUveis que podem se
precipitar nos rins e causar danos a esses 0rgdos como obstrugéo das vias

urinarias ou nefrose com insuficiéncia renal (Lincoln; Black 1980; Blaney et
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al. 1982);4- os oxalatos insolUveis ingeridos podem passar pelo sistema
digestivo sem causar efeitos prejudiciais ao animal (Ward et al. 1979,
Tokarnia et al. 2012).

Considerados 0s motivos expostos percebe-se que os efeitos
adversos e a intoxicacao por oxalato sdo processos complexos, dependentes
de varios fatores, dentre os quais pode- se citar a forma quimica do oxalato,
a idade do animal, a taxa de consumo, a quantidade e a qualidade da dieta,
a quantidade total de oxalato ingerido e a adaptacéo do animal ao contetudo
de oxalato na dieta (Rahman et al. 2013).

Apesar da capacidade das bactérias do rimen em metabolizar os
oxalatos soluveis (Davies, 1979), provavelmente, grande parte do oxalato
ingerido passa intacto pelo sistema digestivo dos ruminantes (Mckenzie;
Shultz, 1983), pois a maioria das bactérias do rimen ou do intestino ndo sao
capazes de degradar o oxalato.

Os riscos de intoxicagdo podem ser reduzidos adaptando os
ruminantes ao consumo de doses crescentes de oxalatos. Assim se 0s
ruminantes forem expostos gradualmente a uma dieta com niveis elevados
de oxalato (periodo superior a 4 dias) a populacédo de bactérias capazes de
degradar o oxalato presentes no rimen se prolifera para evitar a ocorréncia
da intoxicacdo (Allisson et al., 1985; Burrows;Tyrl, 1989). Contudo, essa
condicdo apenas se mantém pela ingestdo continua de oxalatos e a taxa de
degradacao diminui se o consumo é interrompido (Mittal; Kummar, 2004).

Outros fatores relacionados a resisténcia ou susceptibilidade sao: a
resisténcia natural, idade, sexo, o estagio fisioldgico e a composicao da dieta
dos animais (Rahman et al., 2013), como exemplo da resisténcia natural
descreve-se diferencas a tolerancia entre as espécies animais: riumen dos
caprinos é considerado um ambiente favoravel para populacdes de bactérias
gue degradam o oxalato quando comparados com ovinos (Duncan et al.
1997), além disso uma quantidade importante de oxalato ingerido por
ruminantes pode ser dissolvido na digestdo (Libert; Franceschi, 1987),
porém, equinos séo incapazes de utilizar oxalatos de calcio presentes em
forrageiras tropicais (Blaney et al. 1982; Mckenzie;Shultz, 1983), enquanto
gue os suinos podem utilizar 80% mais oxalato de calcio da mesma origem
(Brune;Bredehorn,1961).
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Animais jovens séo considerados mais sensiveis a intoxicagdo, mas
nao existem estudos comparativos com animais de diferentes idades
(Rahman et al. 2013). Embora o excesso de oxalatos possa ocasionar a
formacéo de urdlitos tanto em machos quanto em fémeas, os machos sao
mais suscetiveis a obstrucao uretral, portanto, com manifestacéo clinica da
urolitiase que pode culminar com o rompimento uretral (Tiruneh, 2004;
Rahman et al. 2013).

Os ruminantes em lactacdo sdo mais suscetiveis do que o0s nao
lactantes, devido a excrecao de calcio pelo leite (Rahman et al. 2013), no
entanto, alguns autores sugerem que animais gestantes e em lactacao sao
mais suscetiveis do que outras categoriais (Radostits et al. 2007). Em ovinos
alguns relatos descrevem que animais em lactacdo apresentam quadro de
hipocalcemia com maior frequéncia que ovelhas prenhes e ovelhas nao
gestantes (El Khodery et al. 2008), mas estudos anteriores relataram que a
hipocalcemia foi mais frequente em ovelhas prenhes, principalmente aquelas
alimentadas com concentrados (Tindall, 1986; Sweeney; Cuddeford, 1987;
Pickal et al., 1988).

Devido a complexidade dos fatores envolvidos no metabolismo dos
oxalatos ndo ha um consenso sobre os niveis seguros de oxalato presentes
nas plantas que possam ser ingeridos pelos animais. No entanto considera-
se que niveis menores que 2% de oxalatos solUveis na dieta hdo causam
intoxicagdo, mas podem provocar decréscimo nos niveis de calcio. Para os
ndo ruminantes considera-se niveis inferiores a 0,5% como niveis aceitaveis
de oxalatos soluveis (Rahman et al. 2013). As plantas que provocam a
intoxicacdo aguda ou subaguda contém mais de 10% de acido oxalico
calculado sobre o peso da planta dessecada, porém ha registro da
intoxicagdo com graminea contendo niveis mais baixos. A intoxicagdo
cronica pode ocorrer por plantas contendo quantidades inferiores as citadas
(1 a 4%) de acido oxalico na matéria seca (Blaney et al. 1981, Mckenzie et
al. 1981).

Em condi¢cfes naturais os surtos de intoxicacdo aguda ou subaguda
acometem bovinos e ovinos recentemente introduzidos apds privagao
alimentar em pastagens com plantas com elevados teores de oxalatos. O

guadro clinico da intoxicagdo aguda ou subaguda em bovinos e ovinos
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caracteriza-se por depresséo fraqueza, dificuldade respiratéria, diminuicao
da motilidade do trato digestivo, andar rigido, incoordenacdo, tetania,
tremores, convulsdes, edemas subcutaneos, coma e morte (Schenk et al.
1982).

Os casos ocorrem ap0s um curto periodo, as vezes de poucas horas
apos a introducdo dos animais na pastagem (Tokarnia et al. 2012). Dessa
forma, o quadro clinico-patologico da intoxicacdo aguda em bovinos deve ser
diferenciado de outras doencas que cursam com sinais nervosos como
botulismo, raiva, dentre outras (Ribas et al., 2013).

No Brasil a intoxicagdo aguda e subaguda por oxalato foi descrita em
ovinos no Rio Grande do Sul (Ferreira et al. 1991) e caprinos na Paraiba
(Galiza et al. 2011), em ambos 0s casos 0S animais ingeriram plantas
descritas como ricas em oxalatos, Oxalis sp e Portulaca elatior,
respectivamente. No estado de Mato Grosso do Sul a toxicose foi relatada
em vacas lactantes, em mau estado nutricional, introduzidas em pastos de
Setaria viridis ha 10 dias, neste surto do rebanho de 85 vaca, 45 adoeceram
e nove morreram (Schenk et al. 1982). Ainda sdo descritos casos de
nefropatias toxicas de etiologia desconhecida, mas com lesdes histoldgicas
sugestivas de intoxicacdo por oxalatos no Estado. Além disso, no Mato
Grosso do Sul foi descrito um surto sugestivo de intoxicacéo por oxalato em
novilhas nelores mantidas em pastagem de B. humidicola em propriedades
na regido do pantanal da Nhecolandia (Ribas et al., 2013), ressalta-se que
essas novilhas eram criadas nestas pastagens, além desses, outros dois
casos de intoxicacdo por oxalato em ovinos foram descritos por Almeida et
al. (2013) em Mato Grosso do Sul.

Os principais achados de necropsia em surtos de intoxicagdo por
oxalato sdo congestdo e aumento de volume dos rins com a nitida separacao
entre cortex e medula, por uma linha branca resultante do acumulo de
oxalatos. Hemorragias e edema na parede do rimen e edemas cavitarios
também podem ser observados. A principal alteracdo histologica € a
presenca de cristais de oxalatos nos tubulos uriniferos e também nos vasos
sanguineos da parede do rimen e do sistema nervoso central (James 1978;
Jones etal. 1977). Apesar das lesdes renais serem identificadas em quadros

de intoxicagdo por oxalato, ndo se encontram relatos de experimentos que
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facam uma investigacdo detalhada destas injurias por meio do uso de
marcadores urinarios como a urinélise, a razdo proteina urinaria: creatinina
urinaria (PU:CU), gama glutamiltransferase urinaria (GGTu) associados a
outros marcadores séricos como creatinina, fosforo, calcio e ureia, utilizados
comumente na investigacdo de danos renais. Os biomarcadores de injaria a
esse Orgdo sdo considerados importantes métodos de diagnosticos nao
invasivos e poderao auxiliar na investigacao das alteracdes clinico patolégica
causada pela intoxicac&o por oxalato.

Os efeitos adversos decorrentes da ingestao prolongada de oxalato
sdo observados com frequéncia em equinos que permanecem por longos
periodos em pastagens de gramineas com altos teores de oxalatos (Puoli
Filho et al., 1999; Tokarnia et al. 2012). Essa intoxica¢cdo possui 0 quadro
clinico-patoldgico determinado como hiperparatireoidismo secundario que
resulta em osteodistrofia fibrosa.

Os sinais clinicos, nessa espécie, iniciam com claudicacéo discreta,
evoluem para dificuldade locomotora, aumento, caracteristico, bilateral dos
0ss0s maxilares superiores e mandibulas, e com a progressdo dos sinais
clinicos ha emagrecimento ocasionado pela dificuldade de apreensao e
mastigacao dos alimentos, se néo realizado o tratamento ha afrouxamento e
gueda dos dentes, dificuldade respiratdria progressiva, fraturas de membros,
caquexia, inanicdo, decubito permanente e morte. Em equinos nao foram
encontrados relatos de intoxicacdo aguda por oxalato. Os achados de
necropsia e histolégicos sdo compativeis com Osteodistrofia fibrosa e
presenca de calculos renais, ureterais e na bexiga (Tokarnia et al. 2012).

Em ruminantes ndo se encontram relatos dos efeitos causados pelo
consumo prolongado de oxalatos, por outro lado, ressalta-se o elevado
namero de bovinos com fraturas patoldgicas durante o0 manejo descrito no
histérico de animais atendidos no laboratério de anatomia patolégica da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (LAP/UFMS). Dessa forma a
necessidade da melhor compreensdo da etiopatogenia da toxicose por
oxalato em ruminantes sugere o0 desenvolvimento de um modelo
experimental no qual possa ser observado os sinais clinicos, e investigados
os tipos e a distribuicdo das lesbes nos sistemas de orgdo afetados pela

intoxicacao.
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Para isso essa proposta visa desenvolver um modelo experimental
para intoxicacdo aguda e efeitos adversos do consumo prolongado de
oxalato utilizando ovinos, uma vez que, essa espéecie é sensivel a intoxicacao
por oxalato (Ferreira et al., 1991; Rahman et al. 2011; Almeida et al. 2013) e
oferecem vantagens para realizacdo de pesquisas em relagédo aos bovinos,
pois, sdo mais faceis de manejar e requerem menores investimentos com
alimentos e infraestrutura.

Em se tratando de plantas toxicas do MS a Vernonia rubricaulisé um
subarbusto da familia Asteraceae, sem nome popular, sendo responsavel
por mortandades de bovinos na regidao Centro-Oeste do Brasil (Brum et al.,
2002, Tokarnia et al., 2012). Em um estudo retrospectivo realizado entre os
anos 2000 e 2012, nos arquivos do Laboratério de Anatomia Patoldgica -
LAP (FAMEZ-UFMS) observou-se que a Vernonia rubricaulis foi responsavel
pela mortalidade de bovinos em 26 surtos diagnosticados no LAP/FAMEZ, o
que correspondeu a 25% das intoxicacdes por plantas toxicas
diagnosticadas durante o periodo estudado (Souza et al., 2015).

Convém ressaltar a descricdo de surtos espontaneos de intoxicacao
em bovinos por V. rubricaulis (Brum et al, 2002) e intoxicagbes
experimentais em bovinos (Tokarnia & Dobereiner, 1982, Brum et al., 2002).
Outras plantas deste género causaram intoxicacdes naturais, como V.
molissima em bovinos e ovinos (DObereiner et al.,, 1976, Tokarnia et al.,
2012) e, em ovinos por V. plantaginoides (Dutra et al., 2016).
Experimentalmente, foram reproduzidos em bovinos por V. rubricaulis
(Tokarnia&Ddbereiner, 1982, Brum et al.,, 2002), em ovinos por V.
plantaginoides (Dutra et al., 2016) e em bovinos e ovinos por V. squarrosa
(Tokarnia&Ddbereiner, 1983).

As condi¢cbes de ocorréncia da intoxicacao por Vernonia rubricaulis
sdo descritas em bovinos principalmente quando ha brotacdo dos pastos,
sobretudo depois de queimadas, na época de escassez de forragem, entre
0s meses de agosto a dezembro (Tokarnia et al., 2012). Alguns fatores sao
importantes para a ocorréncia da doenga, como a utilizacdo de técnicas que
favorecem a brotag&o da planta, incluindo o uso de ro¢adeira, assim como a
gueimada e o desmatamento, e fatores que aumentam a possibilidade de

ingestéo da planta, incluindo o transporte de animais, que sédo introduzidos
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com fome ou sede, em areas em que ocorre a brotacdo da planta, e a
superlotacéo dos pastos (Brum et al., 2002, Riet-Correa & Mendez, 2007).

Sob condi¢fes naturais, aparentemente a planta so causa intoxicacao
aguda (Tokarnia et al., 2012). Os experimentos foram realizados com as
partes aéreas, em fase de brotagdo das plantas, ainda frescas por via oral,
em bovinos as doses de V. rubricaulis toxicas que causaram morte variaram
de 3 a 30 g/kg de PV(Tokarnia & Ddbereiner, 1982, Brum et al., 2002). A
planta dessecada, em temperatura ambiente, parece ter perdido a
toxicidade, pois em doses de 27 a 30 g/kg de PV oferecido a bovinos causou
apenas sintomas leves (Tokarnia & Ddbereiner, 1982). A V. mollisssima
apresentou comportamento semelhante em bovinos, doses de 10 a 30 g/kg
de PV da planta fresca causaram a morte dos animais, nas plantas
dessecadas com doses de 20 a 30 g/kg de PV observou-se a morte dos
bovinos. Um bovino intoxicado com 20 g/kg de PV conseguiu se recuperar
(Dobereiner et al., 1976).

Até o momento, a profilaxia e o controle das intoxicacdes causadas
por Vernonia rubricaulis sdo realizadas com base no conhecimento
epidemioldgico, geralmente, mediante eliminacdo da planta ou evitando o
pastejo em &reas infestadas. Recomenda-se nao introduzir animais com
fome ou sede em &reas onde ocorre brotacdo da V. rubricaulis,
principalmente, apds queimadas, ro¢adas ou apds a chuva, aconselha-se
também evitar o super pastejo (Riet-Correa & Mendez, 2007). Os dados
epidemioldgicos evidenciam que a maioria dos animais se intoxicam entre 0s
meses de agosto e dezembro, apoés o inicio do periodo de chuvas (Brum et
al., 2002).

Os sinais clinicos descritos sao agressividade, anorexia, focinho seco,
expiracdo com gemidos, apatia, andar com desequilibrio, tremores na
cabeca e contragcdes musculares. Os animais podem permanecer alguns
minutos com a cabeca encostada contra objetos ou cercas, ou fazendo
movimentos laterais da cabeca, ndo conseguindo se alimentar ou beber.
Quando em decubito esternal, apresentam colicas, gemidos, batem com a
cabeca no chao, com movimentos de pedalagem e salivacdo (Tokarnia &
Dobereiner, 1982, Brum et al., 2002,). Em outras espécies deste mesmo

género os sinais clinicos sédo semelhantes (Dbébereiner et al., 1976, Tokarnia
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& DoObereiner, 1983, Riet-Correa & Mendez, 2007, Tokarnia et al., 2012). Os
principais achados de necropsia na intoxicagdo aguda ou experimental
ocorrem no figado que, ao corte apresentamareas vermelhoenegrecidas
circundadas por areas palidas (Tokarnia et al., 2012). Na patologia clinica ha
elevacao dos niveis séricos de AST (Riet-Correa &Mendez, 2007).

Sabe-se que a parte mais toxica € a planta em brotacéo, diminuindo a
medida que a planta cresce (Tokarnia et al., 2012). Salienta-se a importancia
do reconhecimento do principio téxico, uma vez que identificado pode-se
determinar o periodo em que a planta se torna potencialmente mais toxica e,
as condicdes em que apresentam maior toxicidade e assim, eliminar a
experimentacdo com modelos animais.

No entanto, principio toxico da V. rubricaulis e de outras espécies de
Vernonia ainda é desconhecido. Existem mais de 1000 espécies registradas
do género Vernonia, mas apenas 10% destas espécies foram catalogadas
em estudos etnofarmacoldgicos. Nestas espécies tém sido relatadas uma
infinidade de compostos bioativos. Os principais compostos isolados de
diversas espécies de Vernonia sdo os terpendides. Estes podem ser
subdivididos em monoterpenos, sesquiterpenos, dipertenos, triterpenos e
caratenoides. Em amostras deV. mollissima, o principal principio ativo
isolado foi o sesquiterpeno (Toyang & Verpoorte, 2013).Apesar do
isolamento do sesquiterpeno na V. mollissima, ndo é possivel associar a
presenca desse metabdlito as intoxicagbes observadas nos animais de
producéo.

De modo geral, as plantas toxicas tém como principios ativos 0s mais
diversos compostos, mas no geral, apenas um é a causa da doenca. Nesse
caso, existe uma dificuldade em se determinar o principio ativo responséavel
pelas intoxicagbes (Tokarnia et al., 2012). As toxinas sdo metabdlitos
secundarios das plantas, isto €, substancias quimicas que estao diretamente
envolvidas no metabolismo fundamental da planta. A maioria ndo contribui
para ganho de energia ou integridade estrutural. S&o extremamente
diversas, apresentando uma grande variedade de tipos quimicos. Por vezes,
a substancia téxica para o animal ndo € o composto em si, mas 0S
metabolitos resultantes de sua degradacao (Lima Junior et al., 2010). Em

ruminantes, esta degradacéo € mais complexa, pois antes da absorcao dos
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principios téxicos pela mucosa do trato digestério, a microflora ruminal pode
modificar sua toxicidade por processos de degradacéo ou conjugacéo das
toxinas, por transformar percussores inofensivos em substancias téxicas, ou
por converter substancias pouco toxicas em mais toxicas (Lima Junior et al.,
2010, Tokarnia et al., 2012).

Estudos fitoquimicos sdo necessarios para confirmar a presenca
desses terpenos na Vernonia rubricaulis, sabidamente toxica aos bovinos, se
estes metabdlitos podem ser considerados responsaveis pelos quadros
clinicos hepatotoxicos e se as concentracbes toxicas se alteram em
diferentes fases vegetativas das plantas. Comparativamente plantas do
género Xanthium (familia Asteraceae), assim como a Vernonia rubricaulis
causam lesbes hepatotoxicas, e as intoxicagcbes sao atribuidas a um
glicosideo triterpendide. O principio téxico de Xanthium spp se encontra em
sementes e € passado para os brotos quando a semente germina. S6 as
plantas no estagio cotiledonario, com as duas primeiras folhas de brotacgéo,
s&o toxicas e ao mesmo tempo palataveis. A medida que essas folhas se
desenvolvem, a toxicidade diminui consideravelmente (Tokarnia et a., 2012),
como observado nas intoxicagdes por V. rubricaulis.

O principio toxico € um importante fator para o estudo da patogenia,
das condicdes de ocorréncia e consequentemente do controle de
intoxicacdes por planta, sua identificacdo permite avaliar com maior precisao
as guantidades dos principios presente nas plantas administradas em
condi¢cdes experimentais e possibilita identificaras variagdes em diferentes
estagios vegetativos ou a influéncia de variacdes produzidas por alteracées
climaticas ou de manejo. Além disso, a partir do conhecimento das
guantidades téxicas de um principio e das suas variacfes nas plantas é
possivel por meio da dosagem deste principio nas plantas realizar estudos e
preconizar medidas de controle das intoxicagcbes sem a necessidade da

experimentagao animal.

4. METODOLOGIA

4.1 MODELO EXPERIMENTAL PARA IDENTIFICACAO DO PRINCIPIO

TOXICO DE VERNONIA RUBRICAULIS
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Serao colhidas mudas de Vernonia spp. em pastagens infestadas pela planta
e com histérico de intoxicagbes essas amostras serdo encaminhadas ao Campo
Agrostolégico (UFMS). Amostras da planta serdo colhidas e encaminhadas ao
Laboratério de Botanica (UFMS) para identificacdo da espécie e género da planta.

Sera utilizada a Vernonia rubricaulis em diferentes fases de
desenvolvimento: plantas na fase de brotacéo (planta podada) e plantas na fase
de maturacéo (planta sem poda). Serdo preparados dois canteiros (canteiro 1 e
2) de 6x4 metros, equivalente a 24m?, com mudas das plantas oriundas de
propriedades com histérico de intoxicag&o. No canteiro 1 serdo realizadas podas
da planta e, apos 15 dias amostras dos brotos serdo colhidas. Os cortes e as
coletas dos brotos serdo realizadas em diferentes épocas do ano: agosto/17,
outubro/17, fevereiro/18, maio/2018. Nos mesmos periodos serdo coletadas no
canteiro 2 amostras da planta sem poda. Folhas na fase de brotacéo e maturagéo
da planta serdo administradas a ovinos. Serao utilizados 12 animais por periodo,
divididos em trés grupos de quatro animais, totalizando 48 animais. Em todos os
periodos serdo ofertadas doses uUnicas de 10 g/kg de PV. O delineamento

experimental esta descrito na tabela 1.

Tabela 1. Delineamento experimental do potencial toxico de Vernonia spp.

em ovinos
Canteiro Canteiro Controle
Grupos 1 2
Numero de animais

1 2 2 2
2 2 2 2
3 2 2 2
4 2 2 2

Canteiro 1: folhas em fase de brotagéo (10 g/kg de PV em dose Unica);
Canteiro 2: folhas maduras (10 g/kg de PV em dose Unica);
Controle: dieta controle. Composta de silagem de milho e concentrado a base de

milho e soja.
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Serdo utilizados cordeiros desmamados, com peso médio de 20+2,0 kg.
Todos identificados com cddigos nimeros, avaliados clinicamente e amostras de
fezes serdo coletadas para acompanhamento parasitolégico por meio de analises
de ovos por grama de fezes —OPG — (Gondon & Whitlock, 1939). Animais com
OPG igual ou acima de 500 serdo desverminados. Diariamente, os cordeiros
receberdo 200 gramas de concentrado, 30 gramas de suplementacdo mineral e
silagem de milho a vontade. Os animais terdo acesso a agua a vontade.

Para efeitos comparativos, sera utilizado um grupo controle para avaliacéo
das mudancgas de sinais clinicos e evolucdo da doenca.

As amostras das folhas na fase de brotacéo e folhnas maduras de Vernonia
rubricaulis serdo encaminhadas ao laboratério de quimica para identificacdo do
principio toxico e suas diferentes concentracfes nas diferentes fases de
desenvolvimento da planta, através do detector por espalhamento de luz
evaporativo (ELSD) acoplado a cromatografia liquida de alta eficiéncia. Apés
leitura, serdo comparados o perfil das amostras presentes nas folhas em brotacéo,
com as amostras presentes nas folhas maduras, e assim, se procurara o principio
toxico nas substancias presentes e ausentes na outra, principalmente se estes

forem substéancias ja conhecidas.

4.2 MODELO EXPERIMENTAL PARA INDUCAO DA INTOXICACAO
AGUDA E CRONICA POR OXALATO EM RUMINANTES

4.2.1 - Modelo experimental para inducdo da intoxicacdo aguda em
ovinos utilizando oxalato de Amonia.

O estudo sera realizado com 8 ovinos, provenientes de areas sem a
ocorréncia da intoxicagdo por oxalato, sem raca definida, machos com 06 a 12
meses de idade e pesos entre 20 e 35 kg, previamente vermifugados. Os animais
serédo identificados individualmente e seis receberdo 550 mg/kg de peso vivo de
oxalato de amdnia dissolvido em 10 ml de agua destilada conforme descrito por
James et al. (1971) e dois serao utilizados como controle negativo.

Os animais serdo mantidos em baias individuais com area de 2,0 m?,
alimentados com racado comercial balanceada para a espécie (equivalente a 1%
do PV), agua a vontade. Os ovinos serdo submetidos a exame fisico antes da
administracdo do principio toxico, com realizacdo de novo exame clinico se 0s

animais apresentarem sinais clinicos da intoxicacdo. Serdo avaliadas alteracdes
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de comportamento, de coloracdo de mucosas, dos movimentos respiratérios,
ruminais e temperatura.

Serao colhidos 10 ml de sangue antes da administracdo do oxalato e
a cada 12 horas no decorrer do experimento, as amostras serdo colhidas por
venopungao da jugular e acondicionadas em tubos sem anticoagulante para
posterior centrifugacdo e separacdo do soro que ficara armazenado em
temperatura de -80°C até a realizacdo dos ensaios laboratoriais.

Para verificacao das funcdes glomerulares e tubulares renal seréo realizadas
dosagens séricas de creatinina, ureia e fosforo, célcio ionizado, urindlise e
dosagens urinarias de gama glutamil transferase (GGT), proteina, creatinina,
fésforo e célcio com posterior determinacdo da relacdo proteina/creatinina
urinaria. A concentracéo do célcio ionizado sera calculada por meio da obtencéo
dos analitos séricos: célcio total, proteina total e albumina de acordo com a
seguinte formula: Calcio ionizado (mg/dL) =6 x Ca - [A + (0,19 x Pt) / 3]/ A + (0,19
x Pt) + 6, onde, Ca = Célcio mg/dL Pt = Proteinas totais (g/dL) A = Albumina (g/dL).

A mensuracao dos biomarcadores séricos e urinarios (GGT, calcio e fésforo)
sera realizada utilizando soro e kits reagentes especificos e seguira os protocolos
disponibilizados nos kits comerciais, com leitura realizada em analisador
bioguimico automatico (Cobas C111- Roche®), e a proteina urindria mensurada
em biogquimico semi-automatico (Spectron- Celer®). Para dosagem do horménio
da paratiredide (PTH) sera encaminhado soro para laboratorio de referéncia.

Em relacdo da urina, as amostras serdo colhidas por miccado espontanea e
avaliadas as caracteristicas fisicas serdo observados: cor, odor e presenca de
turbidez. A avaliacdo fisica utilizara tiras reagentes para identificar possiveis
alteracdes no pH e nas concentracdes de glicose, proteina, bilirrubina, sangue
oculto, cetonas e nitrito. A densidade urindria sera mensurada por meio de
refratometria. Na sedimentoscopia serd investigada a presenca de leucécitos,
hemaéacias e cilindros.

Os ovinos que morrerem serdo necropsiados imediatamente apds a morte,
com a coleta fragmentos dos diversos 6rgdo, que serdo fixados em formol
tamponado a 10%. Apos a fixagdo, os fragmentos serdo clivados, desidratados
em alcool etilico absoluto, diafanizados em xilol, incluidos em parafina e cortados
em micrétomo a espessura de 5y e os cortes corados pela hematoxilina-eosina

(HE). Os ovinos que ndo manifestarem sinais clinicos ao final do experimento
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serdo eutanasiados e amostras dos diferentes 6rgdos submetidas para
processamento histolégico conforme descrito anteriormente.

Valores obtidos nas mensuracfes das variaveis serdo tabulados para
analise em planilha do Excel. A normalidade dos dados sera verificada por meio
do teste de Shapiro-Wilk. O teste estatistico para comparacdo das amostras
dependentes com dados ndo paramétricos seré pelo teste estatistico de Friedman
e para distribuicdo normal o teste estatistico de aplicado sera analise de variancia
(ANOVA). A correlacdo e a quantificacdo da associacdo entre as variaveis
utilizar@o a correlagdo de Pearson para dados numéricos continuos e para dados
ordinais o teste de correlagdo de Spearman. Para todas as analises os resultados
serdo considerados significativos quando p<0,05. O experimento sera submetido
a aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMS.

4.2.2Segunda fase-Modelo experimental para inducédo da intoxicacao
cronica por oxalato em ovinos.

O estudo sera realizado com 6 ovinos, provenientes de areas sem a
ocorréncia da intoxicacdo por oxalato, sem raca definida, fémeas, com 06 a 12
meses de idade e pesos entre 20 e 35 kg, previamente vermifugados. Os animais
serdo identificados individualmente e receberéo 55 mg/kg de peso vivo de oxalato
de amoénia dissolvido em 10 ml de 4gua destilada, a cada 48 horas por um periodo
de 180 dias através de canulas ruminais ou até a manifestacéo dos sinais clinicos
do consumo prolongado do oxalato.

Os animais serdo mantidos em baias individuais com area de 2,0 mz
alimentados com racdo comercial para a espécie (equivalente a 1% do PV), com
feno de tifton e 4gua a vontade. Os ovinos serdo submetidos a exame clinico antes
da administracdo do oxalato de aménia, com realizacdo de novo exame clinico se
0S animais apresentarem sinais clinicos da intoxicacdo. Serdo avaliadas
alteracdes de comportamento, de coloracdo de mucosas, dos movimentos
respiratorios, ruminais e temperatura.

Seréo colhidos 10 ml de sangue antes da administracdo do oxalato
semanalmente no decorrer do experimento, as amostras serdo colhidas por
venopuncao da jugular e acondicionadas em tubos sem anticoagulante para
posterior centrifugacdo e separacdo do soro que ficara armazenado em

temperatura de -80°C até a realizagdo dos ensaios laboratoriais. Para dosagem
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do horménio da paratireoide (PTH) ser4 encaminhado soro para laboratério de
referéncia.

Para avaliacdo renal serdo realizadas as dosagens séricas de creatinina,
ureia e fosforo, além de calcio ionizado e fosfatase alcalina (FA) e urinalise,
dosagens urinarias de gama glutamil transferase (GGT), proteina, creatinina,
fosforo e célcio com posterior determinacdo da relagdo proteina/creatinina
urinaria. A concentracéo do célcio ionizado sera calculada por meio da obtencéo
dos analitos séricos: célcio total, proteina total e albumina de acordo com a
seguinte formula: Calcio ionizado (mg/dL) =6 x Ca-[A + (0,19 x Pt)/ 3]/ A + (0,19
x Pt) + 6, onde, Ca = Célcio mg/dL Pt = Proteinas totais (g/dL) A = Albumina (g/dL).

A mensuracao dos biomarcadores séricos e urinarios (GGT, calcio e fésforo)
sera realizada utilizando soro e kits reagentes especificos e seguira os protocolos
disponibilizados nos kits comerciais, com leitura realizada em analisador
bioguimico automatico (Cobas C111- Roche®), e a proteina urindria mensurada
em bioquimico semi-automatico (Spectron- Celer®). A coleta da urina sera por
miccao espontanea.

A amostra de urina sera submetida a exame fisico-quimico e avaliacdo do
sedimento. Em relacdo as caracteristicas fisicas serdo observados: cor, odor e
presenca de turbidez. A avaliacao fisica utilizara tiras reagentes para identificar
possiveis alteracfes no pH e nas concentracdes de glicose, proteina, bilirrubina,
sangue oculto, cetonas e nitrito. A densidade urinaria sera mensurada por meio
de refratometria. Na sedimentoscopia sera investigada a presenca de leucdcitos,
hemacias e cilindros.

Os ovinos que morrerem serdo necropsiados imediatamente apds a morte,
com a coleta fragmentos dos diversos 6rgdo, que serdo fixados em formol
tamponado a 10%. Apos a fixagdo, os fragmentos seréo clivados, desidratados
em alcool etilico absoluto, diafanizados em xilol, incluidos em parafina e cortados
em micrétomo a espessura de 5y e os cortes corados pela hematoxilina-eosina
(HE). Fragmentos do rim e rumen serdo mantidos sem fixacdo e a cada duas
horas um fragmento sera colocado em formol, totalizando mais seis coletas, para
avaliar a presenca de cristais apos 12 horas da morte do animal. Os ovinos que
nao manifestarem sinais clinicos ao final do experimento serdo eutanasiados e
amostras dos diferentes 6rgdos submetidas para processamento histologico

conforme descrito anteriormente. Fragmentos de 0ssos da costela e do fémur
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serdo descalcificados, utilizando-se solu¢do aquosa de aldeido formico 14% e
acido nitrico a 3% e processados para exame histopatologico e corados com HE
e Tricromico de Massom para evidenciar areas de substituicdo de tecido 6sseo
por tecido fibroso.

Para auxiliar na investigagao da injuria 6ssea dos ovinos ap0s a morte as
mandibulas serdo dissecadas e preparadas para radiografias de acordo com os
procedimentos descritos por leite et al. (2004), sendo estas realizadas na projecéo
latero-lateral com exposicdo de 70 quilivolts (KV) e 80 miliamperes/segundo
(mAs). O tempo de exposicao de 0,06 segundos e a distancia foco-filme de 1,10m.
Apos revelacao pelo método de rotina (revelador, enxague, fixador e lavagem), as
radiografias permanecerdo na secadora por cinco minutos. As radiografias serao
interpretadas e descritas em protocolos individuais. Para a variavel densidade
0ssea mandibular os achados radiograficos serdo registrados conforme os
respectivos escores: 0 — Sem alteracdo; 1 — Discreta diminuicdo de densidade
O0ssea e pequenos pontos de rarefacdo déssea; 2 — Moderada diminuicdo de
densidade e moderadas areas de rarefacdo d6ssea; 3 — Severa diminuicdo de
densidade dssea e grandes areas de rarefacédo 6ssea.

Valores obtidos nas mensuracfes das varidveis serdo tabulados para
andlise em planilha do Excel. A normalidade dos dados ser& verificada por meio
do teste de Shapiro-Wilk. A avaliacao estatistica para comparagao entre 0s grupos
empregara o teste de Man-

Whitney para dados ndo paramétricos, para dados com distribuicdo normal
o teste T de Student. A correlacdo e a quantificacdo da associacao entre as
variaveis utilizardo a correlacdo de Pearson para dados numeéricos continuos e
para dados ordinais o teste de correlacdo de Spearman. Para todas as andlises

os resultados serdo considerados significativos quando p<0,05.
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5. ATIVIDADES E CRONOGRAMA DE EXECUCAO

ACOES/ETAPAS (Ano: 2017-2018) N|DJ|IFIM|A M]|J |J |A|S |O

4.1Modelo experimental para X |[X | X |[X [X
identificacdo do principio toxico de
V. rubricaulis

Revisao de literatura X[ X| x [ X [ X | X [ X |[X X |X
Coleta de plantas X [ X [ X | X |x
Processamentos das amostras X | X | X
Pesquisa do principio toxico

4.2 Modelo experimental para X

inducéo da intoxicagao aguda em
ovinos utilizando oxalato de
Amonia.

Revisédo Bibliografica XXX [ X [ X | X | X | X |X|X

Coleta de amostras sanguineas e
urina

Processamento dos materiais X
colhidos

Encefalopatia hepatica secundaria
a lesdes hepaticas crbénicas
causadas por Crotalaria incana em

bovino

Levantamentos dos dados X [ X [ X
epidemiologicos

Isolamento do AP’s X | X
Processamento das amostras X | x | x |X

Redacdo dos Artigos e Relatorios XXX X [ X | X | X | X |X |X

Defesa da Tese

6. RESULTADOS ESPERADOS, PRODUTOS E AVANCOS

Espera-se desenvolver modelos experimentais que permitam o0
esclarecimento de doencas com etiologia indeterminada e a identificacdo de
principios toxicos de plantas. O conhecimento originado desta proposta permitira
elucidar nimeros de casos de mortalidades em bovinos, e assim adorar medidas

eficazes de prevencédo e tratamento das mesmas, resultando em importantes
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ganhos econbmicos para a pecuaria do MS. Considerando que mortalidades com
caracteristicas semelhantes ocorrem em toda regido centro oeste, a elucidacéo
da causa destas mortes representa um importante avanco para a pecuaria
nacional.

Também o desenvolvimento de uma metodologia para identificar os
principios toxicos em plantas representa um avanco nesta area de conhecimento,
pois menos da metade das plantas toxicas do Brasil possuem principios toxicos
conhecidos. Os produtos originados deste projeto, serdo repassadas para 0S
produtores e profissionais da area que atuam no campo com intuito de difundir o
conhecimento adquirido para a comunidade buscando contribuir com estratégias
de diagndsticos e prevencéo de intoxicacfes através da producao cientifica como

artigos cientificos e técnicos na area de saude e producédo animal.

7. IMPACTOS E BENEFICIOS ESPERADOS PARA MATO GROSSO DO
SUL

O principal impacto esperado € agregar conhecimento inéditos no
esclarecimento de mortalidades de bovinos de etiologia obscura e também na
identificacdo de principios toxicos em plantas. Os principais beneficios destas
informacdes, além da reducéo das perdas causadas por estas doencas sédo de
carater ambiental, social e de bem estar animal. Do ponto de vista ambiental, a
atividade pecuaria é desenvolvida héa pelo menos 200 anos na regido do pantanal,
€ considerada como um importante fator para a conservacdo ambiental e a
viabilidade sécio econémica da regido. Assim a reducéo das perdas econémicas
relacionadas com a principal atividade econbémica da regido representa um
importante impacto socioecondmico. O mesmo raciocinio se amplia ao
conhecimento do principio toxico de plantas, com esta informacao é possivel que
nas condicfes em que as concentracdes dos principios sejam maiores nas plantas
e assim determinar fatores de risco para ocorréncia de intoxicagdes. Em relacao
ao bem estar animal, uma vez conhecido o principio téxico estudos futuros podem

ser desenvolvidos sem o0 uso de animais.
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Os trabalhos deverao ser submetidos em forma de RESUMO EXPANDIDO (até
duas paginas digitadas) em portugués ou inglés, enviado no formato de editor de
texto Word (.doc ou .docx). Podem ser enviadas Figuras (fotos ou graficos) e
Quadros (ndo usar o termo Tabela), com até no maximo 4 Figuras (no formato .jpg
com resolugéo entre 300 a 600 dpi). As Legendas das Figuras devem ser enviadas

no final do texto do resumo expandido. Os Quadros e as Figuras devem ser
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anexados no campo especifico em arquivos separados. Os resumos deverdo
conter dados relevantes para a compreensao do texto e serdo avaliados pela
Comisséo Cientifica que podera aprovar, solicitar correcdes ou rejeitar o resumo.

A Comisséo Cientifica reserva-se o direito de alterar a escolha da modalidade
(Poster ou Apresentacao Oral) a que o resumo foi submetido. Salientamos que 0s
resumos que forem selecionados para apresentacdo oral, ndo serdo expostos em
forma de péster.

Modelo para submissao

Panziera W., Konradt G., Bassuino D.M., Gongalves M.A. & Driemeier D. 2016. Timpanismo
em bovinos, secundério a obstrucdo esofagica por Citrus limon (lim3o siciliano). Pesquisa Veterindria
Brasileira 38(Supl.):00-00. Setor de Patologia Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Av. Bento Gongalves 9090, Agronomia, Porto Alegre, RS 95320-000, Brasil. E-mail: davetpat@ufrgs.br

Projeto realizado com auxilio do CNPq a Driemeier D., Pesquisador 1A CNPq
(Proc.000000/2016-1)

Introdugdo: Timpanismo ruminal consiste na distensdo acentuada do rumen e reticulo, devido a
incapacidade do animal em expulsar gases produzidos durante o processo fisioldgico da fermentacao
(Radostits et al. 2007). Essa condicdo estd associada a perdas econdmicas significativas, pois se
relaciona com queda na produtividade e elevada mortalidade de animais gravemente afetados (Pagani
2008). O timpanismo pode ser ocasionado de forma primaria ou secundaria. O timpanismo primario,
também chamado timpanismo espumoso, é decorrente do aumento na tensdo superficial do liquido
ruminal ou de sua viscosidade e da estabilidade de bolhas gasosas, que ndo se coalescem e ficam
presas a ingesta na forma de espuma. As bolhas persistem por longos periodos dispersos na ingesta e
apesar dos movimentos continuos do conteddo ruminal, estas ndo se desfazem, impossibilitando sua
eliminacdo (Guedes et al. 2010). Essa forma de timpanismo é essencialmente nutricional e estd
associada a ingestdo de algumas leguminosas ou dietas com excesso de concentrado. Dentre as
leguminosas, destacam-se a alfafa e espécies do género Trifolium (Tokarnia et al. 2012).

Material e Métodos: Os dados epidemioldgicos e clinicos foram obtidos durante uma visita a
propriedade onde os casos ocorreram. Cinco bovinos foram necropsiados nessa oportunidade e
fragmentos de odrgdos foram colhidos a necropsia, fixados em formol a 10%, processados
rotineiramente para histologia e corados pela hematoxilina e eosina (HE).

Resultados: Cinco bovinos jovens, de um lote de 210, foram afetados por uma doenca aguda fatal.
Os casos ocorreram no més de maio de 2015, em uma propriedade rural no municipio de Triunfo, Rio
Grande do Sul, Brasil. Os bovinos desse lote estavam em campo nativo com boa oferta de gramineas
e ha algum tempo eram suplementados com grande quantidade de residuo de tangerina (Citrus
reticulata) no cocho (Fig.1). Na Ultima carga desse subproduto remetida para a propriedade, havia um
grande numero de limdes sicilianos inteiros misturados acidentalmente ao residuo. Os cinco bovinos
afetados eram da raca Aberdeen Angus e tinham entre 12-24 meses de idade. Todos os animais
apresentaram sinais clinicos caracterizados por apatia, anorexia, mucosas cianoticas, sialorreia, grave
aumento de volume do flanco esquerdo, desconforto abdominal, acentuada dispneia e taquicardia,
atonia ruminal, desidratacdo, decubito e morte. O curso clinico variou entre 24 a 48 horas. Na
necropsia, 0s cinco bovinos estavam acentuadamente desidratados, com a mucosa oral ciandtica e o
sangue escuro. Observou-se grave obstrucdo esofagica por limdes nas porgdes: cranial (logo apds a
laringe [1/5]), porcdo medial (entrada do térax [1/5]) e final (proximo ao cardia [3/5]) (Fig.2). Nas areas
de oclusdo, havia uma espessa linha de necrose e ulceracdo da mucosa esofdgica. No tecido
subcutaneo dessas regies observaram-se areas multifocais de hemorragia. O conteddo ruminal dos
bovinos estava seco e misturado com numerosos limdes (Fig.3). No esofago de dois animais foi
possivel visualizar intensa congestdo da mucosa da porcdo cranial e média e palidez na porc¢do caudal
(linha de timpanismo). As lesdes histoldgicas foram observadas principalmente no eséfago na regido
obstruida. Nas diferentes secOes analisadas evidenciaram-se altera¢des degenerativas, necréticas e
ulcerativas acentuadas no revestimento epitelial (Fig.4). Nessas areas havia marcado infiltrado
inflamatério predominantemente neutrofilico, grande quantidade de debris celulares, deposicdo de
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material eosinofilico fibrilar (fibrina) e presenca de numerosos agregados bacterianos cocoides
basofilicos. Observou-se ainda degeneracdo, necrose e mineralizacdo de fibras da camada muscular
esofdgica. Nos demais érgaos ndo foram observados alteragdes significativas.

Discussdo: O diagnostico de timpanismo secundario a obstrucdo esofagica aguda por limGes nos
bovinos desse trabalho foi baseado nos achados epidemioldgicos, clinicos e anatomopatoldgicos. Em
relagdo aos achados epidemioldgicos, destaca-se a presenca de grande quantidade de lim&es
misturados acidentalmente ao residuo de tangerina fornecido para os bovinos. Uma das principais
causas de timpanismo ruminal secundario inclui a obstrucdo esofagica por alteragdo intraluminal, que
constitui a oclusdo aguda do es6fago normal por corpos estranhos (Borges & Moscardini 2007). Dentre
as causas de obstrucdo, ressalta-se a ingestdo de diversos alimentos como macas, laranjas, mangas,
batatas, mandiocas, sabugos de milho e restos de hortifrutigranjeiros (Pagani 2008). Em alguns paises
dependendo da estagdo do ano a obstrugdo € mais comum com certos alimentos. Na Europa, por
exemplo, no outono ha maior incidéncia com beterraba e macd (Rosenberger 1978).
Semelhantemente ao descrito, os bovinos desse trabalho apresentaram oclusdo esofagica aguda por
limdes e assim como os demais corpos estranhos, impediram a eructagdo fisica, mecanismo o qual é
responsavel pelo timpanismo secundario (Radostits et al. 2007). Os bovinos constituem a espécie mais
suscetivel ao desenvolvimento de obstrucdo esofagica por alimentos devido aos habitos alimentares.
Entre eles destacam-se a ingestdo rapida de alimentos inteiros ou de pedacos grandes e o consumo
maximo possivel em um espagco curto de tempo. Esses constituem aspectos epidemioldgicos
importantes que podem ter contribuido para o desenvolvimento da oclusdo esofagica nos bovinos do
presente trabalho, j4 que os animais eram suplementados com grandes quantidades de alimento
misturado com lim&es a vontade no cocho. Ocasionalmente pode haver casos de obstrugdo devido a
ingestdo de frutas a partir de arvores frutiferas, onde os bovinos ndo mastigam o alimento
suficientemente antes de deglutir (Rosengerger 1978).

Conclusdo: A associacdo dos dados epidemioldgicos e clinicos permite um excelente diagndstico
presuntivo de obstrucdo esofagica intraluminal, que é confirmado através dos achados de necropsia
com a presenga do corpo estranho.

Agradecimentos: Aos fazendeiros que colaboraram com as informacgdes prestadas.

Referéncias: Borges J.R.J. & Moscardini A.R.C. 2007. Timpanismo gasoso, p.336-343. In: Riet-Correa
F., Schild A.L., Lemos R.A.A. & Borges J.R. (Eds), Doengas de Ruminantes e Equideos. Vol.2. 32 ed.
Pallotti, Santa Maria. 694p. - Guedes R.M.C., Brown C.C. & Sequeira J.L. 2010. Sistema digestério, p.89-
182. In: Santos R.L. & Alessi A.C. (Eds), Patologia Veterinaria. Roca, Sdo Paulo. 892p. - Pagani J.A.B.
2008. Timpanismo em ruminantes. Revta Cient. Eletr. Med. Vet. 10:1-6. - Radostits O.M., Gay C.C.,
Hinchcliff KW. & Constable P.D. 2007. Diseases of the alimentary tract, p.393-375. In: Ibid. (Eds),
Veterinary Medicine: a textbook of the diseases of cattle, horses, sheep, pigs and goats. 10th ed.
Saunders Elsevier, Philadelphia. 2156p. - Rosenberger G. 1978. Schlundverstopfung (Obstructio
oesophagi), p.202-211. In: Ibid. (Ed.), Krankheiten des Rindes. 2nd ed. Paul Parey, Hannover. 1403p. -
Tokarnia C.H., Brito M.F., Barbosa J.D., Peixoto P.V. & Dobereiner J. 2012. Plantas que causam
timpanismo agudo, p.145-146. In: Ibid. (Eds), Plantas Tdxicas do Brasil para Animais de Produgéo. 22
ed. Helianthus, Rio de Janeiro. 586p.

TERMOS DE INDEXACAO: Doencas de bovinos, timpanismo ruminal secundario, obstrucio
esofdgica, patologia, disturbio digestivo.

Legendas de Figuras
Fig.1. Bovinos alimentados com grande quantidade de residuo de tangerina no cocho.

Fig.2. Obstrugéo total por Citrus limon (limao siciliano) na porgao final do limen esofagico, em bovino
com timpanismo ruminal secundario. Note também a 4rea extensa de necrose na mucosa do eséfago no
local da oclusdo.

Fig.3. Conteddo do rimen com numerosos Citrus limon (limdo siciliano) inteiros, em bovino com
timpanismo ruminal secundério.

Fig.4. Acentuada ulceracdo do epitélio de revestimento da mucosa do eséfago associado a grande
quantidade de debris celulares, infiltrado inflamatério predominantemente neutrofilico e deposigdo de
fibrina, em bovino com timpanismo ruminal em face da obstrucdo esofagica por Citrus limon (limao
siciliano). Note também ocasionais agregados bacterianos basofilicos. HE, obj.4x.
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incomum.

INICIALMENTE os trabalhos sdo triados pelo Conselho
Editorial. NAO SERAO aceitos aqueles FORA dos padroes
especificos da ASV. O ABSTRACT (OBRIGATORIO: total minimo
de 3400 caracteres com espacos e maximo de 3900 cce, SEM
contar keywords e descritores). E composto de trés partes:
1. Background (secdo curta com no maximo de 700 cce) que
sempre terminara com o objetivo do relato. 2. Case: descrigédo
detalhada. 3. Discussion: com as conclusdes e perspectivas
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OBSERVACAO: Primeiro Autor que ja tem um RELATO de CASO
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mento do caso; 2) Redacdo do artigo (andlise e interpretacdo dos
dados) e/ourevisdo critica relevante do contetdo intelectual. Os
auxiliares da equipe gue ndo se encaixem nestes critérios
prioritarios podem figurar na secdo de Acknowledgements. Os
relatos serdo publicados emordem de aprovacéo final de todos os
reqguisitos [conteddo (texto e ilustracBes) e correta formatacao].

ATENCAO: O texto ndo aceitdvel (Abstract ou trabalho inte-
gral) passara OBRIGATORIAMENTE por revisdodoinglésea
ser realizado por servigos especializados (op¢des RECOMEN-
DADAS pela ASV).

Resumo dos Requisitos Técnicos:

+ Apresentar o texto em fonte Times, tamanho 12, espaco duplo
e margem de 2,5cm. NUNCA colocar nota de rodapé em nenhuma
pdgina.

+ Enumerar em ordem crescente, na margem esquerda, todas as
linhas do trabalho.

+ Imagens: Asimagens devem ser digitalizadas em 300 dpi em
CMYK (coloridas) e Gray Scale (tons de cinza), ao serem salvas
deve ser selecionada a extensio TIFF. Podem ser enviadas em
ARQUIVOS SEPARADOS por e-mail. Se necessario sera solici-

tada a remessa das mesmas em CD/DVD. Para a digitalizacdo
pode ser usado qualquer programa de imagem, mas nunca
enviar incorporado em documento Word. As fotografias feitas
através de microscdpio devemn conter indicadores internos de
escala. Os simbolos, flechas ou letras usados e m fotomicrografias
devern contrastar claramente com o fundo, com a escala (bar)
inserida e a magnitude descrita na legenda. Para as fotos em
camera digital, a maguina deve ter resolucdo superior a 5
Megapixels (observar no momento de bater a foto se a cdmera
esta configurada em resolugdo maxima). Nunca enviar as ima-
gens com extens3o jpg ou gif.

+ Unidadesde Medidas: Medidas de comprimento, altura, pesoe
volume devem ser expressas em unidades métricas (metros, gra-
mas ou litros, ou seus multiplos decimais). Astemperaturas devem
ser dadas emgraus Celsius. Apressdo sanguinea em milimetros de
mercurio. Todos os valores hematolégicos ou bioguimicos devem
ser apresentados em unidades do sistema métrico decimal de
acordo com o Sisterna Internacional de Medidas (SI).

+ Abreviacies: devem ser evitadas e, se empregadas [s6 abre-
viatura padrio], definidas na primeira mencdo, salvo se forem
unidades comuns de medida. Para nomes latinos binominais,
abreviar o género apos citagdo inicial, exceto quandoiniciarfrase.

+ Incluir permissdo para reproduzir material previamente publicado.

+ Anexar também termo de cessdo dos direitos autorais (texto
simples com assinatura dos coautores; escanear e enviar por e-
mail).

Para a submissio dos RELATOS ou comunicagdo como
Editores SOMENTE utilizar o e-mail:

actascivet-submission@ufrgs.br

IMPORTANTE: A taxa de publicacdo [RS 550,00] somente devera
ser paga (enviar por e-mail) apés a revisdo e aprovacdo final do
trabalho. A publicagdo ocorrera SOMENTE apds o pagamento. A
taxa tinica de fotolitagem colorida é de R$ 170,00].

ESTRUTURA BASICA DOS TRABALHOS

PAGINA INICIAL

1. Titulo ndo deve exceder 60 palavras. Title: com letras capi-
talizadas. Nomes completos de todos autores. Apresentar as
filiactes SEM informar cargo ou titulacio dos autores.

2.ABSTRACT: na forma direta e no passado. OBRIGATORIO: total
minimode 3400caracteres comespagose maximode 3900 cce,
SEM contarkeywordse descritores). Ecomposto detréspartes:
1. Background (secdocurtacom nomaximo de 700 cce): desta-
candoaimportancia doassunto e que sempre terminara com o
objetivo do relato. 2. Case: descrigdo detalhada. 3. Discussion:
com as conclusdes e perspectivas do relato. Abstract deve ser
preparado portradutor/ servico reconhecidamente qualificado
(anexar o comprovante). ASV se reserva o direito de RECUSAR
texto-inglés consideradotecnicamente inadequado.
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3. INTRODUGAO: Deve ser CURTA, clara e objetiva, contendo in-
formagdes que justifiquem a importancia do relato (originalidade)
e restringindo as citagdes ao assunto especifico. Sempre finalizar
com o (s) objetivo (s) do trabalho. E obrigatdrio considerar o
limite MINIMO de 700 cce e o MAXIMO de 1700 c.c.e. Obs.: Pode
ser similar ao texto do “background” [primeira parte do Abstract
e que ndo deve ultrapassar 700 c.c.e]..
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clinicos/cirurgicos/ sintomatoldgicos/terapéuticos, etc. de na-
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Referéncias o enderego completo ou e-mail dos aa.

6. MANUFACTURERS. Quando pertinente indicar insumos e
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facturers.

7. Acknowledgements. Se necessarios, devem ser sucintos e
dirigidos para significativa assisténcia técnica, cooperagdo ou
orientagdo recebida de colegas, etc. Quando se aplicar.

8. Declaration of interest.

9. REFERENCES: Atencdo para todos os detalhes. Os trabalhos
ndo serdo analisados enquanto estiverem incompletas ou fora
das normas. Relacionar as references em ordem alfabética e
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— COM DOIS AUTORES:
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