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ESTUDO CLINICO-PATOLOGICO DE BOVINOS INTOXICADOS
EXPERIMENTALMENTE POR SOLANUM PANICULATUM

RESUMO: Doencas do depdsito lisossomal (DDL) causam disturbios neurolégicos em
humanos e animais, sendo classificadas como genéticas ou adquiridas. As adquiridas
resultam da ingestdo de plantas que contém inibidores especificos de enzimas
catabdlicas lisossomicas que causam acumulo neuronal de substratos metabolicos.
Dentre essas plantas, no Brasil a neurolipidose mais conhecida sdo as causadas por
algumas espécies de Solanum, responsaveis por intoxicagdes em ruminantes
caracterizadas clinicamente por desordens cerebelares. Elas sé@o conhecidas comumente
por “Jurubebas” e sdo muito usadas na culinaria ¢ medicina popular, sendo a espécie
Solanum paniculatum a predominante no Nordeste e a considerada a verdadeira
jurubeba. De 2005 a 2008 surtos de intoxicagdo em bovinos ocorreram em propriedades
localizadas no Agreste do estado de Pernambuco, onde os animais permaneciam em
pastos invadidos por esta espécie. No Sul do Brasil, a espécie mais conhecida causando
intoxica¢do em bovinos com quadros neuroldgicos é a S. fastigiatum var. fastigiatum.
Diversas espécies de Solanum causam doencgas semelhantes em outros paises: S.
kwebense na Africa do Sul, S. dimidiatum nos Estados Unidos e S. bonariense no
Uruguai em bovinos e S. viarum, S. cinereum causam intoxicacdo semelhante em
caprinos na Australia e nos Estados Unidos, respectivamente. Essa intoxicacdo em
ruminantes € considerada de baixa morbidade e mortalidade e caracteriza-se por sinais
clinicos restritos ao sistema nervoso central, com crises convulsivas ou epileptiformes
periddicas e transitdrias, principalmente, quando os animais sdo excitados, apresentando
tremores de intengdo, opistotono, nistagmo e perda do equilibrio. Esses ataques podem
ser induzidos pelo Head Raising Test. Na necropsia ndo sdo encontradas lesoes
macroscépicas especificas da intoxicacdo, mas podem ser observadas lesdes associadas
aos traumatismos provenientes das quedas. Ja as lesdes histoldgicas estdo localizadas
principalmente no cerebelo, caracterizadas por degeneracdo, com vacuolizacdo difusa
fina do pericario e perda dos granulos de Nissl das células de Purkinje e areas
multifocais de perda ou desaparecimento dessas células. O diagndstico da intoxicacgdo é
baseado nos sinais clinicos observados, nos dados epidemioldgicos, na presenga da
planta, podendo ser confirmado pelas lesdes histoldgicas caracteristicas. Ndo se conhece
tratamento e as medidas profilaticas das intoxicagBes por jurubeba sdo dificeis. Por ser
S. paniculatum a espécie predominante na regido Nordeste e a responsavel pelos surtos
de intoxicacdo espontanea descrita no Estado de Pernambuco, é de fundamental
importancia realizar um estudo experimental da S. paniculatum em bovinos
desenvolvendo o quadro clinico-patoldgico para descrever a localizacdo das lesdes no
SNC, avaliar as alteragbes no liquido céfalo-raquidiano e realizar a morfometria da
leséo cerebelar.

TERMOS DE INDEXAGAO: Jurubeba, Solanum paniculatum, células de Purkinje,
cerebelo, ruminantes.
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CLINICAL-PATHOLOGICAL STUDY OF CATTLE EXPERIMENTALLY
POISONED BY SOLANUM PANICULATUM

ABSTRACT: Lysosomal storage diseases (LSD) cause neurological disorders in
humans and animals and are classified as genetic or acquired. The acquired type result
of ingestion of plants containing specific inhibitors of catabolic lysosomal enzymes
causing neuronal metabolic substrates accumulation. Among these plants, in Brazil best
known neurolipidosis are caused by some species of Solanum, responsible for
intoxication in ruminants clinically distinguished by cerebellar disorders. They are
commonly known as "Jurubebas" and are widely used in folk cooking and medicine, the
Solanum paniculatum is the predominant species in the Northeast and considered the
true jurubeba. From 2005 to 2008 outbreaks of poisoning in cattle occurred in properties
located in Pernambuco, where animals were kept in pastures invaded by this species. In
southern Brazil, the best known species to cause neurological poisoning in cattle is the
S. fastigiatum var. fastigiatum. Several species of Solanum cause similar diseases in
other countries: S. kwebense in South Africa, S.dimidiatum in the U.S. and
S. bonariense in cattle in Uruguay and S. viarum, S. cinereum cause similar poisoning in
goats in Australia and the U.S. respectively. This poisoning in ruminants is considered
low morbidity and mortality and is characterized by clinical signs restricted to the
central nervous system with seizures or epileptiform periodic and transient, especially
when the animals are excited, with intention tremors, opisthotonos, nystagmus and loss
of balance. These attacks can be induced by the Head Raising Test. At necropsy no
gross lesions are found in specific poisoning, but can be observed lesions associated
with injuries from falls. Histological lesions are located mainly in the cerebellum,
characterized by degeneration, with thin diffuse vacuolation of the perikaryon and loss
of Nissl granules in Purkinje cells and multifocal areas of loss or disappearance of these
cells. The diagnosis of poisoning is based on clinical signs, epidemiological data, in the
presence of the plant can be confirmed by characteristic pathological lesions. There is
no known treatment and prophylaxes of poisoning are difficult. As S. paniculatum is the
predominant species in the Northeast and responsible for spontaneous intoxication
outbreaks described in the State of Pernambuco, is of utmost importance to perform an
experimental study of S. paniculatum in cattle developing the clinical and pathological
criteria to describe the location of the lesions in the CNS, measure changes in
cerebrospinal fluid and perform morphometry of cerebellar damage.

INDEX TERMS: Jurubeba, Solanum paniculatum, Purkinje cells, cerebellum,
ruminants.
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1. INTRODUCAO

Um grande nimero de plantas na natureza apresenta principios ativos capazes de
desenvolver alteragbes em animais, porém sdo classificadas apenas como plantas
toxicas de interesse pecudrio, as espécies que causam intoxicacdo sob condicGes
naturais. Diante disto, nem todas as plantas demonstradas experimentalmente como
toxicas devem ser consideradas plantas tdxicas de interesse pecuario por ndo
produzirem quadros clinico-patolégicos sob condi¢bes naturais (TOKARNIA et al.,
2000).

Na pecuéria brasileira, assim como em outros paises, a intoxicacdo por plantas,
especialmente em ruminantes € muito comum, sendo uma causa significativa de
prejuizos com perdas diretas e economicamente indiretas. Esses problemas sdo morte
dos animais, perda reprodutiva como aborto e defeitos congénitos (malformacgoes),
doenca cronica levando a uma reducdo do desenvolvimento e perda de peso (RISSI et
al., 2007; RISSI et al., 2011). Perdas indiretas incluem os custos com o controle das
plantas venenosas nos pastos, as medidas de gestdo para prevenir a intoxicacao, tais
como cercas e pastagens alternativas, redugéo do valor da forragem devido ao pastoreio
atrasado ou adiado, o valor da terra reduzido, o custo de substituicdo do plantel devido a
intoxicacdo por plantas, e os custos associados com o diagnostico e tratamentos dos
animais afetados (TOKARNIA et al., 2000).

Uma série de fatores pode desencadear a exposicdo dos animais de producdo as
plantas téxicas, e se da principalmente por sua presenca nas pastagens, contaminacao
acidental do alimento e oferecimento como alimento (RIET-CORREA e MEDEIROS,
2001; BARBOSA et al., 2007). A fome é considerada a condicdo mais frequente para
ocorréncia de intoxicagdes por planta. Portanto, plantas que séo pouco palataveis devido
a alguns compostos que acumulam passam a ser consumidas pelos animais quando
comeca a faltar o alimento comestivel, como ocorre nos periodos de estiagem (RIET-
CORREA e MENDEZ, 1993; TOKARNIA et al., 2000). No entanto, existem inimeras
plantas toxicas de facil acesso aos animais domesticos por isso sua ingestdo é facilitada
e os casos de intoxicagédo sdo frequentes (DANTAS et al., 2007).

Apesar da vasta informacéo e trabalho realizado sobre intoxicagdes por plantas
em bovinos no Brasil (TOKARNIA et al., 1979; RIET-CORREA et al., 1993; RIET-
CORREA et al., 1994; TOKARNIA et al.,, 2000) ainda existem poucos estudos
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sistematicos sobre epidemiologia e impacto econdmico destas intoxicacdes (SILVA et
al., 2006; SANTOS et al., 2008) e ndo existe nenhum programa oficial com objetivo de
controlar e minimizar as perdas ocasionadas por esse problema no rebanho bovino
brasileiro. Além disso, nota-se uma caréncia de informac6es referente & ocorréncia de
intoxicagBes por plantas no pais (RIET-CORREA e MEDEIROS, 2001). A falta de
informacao de veterinarios e produtores foi apontada como um dos principais fatores
que contribuem para o crescimento do nimero de casos de intoxicacdo por plantas numa
determinada regido (JAMES, 1978). Diante disso, quando h& ocorréncia de mortalidade
de bovinos por enfermidades desconhecidas em diferentes regides do pais,
principalmente na época da seca, ha a necessidade de comprovacdo experimental dos
diagnosticos presuntivos de intoxicacdo por plantas (RODRIGUES et al., 2005).

No Brasil sdo conhecidos no minimo 64 géneros com 113 espécies de plantas
toxicas que causam intoxicacao espontanea em animais domésticos (RIET-CORREA et
al., 2006). Destas as mais importantes sdo Palicourea marcgravii, em todo o pais exceto
na regido Sul, Brachiaria spp. em todo o pais, principalmente no Centro-Oeste, Senecio
spp. e Ateleia glazioviana na regido Sul e Cestrum laevigatum na regido Sudeste
(TOKARNIA et al., 2000; RIET-CORREA et al., 2006). Na regido Nordeste é
conhecido pelo menos 38 plantas tdxicas, sendo as mais importantes Mascagnia rigida,
Thiloa glaucocarpa, para bovinos, e Mimosa tenuiflora, principalmente para caprinos e
ovinos (SILVA et al., 2006). No entanto, o estudo sistemético das plantas toxicas em
determinadas regides aumenta consideravelmente o nimero de espécies toxicas e a
identificacdo de espécies ndo descritas como toxicas anteriormente. Um exemplo disto é
0 estado da Paraiba, onde até o ano 2000 eram conhecidas oito plantas tdxicas e, apds a
criacdo de um grupo de pesquisa em plantas toxicas este nUmero aumentou para 21
plantas toxicas (RIET-CORREA et al., 2006). Segundo Tokarnia et al. (2000), as
principais plantas que ocorrem no estado do Pernambuco sdo Mascagnia rigida,
Brachiaria spp., Cestrum laevigatum, Mimosa tenuiflora, Crotalaria retusa, Manihot
spp., Prosopis juliflora, Ipomoea asarifolia, Lantana sp. e Sorghum vulgare. As
intoxicacOes por plantas devem ser estudadas como um problema regional, ja que a
ocorréncia das mesmas depende dos fatores epidemioldgicos considerando a
importancia variavel para cada regido (RIET-CORREA et al., 1993).

No Brasil existem muitas plantas que induzem doencas do SNC em bovinos,

incluindo aquelas plantas que causam doenca de depdsito lisossdmico (Ipomoea carnea
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sub. fistulosa, Phalaris angusta, Sida carpinifolia e Solanum fastigiatum var.
fastigiatum, degeneracdo neuronal primaria (Ipomoea asarifolia, Prosopis juliflora) e
plantas causando degeneracdo esponjosa da substancia branca do SNC (Ateleia
glazioviana, Tetrapterys spp. e Senecio spp.) (RECH et al., 2007).

Doencas neurologicas em ruminantes causadas pela ingestdo de diferentes
espécies de Solanum tém sido descritos na Africa do Sul, América do Norte, América
do Sul e Australia (VERDES et al., 2006).

Surtos de intoxicacdo em bovinos ocorreram durante o periodo de trés anos (2005
a 2008) em propriedades localizadas no Agreste do estado de Pernambuco, onde os
animais permaneciam em pastos invadidos por uma planta do género Solanum, que era
denominada vulgarmente de “jurubeba”, que foi identificada como S. paniculatum L.
(GUARANA et al., 2011). Os sinais neuroldgicos eram compativeis com intoxicacio
por esta planta, cujos achados clinicos corroboram aos resultados dos exames
histopatolégicos obtidos, onde se constataram lesGes compativeis com a intoxicacao
provocada pela mesma (AFONSO et al., 2009). Os registros na literatura de intoxicacao
por jurubeba estdo associados no Brasil, principalmente, a S. fastigiatum, e doencas com
aspectos clinicos e patoldgicos semelhantes sdo descritas em outros paises pela ingestéo
de S. kwebense na Africa do Sul, S. dimidiatum nos Estados Unidos e S. bonariensis
como causa de doenca similar no Uruguai (TOKARNIA et al., 2000).

Embora haja muitos trabalhos cientificos descrevendo a intoxicacdo em bovinos
por S. fastigiatum, existem poucos trabalhos de intoxicagdo experimental por S.
paniculatum em bovinos (MEDEIROS et al., 2004; AFONSO et al., 2009). Em virtude
do S. paniculatum ser a espécie de Solanum envolvida nos casos de intoxicacdo
espontanea ocorridos na regido Agreste de Pernambuco € de fundamental importancia o
desenvolvimento de estudo para caracterizagcdo do quadro clinico-patoldgico causado

por esta espécie.
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1. OBJETIVOS

2.1 Geral
Realizar um estudo clinico-laboratorial e an&tomo-patolégico em bovinos

intoxicados experimentalmente por S. paniculatum.

2.2 Especificos

e Descrever o quadro clinico-patoldgico causado pela intoxicacdo por S. paniculatum
em bovinos;

¢ Realizar estudo morfométrico das alteracdes no SNC;

e Avaliar as alteracGes fisicas, quimicas e citoldgicas acarretadas no liquido céfalo-

raquidiano (LCR) dos bovinos, intoxicadas por esta espécie de planta.
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2. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Doenca do deposito lisossomal

Disfuncdes da degradacdo dos produtos do metabolismo celular normal mediada
pelos lisossomos resultam em doencas referidas como doencas do depésito lisossomal
(DDL) e o substrato acumulado eventualmente resultam em morte das células afetadas,
sendo esse acumulo algumas vezes decorrente da auséncia de um produto metabdlico
critico para a fungdo lisossomal normal. A morte celular é o ponto culminante de um
processo cronico e progressivo de acimulo do substrato que interfere com 0s processos
bioquimicos celulares e os sistemas de transporte (McGAVIN e ZACHARY, 2009).

Muitas DDLs de humanos e animais afetam o SNC, com consequentes distarbios
neuroldgicos (RALPH, 1990) e caracterizam-se por acumulo interneuronal de substratos
metabolicos indigeriveis, que se acumulam nas células devido a atividade deficiente de
uma, dentre diversas enzimas catabolicas lisossdomicas, as denominadas hidrolases
acidas (SUMMER et al., 1995; JOLLY e WALKLEY, 1997). Praticamente todos os
tipos de células sdo potencialmente vulnerdveis a inducdo de armazenamento, mas as
mais vulneraveis sdo as células de longa vida pds-mitética, como neurbnios e midcitos
cardiacos (JUBB e HUXTABLE, 2010). Os neurbnios possuem longo periodo de
existéncia, sendo ricos em gangliosideos e glicolipidios, que sdo continuamente
degradados e resintetizados em moléculas complexas. Distlrbios do metabolismo dos
gangliosideos resultam no acimulo dos subprodutos degradativos nos neurénios, e em
outras células, causando uma sobrecarga dos lisossomos pelo material indigesto e
produzindo uma profunda disfuncéo neuroldgica (SMITH, 2006).

As DDLs ndo sdo incomuns em animais e sdo classificadas como genéticas ou
adquiridas. As genéticas sdao denominadas segundo o subproduto metabdlico que se
acumula nos lisossomos, como por exemplo a-manosidose, e as adquiridas resultam da
ingestdo de plantas que contém inibidores especificos de uma ou mais enzimas
catabodlicas lisossomicas. Plantas conhecidas por causarem DDLs sdo Astragalus,
Oxytropis e Swainsona spp, conhecidas como “locoweed”, termo designado a
intoxicacdo causada pela ingestdo destas plantas, encontradas no oeste do Canada,

Estados Unidos, nordeste do México e Australia; respectivamente, acometendo equinos,
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bovinos, ovinos e caprinos (JAMES et al., 1981; JOLLY, 1993; SMITH, 2006). No
Brasil, as DDLs induzidas pela ingestdo de plantas incluem manosidoses causadas por
Ipomoea carnea subsp. fistulosa (RIET-CORREA et al., 2003) e Sida carpinifolia
(DRIEMEIER et al., 2000), lipofuscinose causada por Phalaris angusta (BARROS et
al., 2006). A neurolipidose mais conhecida e estudada é a intoxicacdo por S.
fastigiatum, que ocorre no sul do Brasil e Uruguai. Estudos retrospectivos realizados no
Sul do Brasil constataram que a S. fastigiatum foi responsavel por 2,29% de 305 casos
analisados de degeneracdo neuronal priméria (SANCHES et al., 2000; RECH et al.,
2007).

A morfologia da célula afetada tem como um principio geral a tumefacéo celular
e a vacuolizacdo citoplasmatica por causa do acumulo de substratos ndo processados
nos lisossomos; por esse motivo, as diferencas no tamanho e na aparéncia das células
dependem da disponibilidade dos substratos (carboidratos ou lipidios) no 6rgéo. Muitos
lipidios e glicolipidios sdo Unicos no SNC, entdo quando existe um defeito lisossomal,
as células neurais frequentemente acumulam o substrato (McGAVIN e ZACHARY,
2009). Microscopicamente, 0s neurdnios afetados frequentemente apresentam um
citoplasma espumoso, finamente vacuolado ou granular, que € um reflexo do grau no
qual o material armazenado é removido durante o processamento histologico. Eles
representam a hipertrofia adaptativa do aparelho lisossémico. Em alguns casos, a
morfologia e a histoquimica da substdncia armazenada pode razoavelmente indicar
claramente sua natureza, por exemplo, o glicogénio. Porém, as caracteristicas
especificas do material armazenado podem ser mais bem apreciadas por exame
ultraestrutural (McGAVIN e ZACHARY, 2009; JUBB e HUXTABLE, 2010).

Em muitas DDLs, o processo € multissistémico, e todos 0s neurdnios estdo
envolvidos, incluindo os da retina e ganglios periféricos, juntamente com as células na
maioria dos outros 6rgdos. Quando os neurdnios estdo envolvidos na DDL os sinais
clinicos de comprometimento neuroldgico, eventualmente, tornam-se evidentes, mas,
em geral, estes ndo se correlacionam com a morte neuronal significativa, e 0s
mecanismos da disfuncdo ainda estdo sem solucdo. No estagio inicial da DDL ocorre
pouca morte neuronal que sera progressiva, que provavelmente contribui muito
significativamente para a perturbacdo funcional na fase final da DDL (JUBB e
HUXTABLE, 2010).
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3.2 Género Solanum

O género Solanum é considerado um dos maiores e mais complexos entre as
angiospermas, € composto mais de 1.550 espécies e tem pelo menos 500 epitetos
publicados. Algumas espécies de Solanum s&o conhecidas pela populagdo brasileira
como “Jurubeba”, mas a farmacopéia brasileira descreve apenas a espécie S.
paniculatum como a verdadeira jurubeba (FORNI-MARTINS et al., 1998; SABIR e
ROCHA, 2008; AGRA et al., 2009). Esse nome é derivado da palavra tupi-guarani
"yu'beba", que se refere a presenca de espinhos em algumas delas. Essa planta é
encontrada em toda a América tropical, incluindo o Brasil, especialmente no Cerrado,
onde cerca de 20 espécies de Solanum sdo endémicas da regido Nordeste, Sul e Sudeste
e sdao amplamente utilizados na medicina popular (SILVA et al., 2007). Sendo que do
género Solanum, a mais conhecida principalmente no Sul do Brasil é a S. fastigiatum
var. fastigiatum, onde causa em bovinos uma doenca neuroldgica caracterizada por
ataques convulsivos transitorios com morbidade moderada e baixa letalidade (BARROS
et al., 2006; RECH et al., 2006).

A S. paniculatum é uma planta tdxica de pouca importancia econémica, sendo
considerada uma invasora de pastagens ou de terrenos abandonados, presente nas
margens de estradas, em beira de matas e em campos limpos, principalmente em
capoeiras e rocas abandonadas. Essa planta ocupa 0s mais variados tipos de solo,
possuindo algumas caracteristicas tipicas, como a colonizacdo rapida de ambientes
abertos, perenes, arbustivas, atingindo até dois metros de altura, observando-se rebrota
apos a poda do ramo principal quase no nivel do solo (FORNI-MARTINS et al., 1998;
TOKARNIA et al., 2000; BARROS et al., 2006; GUARANA et al., 2011).

Devido seu uso na medicina popular e culinaria regional, como chas e xaropes
utilizados no tratamento da ictericia, da hepatite crénica e de febres intermitentes, além
de seu uso pelas fabricas de bebidas alcodlicas, onde é produzido o vinho da jurubeba.
Deve-se chamar a atencdo para os riscos da utilizacdo desta planta em humano devido
sua toxicidade, ja que se desconhecem os principios ativos responsaveis pelo quadro de
intoxicagdo (FORNI-MARTINS et al., 1998; MEDEIROS et al., 2004; SANTOS NETO
et al., 2006; GUARANA et al., 2011). Estudos recentes mostraram o potencial anti-

helmintico da S. paniculatum no controle de helmintos gastrintestinais de ovelhas na
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Paraiba, sendo um produto fitoterapico e uma nova alternativa para o controle dessas
infeccdes parasitarias (VILELA et al., 2009).

3.3 Epidemiologia

A intoxicacdo espontanea por S. kwebense na Africa do Sul (PIENAAR et al.,
1976), S. dimidiatum dos Estados Unidos (MENZIES et al., 1979) e S. bonariense do
Uruguai (RIET-CORREA et al., 1983a) causam em bovinos sinais clinicos e achados
anatomopatoldgicos semelhantes a intoxicacdo por S. fastigiatum, e S. paniculatum
(AFONSO et al., 2009). As espécies S. viarum, S. cinereum e S. paniculatum causam
intoxicacdo semelhante em caprinos na Australia, nos Estados Unidos e no Brasil, no
estado de Pernambuco, respectivamente (BOURKE, 1997; PORTER et al., 2003;
BARBOSA JUNIOR et al., 2010). Relatérios da Africa do Sul sugerem que cavalos,
burros e cabras também sdo afetados pela S. cinereum (BOURKE, 1997). Em
experimentos realizados com S. fastigiatum em ovinos foi observado que essa espécie
ndo mostrou sinais, porém apresentou lesGes histolégicas no SNC similares as
observadas em bovinos, no entanto necessitam de doses e tempo de administragdes
maiores. Coelhos, cobaias e ratos ndo demonstraram susceptibilidade a intoxicacdo por
essa espécie (ZAMBRANO et al., 1985).

Parece que os animais comem a Solanum sem haver necessidade de condigdes
especiais, entretanto experimentalmente ndo foram observadas diferencas sazonais na
ocorréncia da doenca e 0s animais precisam ingerir quantidades consideraveis da planta
para apresentar sinais clinicos, o que ocorre, sobretudo, nas épocas de caréncia
alimentar (TOKARNIA et al., 2000; BARROS et al., 2006).

A S. paniculatum ocorre durante todo o ano (SILVA et al., 2007) invadindo as
pastagens e terrenos abandonados. Experimentos realizados com as espécies de
Solanum sp. que causam degeneracdo cerebelar em bovinos demonstraram que todas as
partes destas plantas sdo potencialmente toxicos (BOURKE, 1997). E tanto a planta
fresca quanto a planta seca sdo capazes de desenvolver o quadro clinico-patoldgico
(BARROS et al., 1987).

Sob condicGes naturais, as intoxicagdes por jurubeba sé tem sido observadas em

bovinos com mais de oito meses de idade. Porém, experimentalmente, a doenca foi
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reproduzida em bovinos com seis a 12 meses de idade (ZAMBRANO et al., 1985;
AFONSO et al., 2009).

Em intoxicacdo pela S. paniculatum em bovinos, as constantes epidemioldgicas de
morbidade, mortalidade e letalidade, variam respectivamente entre: 3 a 25%, 0 a 20% e
0 a 60%. Embora a intoxicacao seja considerada de morbidade (1 a 20%) e mortalidade
baixa e de baixa letalidade (3,4%), a doenca é crbnica, estendendo-se por varios meses,
e o0s sinais clinicos podem persistir por muitos anos apds a retirada dos animais das
areas invadidas pela planta. Em geral, ndo se observam mortes naturais, porque 0s
proprietarios vendem os animais para o abate, ap6s manifestacdo dos sinais (RECH et
al., 2007; RIET-CORREA et al., 2009).

Atualmente, desconhece-se o0 principio ativo da planta, que apresenta lesbes
semelhantes as do grupo de DDLs, as neurolipidoses (RIET-CORREA, 1993;
TOKARNIA et al., 2000; RIET-CORREA e MENDEZ, 2007; AFONSO et al., 2009). E
possivel que tenha como principio toxico algum inibidor enzimatico ou substancia que
favoreca a formacdo de complexos lipidicos resistentes ao metabolismo (TOKARNIA et
al., 2000), causando uma doenca neuroldgica caracterizada por ataques convulsivos
transitorios (BARROS et al., 2006).

Anadlises nas raizes de Solanum spp. mostram uma multiplicidade de alcal6ides ou
a presenca de compostos que representem novos tipos estruturais. Ha relatos do
isolamento de um novo alcalbide esterdide, paniculidina, e seu glicosideo, paniculina,
das raizes de solanaceas brasileiras (S. paniculatum). Em raizes de plantas cultivadas na
Europa produziu um glicosideo, juribina, que por hidrélise enzimética ou acida, obteve-
se um mol D-glicose e uma alcamina (jurubidina), representando este ultimo composto
um alcal6ide esteréide de novo tipo estrutural (SCHREIBER, 1968), no entanto, ndo
tem sido demonstrado que sejam essas substancias que causem o quadro clinico
(GUARANA et al., 2011).

Os bovinos tém que ingerir grandes quantidades da planta verde para iniciar a
intoxicacdo, aproximadamente 10g/kg de peso vivo, diariamente, por mais de 100 dias
(RIET-CORREA et al., 2009). A patogénese das lesbes do cerebelo é desconhecida,
mas a presenca de glicolipideo sugere que a intoxicacdo pode ser resultado da
incapacidade de neurdnios, em particular as células de Purkinje, de metabolizar a toxina
da planta ou substrato celular (VAN DER LUGT et al., 2010).
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3.4 Sinais clinicos

A intoxicacdo por espécies de Solanum em bovinos e caprinos caracteriza-se por
sinais clinicos restritos ao SNC, caracteristicos de uma disfuncéo cerebelar, com crises
convulsivas ou epileptiformes periddicas e transitorias, principalmente, quando o0s
animais sdo perturbados ou assustados. Apresentam tremores de intencdo, opistotono,
nistagmo, extensdo dos membros toracicos e pesco¢o com marcada paresia dos
membros posteriores intermitente. Nota-se perda de equilibrio, adotando posturas
anormais com graus varidveis de ataxia, hipermetria, hiperestesia e incoordenacao,
apresentando uma posicao de base ampla e quedas para tras ou para o lado. Os animais
podem recuperar-se rapidamente em alguns segundos até um minuto ndo apresentando
sinais clinicos significativos entre as crises. Entre os episodios, a maiorias dos bovinos
mostram os sinais clinicos, mas alguns podem demonstrar hipermetria permanente, com
lateralizag@o do andar, extensdo ou inclinagdo da cabeca e outras posi¢des anormais da
cabeca e do corpo (MEDEIROS et al.,, 2004; AFONSO et al., 2009; BARBOSA
JUNIOR, 2010; GUARANA et al., 2011).

Os ataques podem ser induzidos pelo Head Raising Test (HR Test) ou teste de
levantar a cabeca do animal por aproximadamente um minuto e soltad-la de repente
(RIET-CORREA et al., 2009; BARBOSA JUNIOR et al., 2010; GUARANA, et al.,
2011). Pienaar et al. (1976), descreveram o uso desse teste nos animais afetados que nédo
tiveram sinais clinicos associados com deficiéncia grave ou subita, episddica ou perda
da consciéncia. Portanto, é usado nos sinais comumente associados com transtornos
cerebelares, ou seja, equilibrio perturbado, coordenacdo prejudicada, ataxia, mas sem
perda da consciéncia, por isso chamada de “crises epileptiformes” e ndo “ataques
convulsivos” (BOURKE, 1997).

As frequéncias das crises sdo variaveis e se repetem com periodicidade, em alguns
casos, elas aparecem todo tempo perturbando o animal, enquanto que em outros os
ataques sdo mais esporadicos. Em alguns animais com sinais clinicos permanentes,
foram observados um andar dismétrico e olhar fixo (RIET-CORREA et al., 1983a;
BOURKE, 1997; GUARANA et al., 2011).

Os animais com crises periodicas ou com sinais mais severos e/ou permanentes,

mesmo sem acesso a planta, mantém quadro clinico estavel e sem melhora, ganham
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peso e demonstram sinais apenas quando bastante estimulados ou estressados. Porém,
0s animais com quadro clinico ndo muito severo que deixam de ingerir a planta, os
sinais se tornam mais brandos e esporadicos, sugerindo que algum grau de reversao das
lesGes nesta situacdo possa ocorrer (BARROS et al., 2006; GUARANA et al., 2011).

Os animais acometidos espontaneamente e experimentalmente pela intoxicacao
por espécie de Solanum apresentam escore corporal regular com emagrecimento
progressivo, permanecendo com apetite normal. Os parametros cardiacos, respiratorios
e ruminais se encontram normais e 0s achados hematoldgicos da maioria dos animais
revelam valores normais para a espécie (AFONSO et al., 2009; GUARANA et al.,
2011).

Alguns animais podem ficar com sinais permanentes, perdem peso até ficarem em
decubito, morrendo mais tarde. Os acidentes causadores de morte mais comuns durantes
as crises sédo afogamentos, quedas com fraturas de coluna e traumas em geral (RIET-
CORREA et al., 1983a; TOKARNIA et al., 2000; BARROS et al., 2006; GUARANA et
al., 2011).

3.5 Diagnostico

O diagnostico da intoxicacdo é baseado nos sinais clinicos observados, nos dados
epidemioldgicos, na presenca da planta, podendo ser confirmado pelas lesdes
histoldgicas caracteristicas (RIET-CORREA, 1993; RIET-CORREA et al., 1998;
GUARANA et al., 2011). Deve diferenciar essa intoxicagio de outras causadas também
por plantas que contém manosidoses em bovinos (Sida carpinifolia, Ipomoea carnea
subsp. fistulosa e Turbina cordata), que causam degeneracao cerebelar (ANTONIASSI
et al., 2007; ARMIEN et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009; DANTAS et al., 2007). A
historia, sinais clinicos, histopatologia sdo essenciais para diferenciar as sequelas da
intoxicacdo de outras formas de degeneracgéo cerebelar como, por exemplo, causada no
utero por diarréia viral bovina (BVD), virus abiotrofico cerebelar ou degeneragdo
cerebelar congénita cortical (VERDES et al., 2006). Leva-se em consideracdo tambem
diferencas de abiotrofia e a hipoplasia que sdo enfermidades congénitas, sendo que a
hipoplasia aparece ao nascimento e, se ndo causar a morte do animal, permanece

estavel, enquanto que a abiotrofia aparece ao nascimento ou algumas semanas ou meses
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apos, com sinais clinicos progressivos, até causar a morte do animal (RIET-CORREA,
1993).

Portanto, é importante diferenciar a sindrome tdxica de Solanum de outras doencas
neuroldgicas, principalmente com doencas cerebelares (BOURKE, 1997), bem como
das intoxicacOes tremorgénicas causadas no Brasil, por Ipomoea asarifolia que ocorre
nas regides Norte e Nordeste (DOBEREINER et al., 1960; RIET-CORREA et al., 2003)
e pela ingestdo de diversas espécies de Paspalum sp. contaminadas pelo fungo
Claviceps paspali (RIET-CORREA et al., 1983b; RIET-CORREA et al., 2009). Nessas
intoxicacOes a recuperacdo dos animais afetados ocorre logo apos a retirada dos animais
dos campos infestados (TOKARNIA et al., 2000; BARROS et al., 2006). A ingestao de
Phalaris angusta, pelos bovinos pode ser distinguida de outras sindromes tremorgénicas
através de suas alteragbes macroscopicas (SOUSA e IRIGOYEN, 1999).

3.6 Achados de necropsias

Na intoxicacdo ndo ha lesGes macroscopicas especificas na necropsia
(TOKARNIA et al., 2000; MEDEIROS et al., 2004; BARROS et al., 2006; GUARANA
et al., 2009), mas podem ser observadas lesbes associadas provavelmente aos
traumatismos provenientes de quedas, como por exemplo, escoriaces na pele,
afogamentos, luxacdo de quadril e ocasionalmente pode ocorrer hemorragia traumatica
subdural no telencéfalo e do cerebelo (RIET-CORREA et al., 1983a; RECH et al., 2006;
RIET-CORREA et al., 2009). Diminuig&o do tamanho do cerebelo, com marcada atrofia
da substéncia cinzenta também foram observados em casos experimentais e espontaneos
de bovinos intoxicados por jurubeba (GUARANA et al., 2011; RECH et al., 2006).

3.7 Achados microscépicos

As lesdes histoldgicas encontradas tanto nos casos espontaneos como nos casos
experimentais de intoxicagcdo por Solanum em bovinos e caprinos, estdo localizadas no
cerebelo, e sdo caracterizadas principalmente por degeneracdo e areas multifocais de
perda ou desaparecimento de células de Purkinje (VERDES et al., 2002; BARROS et
al., 2006; AFONSO et al., 2009; GUARANA et al., 2009; BARBOSA JUNIOR et al.,
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2010; GUARANA et al., 2011). Os neurbnios lesados apresentam tumefacéo,
vacuolizacdo difusa fina do pericario e perda dos granulos de Nissl (MEDEIROS et al.,
2004), dando a célula um aspecto esponjoso e alguns nucleos aparecem com aspecto
globular ou picnético. Em alguns casos a vacuolizagdo é tdo acentuada que o nlcleo das
células de Purkinje é deslocado para a periferia. Por Gltimo, estes neurdnios
desaparecem e sdo substituidos pela proliferacdo de astrocitos da glia de Bergman ao
redor dos espacos deixados pelos neurénios (PAULOVICH et al., 2002).

A deplecdo das camadas granular e molecular, que se encontram marcadamente
diminuidas de espessura, com rarefacdo do neurdpilo e menor nimero de células,
guando comparadas com cerebelos de animais normais, ocorre também em
consequéncia da remocdo de ax6nios e dendritos das células de Purkinje (GUARANA
etal., 2011).

Quantidades variaveis de esferoides axonais sdo observadas na camada granular,
na substdncia branca e medular do cerebelo, principalmente nesta Gltima, e nos
pedunculos cerebelares (RIET-CORREA et al., 1983a; VERDES et al., 2002;
MEDEIROS et al., 2004; RECH et al., 2006; AFONSO et al., 2009; GUARANA et al.,
2009). Associado aos esferdides axonais observam-se degeneracdo Walleriana
(microcavitacGes) com macrofagos no seu interior e vacuoliza¢do da substancia branca
(elipséide de mielina) e na camada granular do cerebelo (VERDES et al., 2002; RIET-
CORREA et al., 2009; GUARANA et al., 2009; BARBOSA JUNIOR et al., 2010;
GUARANA et al., 2011). Também pode ser observado lesdo vascular leve caracterizada

por manguitos perivasculares de células mononucleares (RIET-CORREA et al., 1983a).

3.8 Tratamento e profilaxia

N&o se conhece tratamento e as medidas profilaticas das intoxicacfes por jurubeba
sdo dificeis. A medida mais eficiente é evitar o aparecimento de novos casos de
intoxicacdo ou perda com morte de animais. Os proprietarios devem ser orientados a
retirar 0os bovinos de pastos muito infestados pela planta, sobretudo em épocas de
caréncia de forragem, realizar o controle da planta, ou alterar o0 manejo e a época do

pastejo ou limitar o consumo abaixo do limiar toxico e manejar 0s animais com
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sintomatologia nervosa em local de facil manejo e sem estresse (RIET-CORREA, 1993;
TOKARNIA et al., 2000; RIET-CORREA et al., 2009; GUARANA et al., 2011).
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ABSTRACT. - Rego O.R,, Afonso ].A.B., Mendonca C.L., Soares G.S.L. & Torres M.B.A.M. 2012. [In.] [Alterations in
the CNS and cerebellar morphometry of cattle experimentally poisoned by Solanum paniculatum.]. Altera¢ées no
SNC e morfometria cerebelar de bovinos intoxicados experimentalmente por Solanum paniculatum. Pesquisa
Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Universidade Federal Rural de Pernambuco/Unidade Académica de
Garanhuns (UAG), Av. Bom Pastor s/n, Cx. Postal 152, Mundat, Garanhuns, PE 55296-901, Brasil, Email:
faelvet@yahoo.com.br.

Some species of Solanum cause poisoning in ruminants clinically characterized by cerebellar disorders and
microscopically lysosomal storage disease. There are no specific necropsy injuries and microscopically occurs
vacuolization and Purkinje cells loss. Since S. paniculatum is the species of greater occurrence in the Northeast
region of Brazil and is responsible for spontaneous intoxication outbreaks in Pernambuco State, an experimental
delineation was carried out to characterize the clinical and pathological condition of the intoxication. Five cattle
were randomly allotted in two groups, with four animals in the experimental group (EG) and one animal as
control (CG), with six months of age, no defined breed and weighting 120 kg. All animals were kept in stalls along
5 months in the Clinica de Bovinos de Garanhuns/UFRPE. All animals from the experimental group were fed
5g/kg/body weight/day of S. paniculatum which was mixed in the ration. The plant was collected in farms where
outbreaks of intoxication were described. A Head Raising Test was weekly performed to determine the
occurrence of any cerebellum clinical signs and when the result was positive the animal was submitted to a
blood and cerebrospinal fluid sampling and subsequently euthanized. The CNS and rete mirabile were fixed in
10% buffered formalin and stained by hematoxylin-eosin for histological evaluation. Morphometric analysis of
cerebellum injuries was accomplished. To evaluate the laboratory results, it was used descriptive analysis and in
relation to morphometry the Student t test (p <0.05) was used in the counting of Purkinje cells and the thickness
of the molecular layer of the cerebellum the Mann Whitney test, with 5% level of significance. Three animals
showed clinical signs of intoxication a mean period of 90 days and one animal in155 days. Clinical signs involved
transient seizure episodes and balance disturbance. At necropsy there were no specific injuries of intoxication
observed as well as changes in red and white cell blood count and liquor analysis. Histological examination
showed mainly thin vacuolization of the pericardium, loss of Purkinje cells with Wallerian degeneration,
spheroid axons in the granular layer and in the marrows white matter with astrocytes Bergman proliferation.
Vacuolization and neuron necrosis were also observed in other sites the obex, cerebellum peduncles, rostral and
caudal colliculi and rarely in the thalamus, basal ganglia, hippocampus and medulla oblongata. Morphometric
analysisdid not differ significantly (p <0.05)in number of Purkinje cellsandin molecularlayer
thickness between the EG and CG, showing that despite the cattle develop clinical symptoms of intoxication
and marked histopathological changes, these experimental conditions had caused no significant morphometric
changes in relation to the CG. It is suggested a greater time of administration of the plant for the development
of most intense lesions as natural cases.Laboratory resultsof blood and cerebrospinal fluid do not
reflect changes related to poisoning by the plant.

INDEX TERMS: Jurubeba, Purkinje cells, vacuolization, cerebellum, ruminants.
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RESUMO - Algumas espécies de Solanum causam intoxicacdes em ruminantes caracterizadas clinicamente
por desordens cerebelares e microscopicamente como doenca do depoésito lisossomal. Nao ha lesdes de
necropsia especificas e microscopicamente ocorrem vacuoliza¢do e perda de neurdnios de Purkinje. Por ser S.
paniculatum a espécie de ocorréncia na regido Nordeste, sendo responsavel pelos surtos de intoxicacdo
espontanea descrito no Estado de Pernambuco foi realizado um delineamento experimental para caracterizar o
quadro clinico-patolégico da intoxicacdo. Foram usados cinco bovinos, sendo quatro no grupo experimental (GE)
e um animal no controle (GC), de seis meses de idade, sem raga definida, com peso de 120 Kg, mantidos em baias
durante cinco meses na Clinica de Bovinos de Garanhuns/UFRPE. Os animais receberam a planta, colhida nas
propriedades em que ocorreram os surtos naturais, na dosagem de 5g/kg/PV/dia misturada na racdo por
ingestdo natural. Semanalmente realizou-se o Head Raising Test para determinar os sinais cerebelares e quando
positivo os animais foram submetidos a colheita de sangue e do liquido céfalo-raquidiano e em seguida foi feito a
eutanasia. O SNC e a rete mirabile foram fixados em formol a 10% tamponado, processados rotineiramente e
corados pela hematoxilina e eosina para avaliagdo histopatolégica. Foi realizada analise morfométrica das lesodes
cerebelares. Para avaliacdo dos resultados laboratoriais utilizou-se andlise descritiva e em relacio a
morfometria, empregou-se o teste T de Student (p<0.05) na contagem de células de Purkinje e para a espessura
da camada molecular do cerebelo o teste de Mann Whitney, com nivel de 5% de significancia. Trés animais
apresentaram sinais de intoxicacdo com tempo em média de 90 dias e um com 155 dias. Os sinais clinicos
observados foram ataques convulsivos transitdrios, e distirbios do equilibrio. Na necropsia nido foram
encontradas lesdes especificas da intoxicagdo. Ndo houve alteragdes no hemograma e no liquido céfalo-
raquidiano causado pela planta. No histopatolégico havia principalmente vacuolizacdo fina do pericario e perda
de células de Purkinje, com degeneracdo Walleriana e esferéides axonais na camada granular e na substancia
branca medular, com proliferacdo dos astrécitos de Bergman. Vacuolizagdo e necrose neuronal também foram
observadas no 6bex, peduinculos cerebelares e coliculos rostral e caudal e raramente no talamo, ntcleos da base,
hipocampo e medula oblonga. Na analise morfométrica ndo houve diferenga significativa (p<0,05) entre o
numero de células de Purkinje e a espessura da camada molecular entre o GE e GC, demonstrando que apesar
dos bovinos desenvolverem quadro clinico da intoxicacdo e altera¢Ges histopatoldgicas acentuadas, mas nestas
condi¢cdes experimentais ndo ocorreram alteracdo morfométricas significativas em relacdo ao GC. Sugerindo que
ha necessidade de um tempo de administragdo maior da planta para o aparecimento de lesdes mais acentuadas
como as que ocorrem em casos haturais. Os resultados laboratoriais de sangue e do liquido céfalo-raquidiano
nio refletem alteracdes relacionadas a intoxicagio pela planta.

TERMOS DE INDEXACAO: Jurubeba, células de Purkinje, vacuolizac¢do, cerebelo, ruminantes.
INTRODUCAO

Algumas espécies de Solanum, popularmente conhecidas como “jurubeba”, causam intoxicacdes espontaneas em
bovinos e caprinos caracterizadas clinicamente por desordens cerebelares e microscopicamente como doenca do
deposito lisossomal (Sant’Ana et al. 2011).

A jurubeba ocorre o ano inteiro invadindo pastagens e terrenos abandonados e para que ocorra a
intoxicacdo é necessario o consumo de quantidades consideraveis da planta, o que ocorre sobretudo em épocas
de caréncia alimentar (Tokarnia et al. 2000). No Brasil a ocorréncia de intoxicacdo por jurubebas mais estudada
é por S. fastigiatum na regiao Sul (Rech et al. 2006), enquanto que em relacdo a S. paniculatum, existem poucos
relatos sobre intoxicacdes espontineas e experimentais (Medeiros et al. 2004, Barbosa Junior et al. 2010, Afonso
et al. 2009). Surtos de intoxicacdo por essa espécie em bovinos foram diagnosticados durante o periodo de trés
anos (2005 a 2008) em propriedades do Agreste do Estado de Pernambuco (Guarana et al. 2011).

A intoxicagdo por S. paniculatum causa uma doenc¢a neuroldgica caracterizada clinicamente por ataques
convulsivos transitérios e a necropsia nao sdo encontradas lesdes macroscopicas especificas. O diagnoéstico é
realizado através dos sinais clinicos observados e dos dados epidemiolégicos, sendo confirmadas pela
observagdo das lesdes histoldgicas caracteristicas, localizadas principalmente no cerebelo, mais especificamente
nas células de Purkinje que apresentam vacuolizagdo no citoplasma, com areas multifocais de perda ou
desaparecimento destas células, além da presenca de esferdides axonais (Guarana et al. 2011).

Por ser S. paniculatum a espécie predominante na regido Nordeste e a responsavel pelos surtos de
intoxicacdo espontanea descritos no Estado de Pernambuco, é de fundamental importancia o desenvolvimento
de estudo para caracterizacdo do quadro de toxidez causado por esta espécie de Solanum. Portanto o objetivo
deste trabalho foi realizar um estudo experimental da S. paniculatum em bovinos desenvolvendo o quadro
clinico-patoldgico, as alteragdes do liquido céfalo-raquidiano, descrever a localizagao das lesdes no SNC e realizar
a morfometria da lesdo cerebelar.
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MATERIAL E METODOS

Animais

No experimento foram utilizados cinco bovinos machos escolhidos ao acaso e divididos em dois grupos:
grupo experimental (GE) com quatro animais identificados como B1, B2, B3 e B4, permanecendo em dupla por
baias e o grupo controle (GC) com um bezerro chamado de controle (BC), com faixa etaria de aproximadamente
seis meses de idade sem raga definida (SRD), com peso médio de 120 Kg. Os animais foram mantidos em baias de
alvenaria, em sistema de criacdo intensiva, e submetidos ao mesmo manejo higiénico sanitario e nutricional,
onde foram vacinados contra raiva, vermifugados e alimentados durante o experimento com capim elefante
(Pennisetum purpureum) e tifton (Cynodon dactylon) a vontade e ragdo comercial, equivalente a 1% de peso vivo,
receberam agua e sal mineral ad libitum. Foi estabelecido um periodo de 30 dias para a adaptacdo dos animais,
sendo realizado parasitolégico de fezes e hemogramas para verificar a higidez clinica dos animais para o inicio
do experimento.

Colheita e ingestao da planta

A planta S. paniculatum foi colhida manualmente na propriedade em que foram relatados os casos naturais
de intoxica¢do, no municipio de Brejdo no Pernambuco. Trés colheitas foram realizadas durante os meses de
margo, abril e setembro de 2010 e uma adicional em Janeiro de 2011. Ap6s a colheita a planta foi dessecada a
sombra durante uma semana, sendo revolvidas diariamente, e apdés a secagem as folhas foram trituradas em
moinho industrial. Depois de triturada foi armazenada em local seco e ventilado e acondicionada em saco
plastico em temperatura ambiente, sendo semanalmente pesada em balanca digital (Filizola® CS-15).

A planta foi fornecida no cocho aos animais do GE por ingestdo natural, misturada na ra¢do comercial, na
dose unica de 5g/kg/peso vivo diariamente pela manha até o dia anterior ao da eutanasia. Um bezerro (BC) que
ndo recebeu a planta, recebendo apenas a ragdo comercial, serviu como animal controle. Os animais foram
pesados semanalmente para o ajuste da dose da planta. A duracdo do experimento foi de cinco meses. A dose e
periodo de experimentagdo seguiram o que foi preconizado por Medeiros et al. (2004) e Afonso et al. (2009).

Exame Clinico

Os animais foram avaliados clinicamente, diariamente pela manha antes da ingestdo da planta durante, todo
periodo experimental segundo Dirksen et al. (1993) observando-se as caracteristicas de atitude, comportamento
de postura e movimentacdo, apetite, frequéncia cardiaca e respiratéria, motilidade reticulo-ruminal (frequéncia
e amplitude), temperatura retal, o aspecto das fezes e urina e entre outros achados. Head Raising Test (HR test)
foi o teste de controle realizado semanalmente para determinar os sinais cerebelares. O teste consistia em
levantar a cabega do animal for¢cando-a para tras no sentido cranio caudal, mantendo essa posi¢do durante um
minuto e soltando-a subitamente logo apoés, se houvesse uma crise com perda de equilibrio e crise epileptiforme
o teste entdo era considerado positivo (Pienaar et al. 1976). Esses testes eram realizados fora das baias para a
observagido da movimentacao e postura e evitar traumas secundarios.

Os animais foram eutanasiados apds o resultado positivo do HR test, sendo mantidos por uma a trés semanas
para observacdo da ocorréncia de crises espontaneas. Os animais foram submetidos a andlises de amostras de
sangue e de liquido céfalo-raquidiano (LCR) e em seguida foi feita a eutanasia com tiopental sédico (Cristalia)
(15 mg/kg), xilazina (Sedazine®) a 10% (0,2 mg/kg) e cloreto de potassio (Equiplex) a 19,1% (0,8 mL/kg) (Luna
& Teixeira 2007).

Analise laboratorial

Os exames laboratoriais foram realizados através da obtencdo de amostras de sangue coletadas em dois
momentos, no periodo de adaptagcdo para verificar a normalidade dos parametros hematolégicos e
imediatamente antes da colheita do LCR. A realizagdo do hemograma e as determina¢des das concentragdes
plasmaticas de proteina total e fibrinogénio foram realizadas conforme descrito por Jain (1986). Para
determinacdo da glicose foram utilizadas as amostras de plasma e no soro foram analisados as seguintes
variaveis bioquimicas: aspartato aminotransferase (AST), lactato desidrogenase (LDH), creatina quinase (CK),
proteinas totais e albumina. Estas determinagdes das atividades séricas foram realizadas em analisador semi-
automatico (Labquest) seguido o processamento recomendado pelos kits comerciais (Labtest). A proteina total
sérica foi mensurada pelo método de biureto (Labtest).

A colheita do LCR foi feita assepticamente através do espaco atlantoccipital (Scott, 1995), por meio de fluxo
livre, sendo coletada uma amostra de dois a trés mlL, fracionada em trés frascos a fim de minimizar os riscos de
contaminagdo com sangue. Para a analise do LCR foi utilizada uma fragdo da amostra do terceiro tubo (Stéber
1993). A andlise fisica foi realizada segundo as especifica¢cdes preconizadas por Stober (1993) avaliando-se
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coloragdo e aspecto (transparéncia), densidade por meio de refratometria, o pH utilizando fita reagente (Merck)
e prova de Pandy segundo a metodologia de Meyer & Harvey (1998). Foram realizadas as determinacdes da
proteina (Kit sensiprot- Labtest), glicose, e as atividades séricas da CK, LDH e AST com kits comerciais (Labtest)
e a leitura foi realizada em um analisador (Labquest) bioquimico semi-automatico.

As contagens globais de leucécitos contidas no LCR foram efetuadas na Camara de Neubauer (Herka®)
realizou-se a contagem com microscdpio 6ptico usando a objetiva de 10X. De cada amostra foi realizada a analise
diferencial, provenientes da centrifugacdo das amostras em citocentrifuga (Fanem-SP/Brasil) durante cinco
minutos a 3000 rpm. Os esfregacos foram corados com Pandtico rapido (Laborclin) e foram analisados ao
microscépio éptico (Microscépio Leica modelo DM500 com camera digital Leica modelo DFC290) com objetiva
de 100X (Stober 1993). A contagem global de células foi realizada prontamente apds a obtencdo das amostras, a
fim de evitar degeneragio celular.

Avaliacdo anatomo-patoldgica

Durante a necropsia foram colhidos encéfalo e a medula espinhal em formol tamponado a 10% o encéfalo e
a medula foram fixados na integra por sete dias, e apdés 24 horas da colheita, o encéfalo foi seccionado
transversalmente para melhor fixacdo. Os seguintes fragmentos do SNC foram selecionados para exame
histopatolégico seguindo o protocolo de colheita de Rech et al. (2006) em bovinos intoxicados por S. fastigiatum:
fragmentos de bulbo na altura do ébex, cerebelo, ponte com pedunculos cerebelares, mesencéfalo na altura dos
coliculos rostrais e caudais, cortex occipital, secdo do diencéfalo através da massa intermédia, incluindo cértex
parietal, hipocampo e talamo, coértex frontal na altura do joelho do corpo caloso e dos nucleos de base. Sendo
acrescentado a Rete mirabiles (ganglio trigeminal) e as medulas: oblonga (bulbo), cervical, toracica, lombo-sacro
e cauda eqliina. Estes fragmentos foram processados rotineiramente e corados pela hematoxilina e eosina (HE)
para avalia¢do descritiva da lesdo (Barros & Marques 2003).

Analise morfométrica

Foi feito um estudo morfométrico de secgio longitudinal do verme cerebelar utilizando um software (Leica
LAS Interactive Measurements) de morfometria. Nestes cortes as células de Purkinje foram contadas em 20
campos microscopicos com objetiva de 10X. Em cada campo foram contadas todas as células de Purkinje de uma
folha cerebelar. Foi avaliada também a espessura da camada molecular através da mensurac¢io de trés medidas
por folha (faces laterais e apice da folha) nas mesmas folhas cerebelares em que foram contadas as células de
Purkinje (Rech et al. 2006). O material para a avaliacdo anatomo-patolégica foi obtido dos animais de ambos os
grupos experimentais.

Anadlise estatistica

Para a andlise estatistica das variaveis relacionadas ao hemograma, enzimas séricas, proteinas totais,
albumina no sangue e no LCR foi realizada analise descritiva. Com relagdo a morfometria, empregou-se o teste T
de Student (p<0.05) para avaliar o comparativo de contagem de células de Purkinje entre GE e GC. Para a
mensuracdo da espessura da camada molecular do cerebelo entre os grupos empregou-se o teste de Mann
Whitney, com nivel de 5% de significancia, através do programa SigmaStat 3.0 (Curi 1997).

Aprovagio do Comité de Etica
A Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA), da UFRPE aprovou o delineamento experimental sob o
processo n. 017559/2008.

RESULTADOS

Achados clinicos
Todos os bovinos de ambos os grupos experimentais apresentavam um bom escore corporal, em virtude do
ganho de peso observado no final do experimento. O consumo médio da planta pelos animais foi de 96 Kg.

O delineamento experimental com os principais dados sobre a administracdo da planta S. paniculatum aos
bovinos, bem como sobre o desfecho: periodos de alimentagao, peso do animal inicial e final e da quantidade de
planta consumida até a observagdo do HR test positivo e sacrificio subsequentes sdo apresentados no quadro 01.

Em relagdo aos parametros clinicos avaliados como: aspecto da urina, micgdo, dindmica e plenitude ruminal
nao foram observadas alteragdes. Enquanto que no exame das fezes do GE foram observadas na maior parte do
periodo, fezes ressecadas em forma de disco. Os parametros cardiacos, respiratérios e temperatura corpérea
apresentaram-se dentro da normalidade para espécie.

Quanto a avaliacdo do comportamento no decorrer do experimento, a partir de 70 dias, trés animais (B1, B2

e B4) apresentaram um quadro neurolégico leve de hiperestesia, excitacao, olhar ansioso, tremores de intengdo e
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dificuldade para se levantar do dectbito esternal, permanecendo em posi¢do de base ampla (Figura 01a). Este
quadro ocorria quando os animais eram manejados. Com a evolug¢ao do quadro clinico os animais ndo caiam, mas
mostravam uma extensdo de cabeca e membros toracicos, apresentando de forma espontinea uma
excitabilidade a ruidos, movimentos e estimulagio tatil, e uma discreta incoordenagio motora momentinea. O
HR Test foi positivo apds 90 dias do inicio da intoxicacdo em trés animais (B1, B2 e B4), e no animal B3 aos 155
dias do inicio do experimento. Os animais positivos apresentavam crises epileptiformes periédicas, de duracdo
de 20 a 30 segundos, sem perda da consciéncia acompanhada de tremores de intengao, torcao lateral, extensao e
rigidez dos musculos do pescoco, cabeca e dos membros toracicos, mantendo uma postura de repouso e com 0s
membros abduzidos para tentar manter o equilibrio. Em seguida ocorreram quedas frequentes para o lado e
para tras, permanecendo em decubito esternal e/ou lateral, mantendo esta posi¢cio por curtos periodos de
tempo, tentando se levantar, porém sem éxito. Durante a crise, observou-se opistétono (Figura 01b) e nistagmo.
Quando em estacdo, os animais apresentaram ataxia e hipermetria, com o andar cambaleante e lateraliza¢do do
mesmo. A realizacdo de HR tests seguidos num mesmo animal resultava em sinais clinicos mais brandos ou até
mesmo ausentes. O BC ndo apresentou HR test positivo.

Apenas o B4, apresentava as crises epileptiformes de forma espontinea e com periodicidade variavel,
principalmente quando era excitado. Todos os animais do GE permaneceram normais entre as crises
epileptiformes quando ndo excitados.

Achados laboratoriais

Os resultados do eritrograma e concentracdo plasmatica do fibrinogénio, de ambos os grupos nao
apresentaram alteracdes, com excecdo da concentracdo da proteina plasmatica total que apresentou valores
médios pouco inferiores a 6,33 g/dL e 6,40 g/dL, no GE e GC, respectivamente. Com relacdo ao leucograma,
ambos os grupos demonstraram discreta leucocitose por neutrofilia com desvio para esquerda regenerativo.

Foi observada discreta elevacdo da glicemia em ambos os grupos, com valores médios de 79 mg/dL e 86
mg/dL, respectivamente no GE e no GC. No entanto, os valores de proteina total sérica estavam no limiar inferior.
Em relacdo as atividades séricas de CK, AST e LDH, apresentaram valores médios superiores no GE, quando
comparado ao GC.

Nao foram constatadas alteragdes nos parametros fisico-quimicos e citolégicos avaliados no LCR de ambos
os grupos experimentais. No diferencial celular, houve predominancia de linfécitos seguido de poucos monécitos
e neutrofilos. Em relacdo a andlise bioquimica do LCR, as proteinas totais das amostras analisadas dos dois
grupos experimentais apresentaram valores inferiores. No entanto, o valor médio encontrado para a glicose de
ambos os grupos apresentou um leve aumento. Em relagio a atividade da CK analisada manteve-se bem superior
no GE (20,3 U/L), quando comparado ao GC (1,22 U/L), o mesmo sendo observado para as atividades de AST e
LDH, mais de duas a trés vezes superiores.

Achados patoldgicos

Nao foram encontradas alteragdes macroscdpica associadas a intoxicacdo pela planta. As lesdes histologicas
mais acentuadas foram encontradas no cerebelo nos animais do GE e consistiam de células de Purkinje
tumefeitas e com vacuolizacdo parcial ou difusa fina do pericario e perda dos granulos da substancia de Nissl,
dando a célula um aspecto esponjoso, com seus nucleos deslocados para periferia da mesma (Figura 02a). Havia
areas multifocais necrose neuronal com desaparecimento das células de Purkinje e ao redor proliferacao de
astrocitos de Bergman, espessando a camada granular do cerebelo. Vacuolizagdo neuronal moderada foi
encontrada no ébex, peddnculos cerebelares (Figura 02b,c) e coliculos rostrais de todos os animais intoxicados.
No coliculo caudal, este achado s6 nio foi encontrado no B1. No tadlamo, nucleos da base, hipocampo e medula
oblonga, este achado foi raramente encontrado.

Necrose neuronal em dareas multifocais associados a focos de gliose foi observada na regido de 6bex,
pedinculos cerebelares, tdlamo, coliculos caudal e rostral, nos nticleos da base e no hipocampo, na medula
oblonga, toracica e cervical. Raramente foi observado gliose focal na medula espinhal de alguns animais do GE
inclusive na cauda equina do controle.

Quantidades variaveis de esferdides axonais foram frequentemente encontrados na camada granular (Figura
02d) e molecular, na substincia branca medular do cerebelo de todos os animais do GE. Estes achados foram
moderadamente encontrados no coliculo caudal, rostral e tidlamo, sendo observados raramente nos cortes do
hipocampo, nucleos da base e da medula espinhal. Préximo as areas aonde foi encontrado os esferdides axonais,
observaram-se degeneracdo Walleriana, microcavitacdes de tamanhos variados, tanto na substancia branca
como na cinzenta de B1 nos hemisférios cerebelares e coliculo rostral. 0 mesmo achado foi observado no animal
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B3, no hemisfério cerebelar e coliculo caudal e nos pedunculos cerebelares de B2. Células Gitter foram
observadas dentro de algumas dessas cavidades.

Areas com manguitos perivasculares foram encontrado em ambos o0s grupos experimentais nas regides de
obex, coliculo rostral, tdlamo, nicleos da base, cortex frontal coértex parietal e temporal. A distribuicdo das
principais lesdes nas diferentes sec¢oes do SNC dos animais encontram-se detalhadas no quadro 02.

Analise morfométrica

Na avaliacdo da morfometria quanto a contagem de células de Purkinje ndo existiram diferencas
significativas (p>0,05) entre os animais do GE (x=31 #3,5) em relacdo ao GC (26 *8) células. Com relacdo a
espessura da camada molecular foi constatado haver diferenca significativa (p<0,05) entre os animais do GE e do
GC (Quadro 03).

DISCUSSAO

0 delineamento experimental proposto pelo estudo resultou em manifestacées clinicas semelhantes as descritas
em intoxicacdes naturais e experimentais, por outras espécies do género Solanum como: S. fastigiatum, S.
kwebense, S. dimidiatum, S. bonariensis, S. cinereum e S. viarum (Pienaar et al. 1976, Porter et al. 2003, Menzies et
al. 1979, Bourke et al. 1997, Verdes et al. 2006, Rech et al. 2006, Van der lugt et al. 2010).

A duracido de poucos segundos dos ataques convulsivos e a recuperagdo rapida da crise dos animais, foi
também descrita por Medeiros et al. (2004) e Guarana et al. (2011), nas intoxicacdes espontdneas e
experimentais, e nos casos de intoxicacao natural pela S. fastigiatum citados por Riet-Correa et al. (1983) e Rech
et al. (2006). A diminuicao da intensidade dos sinais com a repeticdo do teste foi bem observada segundo
relatado por Tokarnia et al. (2000). Em relacdo as variaces de intensidade dos sinais observadas entre os
animais, isso pode ser justificado pelo fato de ocorrer variabilidade na resisténcia de cada animal e no
desconhecimento do contetido das substancias quimicas indicadas como responsaveis pela doenga (Sousa &
Irigoyen 1999, Tokarnia et al. 2000, Guarana et al. 2009).

Os sinais neuroldgicos encontrados nesta intoxicagio associadas as lesdes cerebelares foram relatados por
outros autores do Brasil e do mundo em bovinos, caprinos e ovinos, com variacdo de intensidade dependendo da
espécie de Solanum e da espécie animal envolvida (Bourke 1997, Menzies et al. 1979, Pienaar et al. 1976, Riet-
Correa et al. 1983, Zambrano et al. 1985, Verdes et al. 2002, Verdes et al. 2006, Van der lugt et al. 2010).
Zambrano et al. (1985), em experimentos com ovinos justificaram que essas variagdes no quadro clinico
patolégico ocorrem em fung¢ido da dosagem e o maior tempo de administracdo da planta, ja que nas condi¢des do
experimento ndo foi observado quadro clinico semelhante encontrado nos bovinos, porém apresentaram as
mesmas lesdes histolégicas no SNC.

Os resultados do eritrograma e da concentracdo plasmatica do fibrinogénio de ambos os grupos estavam
dentro dos parametros de normalidade para a espécie bovina (Kramer 2000). Achados semelhantes foram
relatados em bovinos intoxicados com a S. paniculatum e outras espécies de Solanum (Pienaar et al. 1976,
Guarana et al. 2011). A discreta hipoproteinemia que nio se refletiu no hematdcrito, pode estar relacionada a
atividade espoliativa de alguns nematdédeos gastrintestinal comuns na regido (Costa et al. 2009) e a leve
alteracdo leucocitaria observada nos animais deste estudo, pode estar associado a um leve quadro infeccioso
respiratorio, nao atribuindo essa oscilagdo a uma reagdo organica dos bovinos a acdo da planta ingerida.

A elevacdo da glicemia poderia estar relacionada ao aumento da glicogendlise hepatica, em resposta a
liberagdo de epinefrina e pela estimulagdo da gliconeogénese exercida pelo cortisol, ocasionado nas situagdes de
estresse (Bennet et al. 1989). Por outro lado, Menzies et al. (1979) e Chaves (2009) estudando a intoxica¢do
espontanea por S. dimidiatum em bovinos e ovinos intoxicados por Ipomoea asarifolia ndo observaram alteragoes
nos valores de glicemia.

Todos os parametros fisicos e quimicos avaliados no LCR de ambos os grupos situaram-se nos limites
fisiolégicos para a espécie bovina (Stober 1993, Scott 1995, Meyer & Harvey 1998). Os resultados das analises da
proteina total e da glicemia, de ambos os grupos nao se distanciaram dos valores fisiolégicos de bovinos adultos
(Welles et al. 1992). O aumento da atividade sérica de CK, AST e LDH encontrado pode ter ocorrido como
consequéncia do esforco muscular realizado durante as tentativas dos animais em permanecerem em estagdo
e/ou pelo decubito prolongado (Kaneko et al. 2008, Chaves 2009). De acordo com Bennet et al. (1989), os
aumentos dos niveis de AST e CK, durante situacdes de estresse prolongado, sdo atribuidos aos efeitos do
catabolismo. A liberagdo de fosfato de creatina das fibras musculares catabolizadas promove um aumento da
atividade destas enzimas. Portanto Chaves (2009) descreve achados semelhantes, em que ovinos intoxicados por
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L asarifolia apresentaram marcadas elevagdes na atividade da CK, porém com valores médios ainda bem
inferiores aos encontrados neste estudo. J& em relacdo a atividade enzimatica da AST, o mesmo autor relata um
discreto aumento de sua atividade.

Vacuolizagdo neuronal ndo é um achado especifico da intoxicagcdo por S. paniculatum e S. fastigiatum, pois
ocorre em outras doencas de ruminantes causadas pela ingestdo de plantas do género Solanum (Pienaar et al.
1976, Menzies et al. 1979, Bourke 1997, Porter et al. 2003), Swainsona, Oxytropis, Astragalus (Summers et al.
1995), Ipomoea (Van der lugt 2002) e Sida (Dremeier et al. 2000, Loretti et al. 2003, Furlan et al. 2008, Seitz et al.
2005) e nas doengas de depositos lisossomais (DDL) hereditarias (Jolly & Walkley 1997). Diferente da S.
fastigiatum em que a vacuolizagdo é confinada apenas as células de Purkinje (Rech 2007), esse achado
predominou nestas células, mas ocorreu também em neurdnios dos pedinculos cerebelares, dbex, coliculos e
talamo. A presenca de raros vactiolos neuronais em outras areas do SNC, particularmente no nucleo vermelho,
pode ocorrer como um achado incidental em animais clinicamente sadios (Jardim et al. 1999, Gavier-Widen et al.
2001). No entanto esse achado s6 foi observado em animais com sintomatologia clinica. A vacuolizagdo neuronal
ocorre devido alteracdes subcelulares nas organelas neuronais, nos bovinos a forma mais comum esta associado
ao acumulo de substratos ndo metabolizados nos lisossomos (Jolly & Wakley 1997, Rech 2007).

Com relacdo a morfometria das células de Purkinje, os resultados foram semelhantes aos encontrados por
Verdes et al. (2002), em estudo experimental com S. bonariensis. Entretanto diferem da casuistica de intoxicacio
natural de S. fastigiatum, onde ocorreu uma reducdo de células de Purkinje e da espessura da camada molecular
nos campos analisado (Rech et al. 2006). Tais diferengas observadas podem ser decorrentes das espécies da
planta, a quantidade, ao tempo de ingestdo pelos animais. Esses resultados confirmam a hipdtese levantada por
Riet-Correa et al. (1983) e Zambrano et al. (1985) de que nos casos naturais, a ingestdo de quantidades menores
da planta durante periodos prolongados, ocasionaria o desaparecimento mais acentuado de células de Purkinje
do que nos casos experimentais, onde ocorre a ingestio de doses maiores num menor espago de tempo
(Tokarnia et al. 2000, Verdes et al. 2006). Provavelmente em nosso estudo no momento da avaliacdo havia
proliferacdo das células da glia em resposta da lesdo neuronal, que ainda ndo tinha sido suficiente para que
ocorresse e reducdo da camada molecular. Segundo Guarana et al. (2011), deplegdo das camadas granular e
molecular que se encontravam marcadamente diminuidas de espessura e com rarefagdo do neurépilo e menor
numero de células quando comparadas com cerebelos de animais normais sdo em consequéncia da remoc¢io de
axonios e dendritos das células de Purkinje.

Nas DDLs com a progressdo da lesdo os neurdnios acumulam vacuolos até a sua necrose ou morte do animal
e parece provavel que haja alguma capacidade limitada para descarregar parte da carga armazenada por
exocitose, isso quando ndo ha atividade enzimatica deficiente. Os locais de armazenamento se limitam mais para
o corpo neuronal e algumas hastes dendriticas maiores, tornando a celila muita distendida, arredondada,
tumefeita e ndo angular. No entanto, mesmo dentro do corpo celular do neurdnio, o armazenamento pode ser um
tanto polarizado, muitas vezes ao lado de varios axonios, diferentes planos da se¢do podem sugerir que alguns
neurdnios ndo sao afetados, principalmente se analisado no inicio do curso da doenca (Jubb & Huxtable 2010).
Portanto no estdgio inicial da DDL ocorre pouca morte neuronal que serd progressiva e que provavelmente
contribui muito significativamente para a perturbacao funcional na fase final da doenga. Independendente do
quadro clinico observado pelos animais no GE havia o0 mesmo padrao de lesdo em todos os animais, o que pode
ser justificado pois quando os neurdnios estdo envolvidos na DDL os sinais clinicos de comprometimento
neurolégico, eventualmente, tornam-se evidentes, mas, em geral, estes ndo se correlacionam com a morte
neuronal significativa, pois os mecanismos da disfuncdo estdo em desenvolvimento (Jubb & Huxtable 2010).

Esferéides axonais e degeneracao Walleriana sdo os dois principais tipos de reagdes a injuria observados nos
ax6nios em doenca com lesdo neuronal. Em casos de intoxicacao por S. fastigiatum, esfer6éides axonais ocorrem
devido a degeneracao do pericario que prejudica o transporte de substancias entre o pericario e o axénio (Rech
2007), porém ndo deve ser descartada a possibilidade da acao direta da planta sobre esses axdnios (Medeiros et
al. 2004). Essas lesdes também foram descritas em casos de intoxicagdo espontinea e experimental por S.
paniculatum (Guarana et al. 2011) e por S. fastigiatum (Riet-Correa et al. 1983, Rech et al. 2006). A presenca de
esferdides axonais no tronco encefalico de equinos e degerenacdo Walleriana na substancia branca da medula
espinhal de ovinos e caprinos sao considerados achados incidentais (Hooper 1999, Jahns et al. 2006).

Os focos de gliose observados nos animais do GE também foram observados em intoxicagdes por S.
paniculatum em bovinos (Guarand et al. 2011) e em outras espécies de Solanum (Riet-Correa et al. 1983, Porter
et al. 2003, Rech et al. 2006, Verdes et al. 2006) porém alguns animais ndo apresentaram tais focos o que pode
ser justificado pelos diferentes tempos de ingestdo e quantidade da planta, sendo relacionado principalmente
essa resposta a fungdo de reparacgdo realizada por essas células (Zambrano et al. 1985). Portanto segundo Rech
(2007), gliose é uma resposta inespecifica das células gliais a diversas formas de injdria e geralmente envolve
astrocitos e microglia.

O delineamento proposto neste trabalho representa um bom modelo experimental de intoxicacdo por S.
paniculatum uma vez que desenvolveu o quadro de sintomatologia clinica da intoxicacdo, sendo as lesdes
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degenerativas cerebelares, as mais acentuadas, mas estendendo-se estas lesdes a outras areas do SNC, que
devem ser colhidas e examinadas para avaliagdo do grau e extensdo da lesdo. Os resultados laboratoriais de
sangue e do LCR nao refletem alteracdes relacionadas a intoxica¢do pela S. paniculatum e o desenvolvimento do
quadro clinico nido causou uma deple¢do neuronal em relagdo ao GC. Portanto, nas condi¢Ges experimentais
propostas ndo houve uma correlagdo positiva entre sinais clinicos e gravidade das lesdes histopatologicas
examinadas, sugerindo que necessitam de um tempo de administracao da planta maior para o agravamento das
lesoes.
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Legendas das Figuras
Fig. 01. A: Bovino intoxicado com S. paniculatum com extensido do pesco¢o e membros toracicos (opistétono)
apés a crise epileptiforme. B: Bovino intoxicado com S. paniculatum com desequilibrio, mantendo a base
ampla apés crise epileptiforme.
Fig. 02. A: Células de Purkinje com vacuolizagdo fina do pericario do cerebelo de bovino intoxicado por S.
paniculatum (setas). B: Neurdnio com vacuolizagdo fina do pericario na regido de peddnculo cerebelar de
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Quadro 01 - Delineamento experimental e desfecho na intoxicacio experimental pela S.
paniculatum em bovinos: periodos de alimentac¢ao, peso do animal inicial e final e da
quantidade de planta consumida até a observacio do HR test positivo e sacrificio.

Total da planta

Peso/Kg consumida Periodo experimental
Tempode HR test Euta_n:_is.l 4aposo
N°do . . . . ~ . inicio do
. Inicial Final Kg Dose ingestao  positivo .
animal da planta (dias) experimento
P (dias)
B1 77 122 79,555 108 91 109
B2 74 122 76,195 112 91 113
5g/Kg
B3 110 160 111,65 156 155 157
B4 130 170 116,620 106 98 107
BC 90 130 - - - - 114

bovino intoxicado por S. paniculatum (seta). C: Vacuolizacdo neuronal na regido do 6bex de bovino
intoxicado por S. paniculatum (seta). D: Esferoides axonais na camada granular do cerebelo (setas). 40x,

HE.



Quadro 02 - Distribuicao das principais lesdes nas diferentes sec¢oes do Sistema Nervoso Central (SNC) de bovinos intoxicados
experimentalmente por S. paniculatum.

Principais N Hemisfério Pedunculos Coliculos . . Nucleos Medula Espinhal
Lesd Animais Verme bel Cerebel Talamo Hipocampo dab
esoes cerebelar erebelares Caudal Rostral a base C T LS CE
B1 + + + + - + - - + - -
Vacuolizacio B2 + + + + + + - + - - - - -
Neuronal B3 + + + + + + + + - - - - -
B4 + + + + + + - - - - - - -
B1 + + + + + + + - - - + - -
B2 + + + + + + + - + - - - -
Necrose
B3 + + + + + + + + + + - - -
B4 + + + + + + + + + + - - -
B1 + + + + + + + - - + +
B2 + + + + + + + - + + 4+ +
Gliose
B3 + + + + + + + + + + +
B4 + + + + + + + + + + +
B1 + + + + + - - - - - + - +
Esferoide B2 + + + + - + + + - + + + +
axonal B3 + + + + + + + - + + - - -
B4 + + + + + + + - - + - + -

Medula Espinhal: O = oblonga, C= cervical, T = toracica, LS = lombo-sacra, CE = cauda equina
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40 do namero de células de

desvios padr
Purkinje e mediana da espessura da camada molecular no cerebelo dos

- Valores de média,

Quadro 03

latum do grupo experimental (GE) e o

animal do grupo controle (GC)

S. panicu

bovinos intoxicados por

Espessura da camada molecular

de cels de Purkinje

ne

Animais

967
8

+10

3

B1

12

B2

813
948
787

2

2

B3

B4

BC
*Mediana

- Intervalo de confianga de 25 a 75%

Figura 01

Figura 02
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Em virtude da ampla difusdo da S. paniculatum na regido do Agreste Meridional de
Garanhuns-PE, como invasora de pastagens causando um quadro clinico neuroldgico em
bovinos é necessario técnicas de controle da planta nos pastos e remocdo dos animais para que
ocorra a prevencdo das intoxicacGes. Ressaltando que por ser uma intoxicacdo de carater
cronico é necessaria uma grande quantidade de planta e de consumo para que ocorram lesdes

histologicas compativeis com os achados clinicos.
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7. ANEXO

Instrucao aos autores da Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira
(PVB)

Parecer do Comité de Etica no uso de Animais
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sultados e conclusGes. Nos trabalhos em inglés, o titulo em porfugués deve
constar em negrito e entre cokchetes, logo apés a palavra RESUMO;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citagdo bibliografica especifi-
ca sem que a mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indi-
cacdo do objetivo do rabalhe;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que per-
mitam a repeticdo do rabalho por outros pesquisadores. Na experimenta-
¢do com animais, deve constar a aprovacdo do projeto pela Comissdo de
Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacao concisa dos dados
obtidos. Quadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresen-
tando, sempre que indicado, médias de varias repeticdes. E conveniente,
as vezes, expressar dados complexos por graficos (Figuras), ao invés de
apresenti-los em Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da litera-
tura. Ndo convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos fu-
furos, de modo a evitar uma obrigagdo do autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresen-
tados no trabalho;

j) Agradecimentos devem ser sucintos e nio devem aparecer no texto
ou em notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluird a bibliografia citada no
trabalho e a que tenha servido como fonte para consulta indireta, devera
ser ordenada alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, regis-
trando-se os nomes de todos os autores, em caixa alta e baixa (colocando as
referéncias em ordem cronoldgica quando houver mais de dois autores), o
titulo de cada publicacdo e, abreviado ou por extenso (se tiver divida), o
nome da revista ou obra, usando as instrugées do “Style Manual for Biological
Journals” (American Institute for Biological Sciences), o “Bibliographic
Guide for Editors and Authors” (American Chemical Society, Washington,
DC) e exemplos de fasciculos jd publicados (

2.Na elaboracio do texto deverio ser atendidas as seguintes nor-
mas:

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apre-
sentacdo de fasciculos recentes da revista e do modelo constante do
site sob “Instrugoes aos Autores” (www.pvb.com.br). A digitaliza¢do
deve ser na fonte Cambria, corpo 10, entrelinha simples; a pagina deve
ser no formato A4, com 2Zcm de margens (superior, inferior, esquerda e
direita), o texto deve ser corrido e ndo deve ser formatado em duas colunas,
com as legendas das figuras e os Quadros no final (logo ap6s as REFEREN-
CIAS). As Figuras (inclusive graficos) devem ter seus arquivos fornecidos
separados do texto. Quando incluidos no texto do trabalho, devem ser intro-
duzidos através da ferramenta “Inserir” do Word; pois imagens copiadas e
coladas perdem as informacées do programa onde foram geradas. resul-
tando, sempre, em ma qualidade;

b) a redacdo dos rabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto
quanto possivel no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada
para notas de rodapé serdao niimeros ardbicos colocados em sobrescrito
apds a palavra ou frase que motivou a nota. Essa numeracdo serd continua
por todo o trabalho; as notas serdo lancadas ao pé da pagina em que estiver
o respectivo sinal de chamada. Todos os Quadros e todas as Figuras serdo
mencionados no texto. Estas remissdes serdo feitas pelos respectivos ni-
meros e, sempre que possivel, na ordem crescente destes. ABSTRACT e
RESUMO serdo escritos corridamente em um sé paragrafo e ndo deverdo
conter citacdes bibliograficas.

c) no 1'odape da primeira pagina devera constar endereco profis-
sional completo de todos os autores e o e-mail do autor para corres-
pondéncia, bem como e-mails dos demais autores (para eventunalida-
des e confirmacio de endereco para envio do fasciculo impresso);

d) siglas e abreviagdes dos nomes de instituicdes, ao aparecerem pela
primeira vez no frabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas
do nome por extenso;

e) citacdes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”; tra-
balhos de até trés autores serdo citados pelos nomes dos trés, e com mais
de trés, pelo nome do primeiro, seguido de “et al”, mais o ano; se dois traba-
Ihos ndo se distinguirem por esses elementos, a diferenciacdo serd feita
através do acréscimo de letras mindsculas ao ano, em ambos. Trabalhos
nao consultados na integra pelo(s) autor(es), devem ser diferencia-
dos, colocando-se no final da respectiva referéncia, “(Resumo)” ou
“(Apud Fulano e o ano.)”; areferéncia do trabalho que serviu de fonte,
sera incluida na lista uma sé vez. A mencao de comunicagdo pessoal e de
dados ndo publicados é feita no texto somente com citagio de Nome e Ano,
colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais, como a Institui¢do
de origem do(s) autor(es). Nas citacdes de trabalhos colocados entre pa-
rénteses, ndo se usara virgula entre o nome do autor e o ano, nem pon-
to-e-virgula apos cada ano; a separacdo enfre trabalhos, nesse caso, se
fara apenas por virgulas, exememplo: (Christian & Tryphonas 1971,
Priester & Haves 1974, Leplos etal 2004, Krametter-Froetcheret. al 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada isenta do uso de
caixa alta, com os nomes cientificos em itdlico (grifo), e sempre em con-
formidade com o padrao adotado nos ultimos fasciculos da revista, in-
clusive quanto & ordenacdo de seus vdrios elementos.

3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais de-
vem ser preferencialinente enviadas por via eletrénica. Quandﬂ as fotos
forem obtidas através de cameras digitais [com extensio ]pg "), 0s arquivos
:5). Quando
obtidas em papel ou outro suporte, deverio ser anexadas ao trabalho, mes-
mo se escaneadas pelo autor. Nesse caso, cada Figura serd identificada na
margem ou no verso, a traco leve de lapis, pelo respectivo niimero e o nome
do autor; havendo possibilidade de divida, deve ser indicada a parte inferior
da figura pel palavra “pé”. Os grificos devem ser produzidos em 2D, com
colunas em branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das con-
veng¢oes adotadas serd incluida preferentemente, na drea da Figura; evitar-
se-3 0 uso de titulo ao alto da figura. Fotografias deverdo ser apresentadas
preferentemente em preto e branco, em papel brilhante, ou em diapositivos
(“slides™). Para evitar danos por grampos, desenhos e fotografias deverdo
ser colocados em envelope.

Na versdo online, fotos e graficos poderdo ser publicados em cores; na
versdo impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impres-
sdo das figuras poderd ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informacdes sufici-
entes para que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto
autoexplicativas , com independéncia do texto) e serdo apresentadas no
final do rabalho.

5. Os Quadros deverdo ser explicativos por si mesmos e colocados
no final do texto. Cada um tera seu titulo completo e serd caracterizado
por dois tragos longos, um acima e outro abaixo do cabecalho das colunas;
entre esses dois racos poderd haver oufros mais curtos, para grupamento
de colunas. Nao ha tracos verticais. Os sinais de chamada serao alfabé-
ticos, recomecando, se possivel, com “a” em cada Quadro; as nofas se-
rdo lancadas logo abaixo do Quadro respectivo, do qual serdo separadas
por um trago curto a esquerda.
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3. DADOS GERAIS DO PROJETO

( |
| TiruLo Estudo Experimental Clinico-laboratorial ¢ Anatémo-patoiégico da Intoxicagdo por Sclanum

. 1 |
pamcuiatum em Bovinos |

| AREA TEMATICA'
A grarias

CATEGORIA (PESQUISA, ENSINQ QU EXTENSAQ) Pesquisa

DATA INICIO/TERMINO Agosto de 2009 a agosto de 2011

| LOCAL DE EXECUGAQ Clinica de Bovinos de Garanhuns

"De acordo com o CNPq

4. RESUMO DO PROJETO

Solanum fastigiatum var. fastigiatum (Solanacea) é um arbusto de até um metro de altura com flores
brancas ou azuis claras e fruto globoso, conhecida popularmente como “jurubeba” ou “jod preto”e causa
em bovinos uma doenga neuroldgica caracterizada por ataques convulsivos transitérios com morbidade
moderada e baixa letalidade (Barros et al. 2006). Esta intoxicagdo em bovinos caracteriza-se por sinais
clinicos restritos ao sistema nervoso central, caracteristicos de uma disfungdo cerebelar, com crises
epileptiformes periddicas. Ndo hé lesdes de necropsia especificas, mas lesdes associadas a traumatismos
podem ser observadas. Histologicamente ocorre vacuolizagio e perda de neurdnios de Purkinge. (Barros et
al. 2006, Rict-Correa ct al. 2002). As lesdes neuronais caracterizam-se por tumefagdo, vacuolizagdo fina
do pericério e perda dos granulos de Nissl, dando a célula um aspecto esponjoso (Barros et al. 2006). Nos
altimos quatro anos foram registrados casos clinicos naturais em bovinos em propriedades localizadas no
Agreste do Estado de PE, com sinais neurolégicos compativeis com intoxica¢@o por jurubeba. Entretanto
na caracterizagio da planta foi verificado que a mesma ¢ da espécie Solanum paniculatum, que ¢ uma
planta com poucos relatos de descrigdo de intoxicagdo e sem caracterizagdo morfolgica da lesdo bem
descrita para a espécie bovina (Medeiros et al., 2004, Afonso et al. 2009). Portanto o objetivo deste
trabalho é realizar um estudo clinico-laboratorial e anatdmo-patolégico de Solanum paniculatum em
bovinos, verificando a sua toxidez e o impacto na saide desta espécie. Para tanto serd realizado um

modelo de intoxicagdo experimental usando quatro bovinos, com faixa etdria de aproximadamente seis
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meses de dade. sem raca definida (SRD). com -p?sb_nigio de

100 a 120 Kg & um bovino comg grugo |
controle com caracteristicas semelhantes mantidos em baias individuais na Clinica de Bovinos de
Garanhuns - UFRPE que receberdo Solanum paniculatum na dosagem de 5g/kg/PV/dia misturada na
ragdo e administrada por ingestdo natural. A duragdo do experimento seri de aproximadamente 3 a 4
meses. A dose e periodo de experimentagdo serdo baseados em trabalho experimental realizado por
Medeiros et al., 2004. Ap6s o aparecimento dos sinais clinicos seré realizada a colheita de liquor para
andlise de alteragdes fisicas e propriedades bioquimicas e sera realizada a eutanasia dos adintais com
Thiopental sédico, Xilazina e Cloreto de Potéssio segundo Luna & Teixeira, 2007. Serdo colhidos os
encéfalos dos animais e fixados em formol a 10% e os seguintes fragmentos serdo selecionados para
| exame histopatolégico: bulbo na altura do Obex, cerebelo, ponte com pediinculos cerebelares, mesencéfalo
na altura dos coliculos rostrais seguindo 0 mesmo protocolo de colheita de Rech e al 2006 em bovinos
intoxicados por Solanum Jfastigiatum. Estes fragmentos serio processados rotineiramente para histologia e
corados pela hematoxilina e eosina (Barros & Marques 2003). Serd realizado estudo morfométrico de
cortes do cerebelo de animais intoxicados e do animal controle. Os neurdnios de Purkinge serdo contados

em 20 campos microscopicos com objetiva 10 X.
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5. JUSTIFICATIVA PARA A REALIZAGAO DO PROJETO (DESTACAR A RELEVANCIA DO PROJETO E CONTRIBUICAO PARA
O AVANCO DO CONHECIMENTO ATUAL E/OU POTENCIAIS BENEFICIOS PARA A ESPECIE SOB ESTUDO E/OU ESPECIE
HUMANA)

Nos Gltimos quatro anos foram registrados casos clinicos naturais em bovinos em propriedades
localizadas no Agreste do Estado de PE, com sinais neurologicos compativeis com intoxicagdo por
Jurubeba (Bastos et al., 2009), onde foi observada na pastagem a presenga da planta em excesso o que
facilitou a ingestio da mesma. Achados que corroboram estas informagdes clinicas foram os resultados
dos exames histopatoldgicos, onde se constatou lesdes compativeis com a intoxicagdo provocada por esta

planta. Entretanto na caracterizagdo da planta foi verificado que a mesma é da espécie Solanum

paniculatum. Os casos de intoxicagdo espontdnea no Brasil que se encontram na literatura sio |
associados com Solanum fastigiatum. ;

Solanum paniculatum aparece na literatura como planta medicinal em humanos para doengas
hepaticas, como cicatrizante, neoplasias, inflamagdes no bago e bexiga (Rodrigues & Carvalho, 2001).
Portanto em virtude deste seu uso medicinal em humanos é importante pesquisar se esta planta tem efeito
toxico para bovinos uma vez que ela é amplamente disseminada na nossa regido.

Embora a intoxicag3o seja considerada na literatura de morbidade moderada e de baixa letalidade, a
doenga ¢ cronica e os sinais clinicos podem persistir por muitos anos apds a retirada dos animais das
areas invadidas pela planta. A recuperagio dos bovinos afetados s6 ocorre quando os animais sdo
tetirados das dreas com S. fastigiatum, logo ap6s o aparecimento dos sinais clinicos, portanto em bovinos
com curso clinico longo observam-se lesdes cerebelares avangadas e estes acabam morrendo por

acidentes durante as crises epileptiformes ou sio eutanasiados em decorréncia da m4 condig¢do corporal

(Barros et al, 2006).

&xd CEUA-UFRPE
S| Aprovadoem




iy

| descrita de importancia intoxicada naturalmente. Experimentos descritos com ratos, coethos e cobaias

Estudo clinico-patolégico de bovinos intoxicados experimentalmente por Solanum paniculatum 55

Nio hé relatos de intoxicagdes naturais em outras espécies animais, sendo a espécie bovina, a Gnica |

—— e o et o b e 1

que receberam durante 120ds a planta dessecada & sombra ¢ moida misturada a 10% em ragdo comercial

ndo adoeceram. Ovinos que receberam a planta, praticamente n3o mostraram sinais, porém apresentaram
lesdes histolégicas no sistema nervoso central, similares s observadas em bovinos (Tokarnia et al.,
2000).

Em virtude da cronicidade da doenga e a regressdo dos sinais clinicos ser rara, ¢ importante o
desenvolvimento do modelo experimental, pois o que geralmente observa-se sdo quadros de curso mais
longo que vdo levar a uma doenga cronica progressiva com depreciagdo do estado geral do animal,
diminui¢do de produg¢do e sinais clinicos que podem levar a morte.

Devido ao fato do Solanum paniculatum ser a espécie de Solanum envolvida nos casos de
intoxicagdo espontinea ocorridos na regido Agreste de Pernambuco € de fundamental importdncia o

1

desenvolvimento de estudo para caracterizagio do quadro causado por esta espécie.
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6. INFORMACOES SOBRE O (S) ANIMAL (IS) SUJEITO A ExPERlMENTA_@E\Q__ e s
| ESPECIE/NOME VULGAR .
| Bovina
AR |
IDACE | g
I
SEXO |
|_machos
1
ORIGEM Propriedades rurais

'Em caso de animal silvestre, anexar comprovante de licenga do IBAMA. especificandc meétedoe de captura, manipulacdo e saltura.

7. INFORMAGOES SOBRE O DELINEAMENTO ESTATISTICO

As alteragdes morfoldgicas serdo avaliadas através de andlises descritivas das lesSes que a
planta testada ocasiona nos tecidos alvo. Tendo come pardmetros de normalidade os tecidos
TIPO DE DELINEAMENTO dos animais controle. Sera realizado um estudo descritivo empregando-s¢ a média como
medida de tendéncia central para as variaveis paramétricas (CURI, 1997).

POR GRUPO TOTAL

4 animais grupo experimental e 1 animal controle 5 animais

NUMERO DE ANIMAIS

| i

8. INFORMACOES SOBRE MANEJO DOS ANIMAIS EXPERIMENTAIS

TIPO DE INSTALAGAO (GAIOLA, BAIA, TANQUE, ETC.) ‘

Baias individuars, cobertas, cercadas

DENSIDADE POPULACIONAL POR INSTALAGAQ
1 animal por baia

CLIMATIZACAQ (CASQ SE APLIQUE)
Temperatura ambiente

RENOVAGCAOQ DO AR/AGUA (CASO SE APLIQUE) Nio se aplica
AUMENTACAO (TIPO, QUANTIDADE E FREQUENCIA) ;aulrl;:':g:'l)ad libidum e rag@o comercial e capim elefante (Penisetum
AGUA (QUANTIDADE E FREQUENCIA) dgua sal mineral ad libidum

HIGIENI
ENIZACAO (TECNICA E FREQUE G Limpeza didria das baias para coleta de residuos

COLETA E DESTINO DOS RESIDUOS SOLIDOS E LiQUIDOS Uso para adubo orgdnico

OUTRAS INFORMAGOES
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9. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL (PREENCHER UM QUADRQO PARA CADA TIPQ)

NOME DO PROCEDIMENTO

Intoxicacio experimental por Selanum paniculatum em
bovinecs

GRAU DE SEVERIDADE'

(DROGA, DOSAGEM, VIA E FREQUENCIA)

Substancial

PROVOCA, INTENCIONALMENTE, ESTRESSE NO (S) ANIMAL (IS)? | nilo
PROVOCA, INTENCIONALMENTE, DOR NO (S) ANIMAL (1S)? ndo

O (S) ANIMAL (IS) SERA (AO) IMOBILIZADO (8)? ESPECIFICAR | .
(TIPO E TECNICA)

SERA REALIZADO PROCEDIMENTO CIRURGICO? ESPECIFICAR |
(TIPO, TECNICA, FREQUENCIA E CUIDADOS POS-CIRURGICO).

USARA  SEDACAO/ANALGESIA/ANESTESIA? ESPECIFICAR |

QUAL O LOCAL ONDE SERA REALIZADO (S) O (S) PROCEDIMENTO
(S) CIRURGICO (8)?

ndo

INDIQUE O MEDICO VETERINARIO RESPONSAVEL?, CASQ SE
APLIQUE

INOCULAGAQ?®
ESPECIFICAR

oU
(TIPO,

SERA  REALIZADA  EXPOSIGAO,
ADMINISTRAGAO DE SUBSTANCIA?
DOSAGEM, VIA E FREQUENCIA)

Solanum paniculatum , 5g/kg/PV/dia misturada na ragdo e
administrada por ingestdo natural. Por 3 a 4 meses

SERA  REALIZADA EXTRACAO DE  FLUIDOS/TECIDOS?
ESPECIFICAR (TIPO, METODO DE COLHEITA, QUANTIDADE E
FREQUENCIA)

Sera realizada colheita de liquor dos 4 animais do grupo
experimental e do animal controle na cisterna lombossacral
antes da eutanisia. A colheita serd realizada em trés

aliquotas com o intuito de minimizar os riscos de
contaminacdo com sangue e a analise imediata

SERA  REALIZADA  EUTANASIAYABATE  DURANTE O
EXPERIMENTO? ESPECIFICAR (NUMERO DE ANIMAIS, TECNICA,
DROGA, DOSAGEM, ETC)

Sera realizada eutandsia dos 4 animais do grupo
experimental e do animal do grupo controle  apds
desenvolvimento de sinais clinicos usando Thiopental sodico
(15mg/kg), Xilazina (0,2 mg/kg) e Cloreto de Potissio
(0,8ml/kg) endovenoso segundo Luna & Teixeira, 2007.

Para classificacdo considerar o Guia de Preenchimento do protacalo CEUA-Fiocruz disponivel na link CEUA-UFRPE

*De acordo com a Lei 5.517 de 23 de outubro de 1868, Art. 5°, alinea *a”.
*Em caso de inoculo infeccioso, indicar a classe de risco
*Considerar a Resolugdo n° 714 de junho de 2002 do CFMV.

10. JUSTIFICATIVA PARA O ENVOLVIMENTO DE ESTRESSE E/OU DOR INTENCIONAL NO (S) ANIMAL (IS) EXPERIMENTAL

(IS) - CASO SE APLIQUE

minimizar o estresse envolvido no processo.

E necessério o desenvolvimento do modelo experimental na espécie bovino em virtude da ndo
obtengdo de éxito em desenvolver o quadro clinico-patolégico em animais de laboratério e por
ser a espécie bovina, a espécie animal com ocorréncia de surtos naturais. A avaliagdo ndo €
possivel em casos de intoxicagdo natural, pois ndo teremos como mesurar pardmetros como dose
téxica e periodo suficiente de ingestdo para causar lesio. Medidas como diminuigdo do numero
amostral e protocolo de eutandsia baseado na indicagio do COBEA serio medidas para

& CEUA-UFRPE
=] Aprovadoem




Estudo clinico-patolégico de bovinos intoxicados experimentalmente por Solanum paniculatum 58

ERMINO DO EXPERIMENTO"
rial e 0s animais serdo

11. INFORMAGOES SOBRE O DESTINQ DO (S) ANIMAL (1S), VIVO (S) OU MORTO (3},
™

A
Apds eutanédsia serdo submetidos & necropsia, realizada a colheita d= mate
enterrados em vala sanitdria profunda apropriada para esta finalidad

|
g

Inclusive reutilizagdo do (s) animal (is). Neste caso, justificar.

12. INFORMAGOES SOBRE AS CONDICOES DE BIOSSEGURIDADE E IMPACTO AMBIENTAL OFERECIDOS PELO
EXPERIMENTO - CASO SE APLIQUE

As carcagas serdo enterradas em vala com profundidade adequada para o tamanho da espécie e
com bastante terra para cobertura completa para evitar predagdo por aves de rapina ou animais
invasores no local e para acelerar processo de decomposicdo. Este procedimento é realizado em
todas as instituigGes universitdrias brasileiras que ndo dispdem de forno crematério e que
trabalham com modelos de experimenta¢do animal.

13. TERMO DE RESPONSABILIDADE:

Certifico que este projeto ndo é desnecessariamente duplicativo, tem mérito cientifico e que 2 equipe responsavel/colaboradora €
treinada para executar os procedimentos descritos nesse protocolo, estando todos cientes dos Principios Eticos na Expérimentacao
Animal constantes na legislacdo vigente e no Regimento Interno da CEUA-UFRPE e concordo plenamente com as suas exigéncias
durante a execu¢do desse experimento.

NOME: Marcia Bersane Arauljo de Medeiros Torres
DATA: 06/07/2009

ASSINATURA: S M@M
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