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RESUMO
O numero de casos de animais intoxicados por plantas vem aumentando a cada ano, e

novos estudos estdo sendo feitos para avaliar os danos ocasionados por elas. As plantas
que contém o principio toxico swainsonina causam danos neuroldgicos. Os danos
causados ao sistema reprodutor e visual ndo haviam sido descritos. Objetivou-se neste
trabalho demonstrar experimentalmente as alteragGes ocasionadas pela intoxicagéo por
Ipomoea verbascoidea no sistema reprodutor masculino, na retina e nervo éptico em
caprinos. Para produzir a doenca experimentalmente, as folhas secas de I. verbascoidea
contendo 0,02% de swainsonina foram fornecidas em doses de 4g/kg (0,8 mg
swainsonina/kg) em trés grupos com trés animal. Os caprinos do Grupo I, receberam
doses diarias da planta durante 45 dias e foram submetidos aos procedimentos de
eutanasia no dia 46 do experimento. Os caprinos do Grupo Il, receberam doses diarias
da planta durante 55 dias e foram submetidos aos procedimentos de eutanasia no dia
120 do experimento e o Grupo Ill, grupo controle. As primeiras alteracdes foram
observadas no 14° dia de experimento e consistiu na diminuicdo nos parametros
seminais. No 20° dia, os sintomas neuroldgicos foram observados nos caprinos 1, 3, 4 e
5, como lentiddo, sonoléncia, resposta flehmen negativo e auséncia de libido. Nestes
animais ocorreu a diminuicdo da circunferéncia escrotal ap6s 35 dias do inicio do
experimneto. Entre os dias 35 e 37, todos os caprinos apresentam sintomas classicos de
DDL, principalmente incoordenacdo motora, ataxia, dismetria, resultando em
impotentia coeundi. Na avaliacdo das concentracdes séricas de testosterona, observou-se
diferenca significativa entre o grupo controle e os grupos dos animais intoxicados. Os
principais achados histopatol6gicos no sistema reprodutivo foram observados no
epitélio seminifero vacuolizacdo citoplasmatica em células de Sertoli e células
germinativas, diminuicdo das células de Leydig, edema intersticial e oligospermia.
Houve reducdo do epitélio germinativo, acimulo de material proteinaceo no limen dos
tibulos seminiferos e atrofia ou auséncia dos estereocilios das células epiteliais do
epididimo. As altera¢des do bulbo ocular foram vacuoliza¢@es nas células ganglionares
da retina, nela foram detectados alguns neurdénios degenerados e outros com acumulo
intracitoplasmatico de liquido com caracteristica baséfila. Houve reducéo da espessura
do nervo optico. Na camada de fibras nervosas proximas ao disco optico, observa-se um
edema acompanhado de infiltrado de células inflamatorias mononucleares. Conclui-se
que a intoxicacdo por I. verbascoidea causa degeneragdo testicular e neurite optica.

Palavras-chave: Plantas toxicas, swainsonina, reproducéo, retina, nervo optico.



ABSTRACT

The number of cases of animals poisoned by plants is increasing every year and further
studies are underway to assess the damage caused by them. Plants containing
swainsonine toxic principle cause neurological damage. Damage caused to the
reproductive and visual systems has not been described. The objective of this work is to
demonstrate by experiment the changes caused by Ipomoea verbascoidea poisoning in
the male reproductive system, in the retina and optic nerve in goats. To produce the
experimental condition, dried leaves of I. verbascoidea containing 0.02% swainsonine
were supplied at a dose of 4g/kg (swainsonine 0.8 mg / kg) in three groups of three
animals. The goats in Group | received daily doses of the plant for 45 days and were
euthanized on day 46 of the experiment. The goats from Group Il received daily doses
of the plant for 55 days and were euthanized on day 120 of the experiment. Group Il
was the control group. The first change, a decrease in semen parameters, was observed
on the 14th day of the experiment. On the 20th day, neurological symptoms such as
slowness, drowsiness, negative flehmen response and lack of libido were observed in
goats 1, 3, 4 and 5. These animals presented decreased scrotal circumference after 35
days from the beginning of the experiment. Between days 35 and 37, all goats showed
typical symptoms of LSD, especially motor coordination, ataxia, dysmetria, resulting in
impotentia coeundi. In evaluating the serum concentrations of testosterone, there was
significant difference between the control group and the groups of poisoned animals.
.The main histopathological findings in the reproductive system were observed in the
seminiferous epithelium. These were cytoplasmic, vacuolization in Sertoli and
germinal cells, a decrease in the Leydig cells, interstitial edema and ogliospermia. There
was a reduction of the germinal epithelium, accumulation of proteinacea material in the
lumen of the seminiferous tubules and atrophy or absence of stereocilios of the
epithelial cells of the epididymis. Alterations of the ocular globe were vacuolization of
the retinal ganglion cells, a number of degenerated neurons, and others with
intracytoplasmic accumulation of liquid with basophilic characteristics. There was
reduced thickness of the optic nerve. The nerve fiber layer close to the optic disc
presented an edema and mononuclear inflammatory cell infiltrate. It is concluded that I.

verbascoidea poisoning causes testicular degeneration and optic neuritis.

Key words: Toxic plants, swainsonine, reproduction, retina, optic nerve
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Ipomoea verbascoidea (Convolvulaceae), € um arbusto sub-ereto por vezes com
caules decumbentes, com até 5 m de altura, com folhas oblongas ou circulares; flores de
coloracdo lilas, solitarias ou agrupadas em numero de 3, com sementes ovoides e de coloragédo
acastanhadas. E conhecida popularmente como “jetirana”, “orelha de onga” ou “batata de
peba” na regido semiarida de Pernambuco. E uma planta toxica descrita recentemente como
agente etiologico da doenca de depdsito lisossomal (DDL) que dizimou criacBes de caprinos
em Sertania, regido semiarida do Estado de Pernambuco (MENDONCA et al., 2012; DIAS,
2013).

O principio toxico é o alcaloide indolizidinico swainsonina, que inibe as
atividades das enzimas a-manosidase lisossomal e a-manosidase Il do aparelho de Golgi
(COLODEL et al., 2002b; HARAGUCHI et al., 2003; BARBOSA et al., 2006; DANTAS et
al., 2007).

Nas regides Norte e Nordeste, principalmente em caprinos, sdo importantes as
intoxicagBes por Ipomoea carnea subsp. fistulosa (ARMIEN et al., 2007; OLIVEIRA et al.,
2009), Ipomoea riedelii, Ipomoea sericophyla (BARBOSA et al.,, 2007) e Ipomoea
verbascoidea (MENDONCA et al.,, 2012). Essas plantas compdem um grupo muito
importante de plantas toxicas no Brasil que causam desordens neuroldgicas associadas com
armazenamento lisossomal de oligossacarideos (MENDONCA et al., 2012).

Animais que consomem plantas que contém swainsonina exibem quadro clinico
com alteracdes neuroldgicas caracterizadas por letargia, tremores musculares, incoordenacéo,
ataxia e quedas, especialmente quando os animais sao movimentados (JAMES et al., 1970;
HUXTABLE e DORLING, 1982).

Os efeitos reprodutivos adversos consistem malformacdo fetal, retardo na
formacdo da placenta, vascularizacdo e placentacdo uterina reduzida ou com atraso,
desenvolvimento cotiledonar reduzido, hidropsia de envoltérios fetais e abortos (JAMES et
al., 1967).

Plantas que contém swainsonina quando utilizadas na alimentacdo de ovinos
adultos podem provocar degeneracdo transitoria e alteragcbes nos tubulos seminiferos,
epididimo e no epitélio do canal deferente de animais intoxicados. Mudangas no
comportamento reprodutivo e perda da libido também séo descritas (PANTER et al., 1989).



16

Também foram relatados sinais clinicos de cegueira em animais afetados pela
intoxicagdo por S. carpinifolia (PEDROSO, 2007). Sabe-se que hé casos em que o animal
apresenta vacuolizacgdo moderada das células da glia no nervo Optico e das células
ganglionares na retina (ZLOTOWSKI, 2005).

Por ainda ser uma planta que esta sendo estudada, a Ipomoea verbascoidea pode
provocar alteragfes que prejudicam o sistema reprodutor e visual de caprinos machos,

causando prejuizo aos criadores, justificando a importancia dessa pesquisa.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estudar experimentalmente a intoxicacdo por Ipomoea verbascoidea em caprinos

machos;

2.2. Objetivos Especificos

Induzir experimentalmente a intoxicagdo por Ipomoea verbascoidea em caprinos;

Identificar as alteracBes histopatologicas provocadas no sistema reprodutor pela

intoxicacdo por Ipomoea verbascoidea em caprinos;

Identificar as alteracBes histopatoldgicas provocadas na retina e nervo dptico pela

intoxicacdo por Ipomoea verbascoidea em caprinos;

Analisar através do potencial visual evocado por flash as alteracoes eletrofisioldgicas

do sistema ocular dos caprinos intoxicados por Ipomoea verbascoidea.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Plantas Téxicas

As plantas toxicas de interesse pecuério, quando ingeridas pelos animais de
fazenda, sob condic¢des naturais, causam danos a saude ou mesmo a morte (TOKARNIA et
al., 2012). No Brasil, a frequéncia de mortes por plantas tdxicas é de 10-14%. As mortes por
plantas toxicas, para um rebanho de 160 milhGes de cabegas, podem ser estimadas entre
800.000 a 1.120.000 de bovinos por ano (RIET-CORREA e MEDEIROS, 2001).

A acdo toxica de uma planta se deve a presenca de constituintes quimicos, ou
principios ativos toxicos, encontrados nos vegetais. A intoxicacdo vai depender da quantidade
de substancia téxica absorvida, da natureza dessa substancia e da via de introducdo
(HARAGUCH]I, 2003; MELLO et al., 2010).

A maioria das plantas toxicas brasileiras causam intoxica¢cdes quando ingeridas
uma Unica vez, outras, entretanto, somente se houver ingestdo por dias seguidos. Em funcao
da evolucdo do quadro clinico-patolégico, podemos ter intoxicacdo superaguda, aguda,
subaguda e cronica (TOKARNIA et al., 2012).

De acordo com sua acdo, as plantas toxicas podem ser divididas em dois grandes
grupos. As plantas com acdo direta, aquelas que tém efeito sobre o trato digestorio, e que, ao
contrario do que se apregoa, sdo a minoria. E a grande maioria, de acdo remota, isto €, 0
principio téxico ndo afeta o trato digestério, é absorvido pela mucosa gastrointestinal e,
através da circulacdo enterohepética, € levado ao figado. Porém, antes da absor¢do dos
principios toxicos pela mucosa do trato digestorio, a microfauna ruminal pode modificar a sua
toxicidade por processos de degradacdo ou fixacdo das toxinas, por transformar precursores
inofensivos em substancias tdéxicas, ou por converter substancias pouco toxicas em

substancias mais téxicas (ALLISON, 1978; DAWSON e ALLISON, 1988; MACKIE e WHITE, 1990;
ALLISON e RASMUSSEN, 1992; NAUDE et al., 1992; CRAIG, 1995; MAYLAND e CHEEKE, 1995).
Plantas tdéxicas de interesse pecuario ocasionam prejuizos relevantes aos

produtores em todo o mundo. No Brasil, essas plantas causam perdas econdmicas diretas e
indiretas. Como perdas diretas podem ser citadas a morte de animais, baixo indice reprodutivo
(abortos, malformacdes e infertilidade), baixa produtividade nos animais sobreviventes e
outras alteracdes devidas a doengas transitérias, enfermidades subclinicas com diminuicdo da
producdo de leite, carne ou I& e aumento da susceptibilidade a outras doencas devido a

depressdo imunoldgica. As perdas indiretas incluem os custos para o controle das plantas
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toxicas nas pastagens, as medidas de manejo para evitar as intoxicagdes como a utilizagdo de
cercas e o pastoreio alternativo, a reducdo do valor da forragem devido ao atraso na sua
utilizacdo, a reducédo do valor da terra, a compra de gado para substituir os animais mortos, e
0s gastos associados ao diagnostico das intoxicacOes e ao tratamento dos animais afetados
(RIET-CORREA e MEDEIRQOS, 2001; RIET-CORREA et al., 2007).

Segundo Silva et al. (2006), o estudo sistematico das plantas toxicas em regides
com poucas pesquisas sobre as mesmas, aumenta consideravelmente o numero de espécies
toxicas conhecidas.

Dentre as intoxicagdes por plantas responsaveis por distdrbios neurol6gicos em
ruminantes destacam-se aquelas que provocam doenca de depdsito lisossomal. O acumulo ou
depdsito lisossomal, determina uma alteracéo celular na qual niveis aumentadas de moléculas
organicas, degradadas normalmente a nivel do lisossomo, acumulam-se nas células em que se
encontram, resultando em morte celular (ZACHARY, 2009). A natureza do material
bioquimico armazenado é uma importante ferramenta para a classificacdo dessas doencas.
Seguindo esses critérios, as principais DDLs sdo lipidoses, mucopolissacaridoses,
glicogenoses, mucolipidoses, oligossacaridoses e lipofucsinoses neuronais (PLATT e
WALKLEY, 2004). Elas podem ser herdadas ou adquiridas e podem acometer mamiferos e
aves (WARREN e ALROY, 2000).

3.2. Plantas que contém swainsonina

Séo as plantas do género Swainsona, Astragalus, Oxytropis e Ipomea (HARTLEY
et al., 1970; DORLING et al., 1978; BALOGH et al., 1999; RALPHS e JAMES, 1999), é
bastante conhecida e de grande importancia na medicina veterinaria.

Swainsona é um género de planta Australiana, famosa por suas distintas flores
vermelho-sangue, cada uma com um centro preto. E uma das melhores flores silvestres da
Australia. E nativa das aridas regides do centro e do noroeste daquele pais, e se estende por
todos os estados do continente australiano, com excecéo de Victoria. E um membro da familia
Fabaceae, subfamilia Faboideae (SIMOES, 1988).

Astragalus é um género de planta leguminosa de que se extrai uma goma branca
com mesmo nome, também chamada tragacanto. Essa goma é coletada de pelo menos 20
espécies. E uma planta perene ou semiperene, arbusto espinhoso em forma de guarda-chuva,
resistente a 23 graus e que chega a 1 metro de altura, com folhas pinadas e aglomerados

axilares de mildio. A goma é extraida do caule e utilizada em produtos cosméticos e


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fabaceae
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confeitaria, clinicamente em po6 insoldvel em 6leos e resinas de emulséo, e como um agente
espessante ou de estabilizacdo em sorvetes, saladas e doces. Emprega-se também como agente
espessante de dimensionamento e tingimento na inddstria téxtil, e como emulsionante no
chédo, moveis e polidores de automoveis. As folhas tém propriedades medicinais. Colheita no
periodo de abril a novembro. Nomes comuns: goma de tragacanto, Shagal el Ketira, Adrilel.
Pode ser encontrado em pastagens, estepes e planaltos secos em altitudes entre 1200 e 3000
m, na regido do Sahel até 1800 m, e também no Oriente Médio e especialmente no Curdistao
(SIMOES, 1988).

Oxytropis € um género de planta com flores com 1060 espécies. E originario de
Eurdsia e América do Norte. Planta herbacea, perene, pertencente a familia das Fabaceae
(Leguminosae). Esta leguminosa muitas vezes forma coldnias com rizomas curtos, com as
maiores formando montes. Raiz grossa; folhas erguem-se diretamente da raiz a até 20 cm,
com varios foliolos. Os foliolos sdo peludos; flores de cor rosapUrpura, quase brancas.
Espigas em caules sem folhas. As vagens sdo sésseis, oblongas, bicudas, sedosas e curvadas
para tras ou para dentro (SIMOES, 1988).

Ipomoea é um género de planta que compreende cerca de 500 espécies, das quais
cerca de 200 sdo encontradas na América tropical e subtropical. Destes, 50 crescem na
Argentina. As espécies de Ipomoea sdo pequenas arvores, lianas, plantas arbustivas ou
herbaceas, anuais ou perenes, que ocorrem nas regides tropicais e subtropicais. O grupo inclui
espécies importantes para 0 homem como a batata-doce ou a I. tricolor, que é a fonte do
tlitliltzin, uma droga alucinogénica oriunda do México. O género Ipomoea é 0 maior e mais
proeminente da familia Convolvulaceae para a importancia econdmica de muitas espécies,
como alguns sdo usados na alimentacdo humana, algumas como plantas ornamentais e
algumas foram registradas como ervas daninhas, sendo em alguns casos toxicos para gado
(O'DONNELL, 1959; DAS et al, 1995).

A swainsonina € responsavel por sinais clinicos progressivos, que refletem
fundamentalmente as alteracGes degenerativas no sistema nervoso central (MOLYNEUX et
al., 1995; BALOGH et al., 1999; COLODEL et al., 2002a; HARAGUCHI et al., 2003). Além
das alteracOes neurologicas, observou-se: emaciagéo, alteracdo no comportamento, problemas
reprodutivos (aborto, teratogenia, interferéncia na espermatogénese e ovogénese) (SHARMA
et al., 1984), e sinais clinicos de cegueira nos animais afetados (PEDROSO, 2007).

Uma caracteristica das plantas que contém swainsonina e causam doengas do
armazenamento de oligossacarideos € a de que, independente da sua palatabilidade, animais

que iniciam a ingerir essas plantas desenvolvem o habito de ingeri-las compulsivamente e, por
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um mecanismo de facilitacdo social, induzem a outros animais da mesma espécie a ingeri-las
(TOKARNIA et al., 1960; DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al., 2002a; BARBOSA et
al., 2007; DANTAS et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009a; MENDONCGCA et al., 2012). Em
caprinos, a morbidade e mortalidade das intoxicacdes por plantas que contém swainsonina sao
variaveis, dependendo da disponibilidade de forragem e da permanéncia dos animais em areas
invadidas pelas plantas (RIET-CORREA, 2012 - informe verbal).

3.3. Plantas que causam doencas do armazenamento

Ipomoea carnea subsp fistulosa

E um arbusto ereto pertencente a familia Convolvulaceae, é conhecida no
Nordeste pelos nomes populares de “canudo” ou “algoddo-bravo”. No Piaui essa planta ¢
designada por “capa-bode”, na Amazdnia por “manjorana” ¢ em Mato Grosso também ¢
chamada de “algodao-bravo” (ANTONIASSI et al., 2007).

A importancia dessa planta varia muito de acordo com a regido. Em funcédo das
secas, é na regido Nordeste que I. carnea subsp fistulosa tem maior importancia como planta
toxica, sobretudo no Vale do Rio S&o Francisco e no sul do Piaui, onde é uma das poucas
plantas que se conservam verdes durante o periodo de estiagem. No Pantanal de Mato Grosso,
onde a planta ocorre nas partes mais baixas, recentemente foi diagnosticada a ocorréncia da
intoxicacdo por I. carnea subsp fistulosa (ANTONIASSI et al., 2007). Na Amazénia, a planta
¢ abundante principalmente no estado do Pard. A alta frequéncia da intoxicacdo por essa
planta em trés fazendas, onde foram realizadas necropsias complementadas por exames
histopatolégicos, sugere que I. carnea subsp fistulosa € importante para caprinos na llha de
Maraj6o (OLIVEIRA et al., 2009). Nas regides Sudeste e Sul, a planta é usada como
ornamental e para formar cercas vivas. Em algumas areas da Baixada Fluminense, onde I.
carnea subsp fistulosa tem se alastrado, foram constatados, no municipio de Seropédia, raros
casos de intoxicacdo em caprinos, no Rio de Janeiro (ARMIEN, 2000; ARMIEN et al., 2007).

Seu habitat sdo locais temporariamente inundados nas margens de rios e lagoas,
corregos, baixadas umidas, onde forma agrupamentos densos. Quando cultivada como planta
ornamental, ou utilizada na divis&o de lotes e terrenos, pode tornar-se praga e invadir campos
adjacentes (TOKARNIA et al., 2012).

Sob condigGes naturais se intoxicam bovinos, ovinos e caprinos (TOKARNIA et
al., 1960; ARMIEN, 2000; ARMIEN et al., 2007,2011). A ingestdo da planta se da sob duas

condicdes: a primeira é a fome, isto é, 0s animais ingerem a planta nas epocas de escassez de
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pastagem, pois I. carnea subsp fistulosa se mantém verde o ano todo. Pela outra condicéo,
aparentemente decorrente da primeira, alguns animais desenvolvem um gosto pela planta ou
adquirem o “vicio” de ingeri-la, mesmo nos periodos em que ha disponibilidade de pasto
(TOKARNIA et al., 1960; ARMIEN et al., 2007). Os animais intoxicados sdo conhecidos no
meio rural como “canudeiros” ou “encanudados” (TOKARNIA et al., 1960), porém, Armién
et al. (2007, 2011) ndo observaram o desenvolvimento do “vicio” (dependéncia
neurofisioldgica) nos seus experimentos com |. carnea subsp fistulosa em caprinos e ovinos.
No entanto, estes autores interpretam o “vicio” como uma perda do instinto seletivo dos
animais clinicamente doentes, em que estes passam a ingerir a planta indiscriminadamente,
uma vez que as lesdes cerebrais séo severas.

Para mostrar sinais clinicos de intoxicacdo, 0s animais precisam ingerir as partes
aéreas de I. fistulosa, em grandes quantidades, durante semanas (TOKARNIA et al., 1960).
Ao examinar alguns casos naturais da intoxicagdo por I. carnea subsp fistulosa em caprinos,
foram verificados emaciacdo, depressdao, desequilibrio, hipermetria, dismetria, tremores de
intencdo, ataxia, paresia, racOes posturais anormais (postura de cavalete, opistotono com
hiperextensao dos membros anteriores) e reflexos anormais. O chamado “teste de se levantar”
(stand up test) consiste em manter os animais em decubito lateral forcado, durante dois
minutos, ap6s 0s quais sdo soltos; animais sadios voltam imediatamente a posicdo esterno-
abdominal e em seguida se levantam. Os animais intoxicados, com sérios problemas de
coordenacdo, ndo conseguem voltar a posicdo esterno-abdominal, nem se levantar, executam
violentos movimentos desordenados e de pedalagem (ARMIEN, 2000; ARMIEN et al.,
2007).

Em experimentos com caprinos, 0s sinais neurolégicos eram compativeis aos
observados na intoxicacdo natural. Todos 0s animais mostraram desordens no comportamento
e na consciéncia, como também anomalias de marcha. Alteracbes dos reflexos (hiperreflexia
ou hiporreflexia), estrabismo e nistagmo, também foram frequentes. Adicionalmente foram
observados aborto em diferentes periodos de gestacdo e degeneracdo testicular. Os primeiros
sinais clinicos eram observados, independentemente da quantidade de . carnea subsp
fistulosa ingerida, entre os dias 22 e 42 (ARMIEN, 2000; ARMIEN et al., 2007).

A necropsia de ruminantes natural ou experimental intoxicados, ndo havia
alteracOes significativas, além de emaciacdo e, por vezes, anemia (TOKARNIA et al., 1960;
ARMIEN, 2000; ARMIEN et al., 2007, 2011). Nos exames histopatoldgicos realizados em

ruminantes, verificou-se tumefagéo e vacuolizacdo de neurdnios em diversas areas do sistema
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nervoso central, sugestivas de doenca do armazenamento (TOKARNIA, 1993, dados nédo
publicados).

Em caprinos intoxicados de forma natural ou experimental, a alteracéo histoldgica
mais proeminente é a vacuolizacdo citoplasmatica em neurdnios do sistema nervoso central e
periféricos. Por ordem decrescente de intensidade, as lesGes predominam no cerebelo, cortex
cerebral, nucleos basais e tdlamo. A maioria dos neurdnios afetados evidencia abundante
citoplasma espumoso com numerosos microvacuolos. Cromatélise e necrose podem ser
observadas em celulas de Prukinje do verme cerebelar. Formacdo de esferoides axonais
acompanhada de astrogliose é mais proeminente no globus pallidus, substancia nigra, cortex e
nacleos cerebelares. A vacuolizagdo citoplasmatica também foi frequentemente verificada nas
células acinares do pancreas, células foliculares da tireoide e em hepatécitos (ARMIEN et al.,
2007, 2011).

A sintomatologia da intoxicacdo por I. carnea subsp fistulosa é muito tipica nos
caprinos. As alteracBes histologicas do sistema nervoso central sdo de grande valor para o
diagnostico da intoxicacao. O diagnostico diferencial deve ser feito com outras doencas do
armazenamento do sistema nervoso central e, em relacdo aos caprinos, com intoxicacao por
Ipomoea asarifolia, que também causa sintomatologia nervosa com ataxia, mas sem
alteragdes caracteristicas histoldgicas das doengas de armazenamento. Em caprinos o “teste de
se levantar” ¢ de valor na deteccdo de casos com sintomatologia inaparente ou mais leve
(ARMIEN, 2000).

Balogh et al. (1999) isolaram swainsonina, calisteginas B, e C; das folhas de I.
carnea. Essas substancias agem, respectivamente, como inibidores das manosidases e
glicosidases, de forma que determinam acumulo de oligossacarideos no citoplasma de
neurdnios e de células de diversos 6rgdos (MOLYNEUX et al., 1995). Em outras palavras,
trata-se de um principio ativo que impede a metabolizacdo de substratos que contém agucares.
Armién (2000) e Armién et al. (2007, 2011) confirmaram que I. carnea subsp fistulosa causa
doenca do armazenamento lisossomal, mais especificamente uma glicoproteinose
caracterizada pelo acumulo de polissacarideos hibridos e complexos, ricos em manose, e que
a substéncia swainsonina é a responsavel pela sindrome toxica.

N&o se conhece tratamento para casos de intoxicacdo por I. carnea subsp
fistulosa; os criadores abatem os animais afetados para aproveitamento da carne, antes que
emagrecam demais. A profilaxia consiste em evitar a ingestdo da planta pelos animais, o que
ndo é de facil execucdo nas regides onde ela existe em grande quantidade (SCHMIDT &
LINS, 1956).
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Ipomoea riedelli

Planta herbécea prostrada, da familia Convolvulaceae, tem o0 nome popular de
“anicdo”. Essa planta foi estudada e reconhecida como causa de mortes em caprinos no
municipio de Zabelé e municipios vizinhos, no estado da Paraiba. E encontrada na época de
chuva. A planta ocorre em regides do semiarido do Nordeste brasileiro, porém a importancia
da doenca e sua distribuicdo geogréafica nessas areas estdo por ser determinadas (BARBOSA
et al., 2006).

A intoxicacdo por 1. riedelli, sob condic¢des naturais, foi observada em caprinos,
espécie animal em que foi realizada a reproducdo experimental (BARBOSA et al., 2006,
2007). Os sinais clinicos observados em caprinos em uma série de intoxicagdo experimental
por |. riedelli dessecada foram depressdo, dificuldade para se levantar no “teste de se
levantar”, mais tarde tremores de inten¢ao, perda de equilibrio e queda para o lado ou para
tras, quando submetidos ao “teste de levantar a cabega” (head raising test) .

Apb6s mais alguns dias verificaram-se incoordenacdo, andar hipermétrico ou
lateral, permanéncia com os membros afastados para manter o equilibrio, paresia espastica,
nistagmo, inapeténcia e perda de peso. Nos caprinos que ingeriram a planta fresca, somente
foram observados depressdo, perda de peso e fraqueza. Caprinos que evidenciam sinais
clinicos por menos de 30 dias podem se recuperar. Os achados de necropsia foram negativos
(BARBOSA et al., 2006, 2007).

Ao exame hitopatoldgico verificou-se vacuolizacdo do pericario dos neurdnios em
todas as regides do sistema nervoso, que era mais proeminente nas células de Prukinje do
cerebelo e nos neurdnios dos ndcleos cerebelares. Esferoides axonais foram observados na
camada granular do cerebelo, na substancia branca e nos pedunculos e nucleos cerebelares.
Vacuolizacdo citoplasmatica foi observada também nas células acinares pancreéaticas, em
hepatdcitos, em células epiteliais do rim, células epiteliais foliculares da tireoide, células de
Kupffer e em macréfagos do tecido linfoide (BARBOSA et al., 2006).

O diagnostico diferencial deve se basear no quadro clinico, associado a evidéncia
de que os animais estdo ingerindo a planta em grande quantidade; o estudo histopatol6gico do
sistema nervoso central é importante para fechar o diagnostico. Por outro lado, deve ser
considerado que Ipomoea sericophylla causa uma doenca idéntica em caprinos na regido do
semidrido brasileiro. O diagnostico diferencial nem sempre € possivel com a inspe¢do da
pastagem devido a ocorréncia simultanea das suas plantas no mesmo local. Adicionalmente
deve ser considerado que a intoxicacdo por Ipomoea carnea subsp fistulosa produz quadro

clinico-patologico muito similar. As intoxicacdes por I. riedelli e por I. sericophylla sé
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ocorrem durante a época de chuva, enquanto que a intoxicacdo por I. carnea subsp fistulosa
pode ocorrer em qualquer época do ano. A Unica maneira de se fazer o diagnostico diferencial
entre essas espécies € pela presenca da planta. Ainda no semiarido brasileiro, Ipomoea
asarifolia € toxica para caprinos, ovinos e bovinos e causa quadro clinico semelhante, mas
somente é ingerida pelos animais em condi¢des de extrema fome e ndo induz as tipicas lesdes
de armazenamento de substancias nos neurénios (BARBOSA et al., 2006).

A analise quimica de 1. riedelli mostrou 0,14% de swainsonina e pequenas
quantidades de calisteginas B1, Boe C; (BARBOSA et al., 2006).

Se os animais s&o retirados da area invadida pela planta, ap6s os primeiros sinais
de intoxicacao, eles se recuperam. A causa da irreversibilidade dos sinais nervosos sé ocorre
apos algum tempo, € a perda de neurénios. Como a planta ocorre somente durante o periodo
chuvoso, é provavel que os sinais irreversiveis sejam causados também pela ingestdo da
planta mais do que um periodo chuvoso. Devido ao desenvolvimento potencial de
preferéncia/vicio em pastar I. riedelli, recomenda-se que, ap6s sua recuperacdo clinica, 0s

caprinos afetados ndo devam voltar as areas onde essa planta ocorre (BARBOSA et al., 2006).

Ipomoea sericophylla

Planta herbacea prostrada, da familia Convolvulaceae, tem os nomes populares
“salsa” e “jitirana”. Foi estudada e reconhecida como causa de mortandades em caprinos no
municipio de Sertania, em Pernambuco (COUCEIRO, 1974; COUCEIRO et al., 1974) e no
municipio de S&o Sebastido do Umbuzeiro, na Paraiba e possivelmente também nos
municipios vizinhos (BARBOSA et al., 2006). I. sericophylla somente ocorre na época de
chuva, quando cobre a vegetacdo herbacea e arbustiva. A planta é encontrada em outras
regides do semiarido Nordeste brasileiro, porém a importancia da doenca e sua distribuicdo
geogréfica ainda estdo por ser determinada (BARBOSA et al., 2006).

De acordo com Couceiro (1974) e Couceiro et al. (1974), em Sertania,
Pernambuco, os surtos ocorreram no inicio do periodo de seca, quando, em funcdo da
escassez de pastagem, 0s caprinos a ingerem em grande quantidade; mais tarde ndo mais
ocorrem casos de intoxicacdo, pois com o progredir da seca, a planta sofre um processo de
desfolhamento. Segundo Barbosa et al. (2006), na Paraiba, a intoxicacdo ocorre durante o
periodo de chuva, quando a planta cresce. Provavelmente, um fator importante na ocorréncia
da doenga é a possibilidade de os caprinos desenvolverem preferéncia ou uma aparente

dependéncia/vicio pela planta, como mencionado pelos criadores.
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Os primeiros sinais clinicos sdo depressao, as vezes pelos asperos e dificuldade
para se levantar apds o “teste de se levantar”. Mais tarde ha tremores de intengdo, os animais
balancam a cabeca em sentido lateral, alguns permanecem com a cabeca inclinada; quando
submetidos ao “teste de levantar a cabega”, ha perda de equilibrio e quedas em decubito
lateral ou dorsal. Ap6s mais alguns dias ha incoordenagdo, andar hipermétrico ou lateral,
permanéncia com os membros abertos para manter o equilibrio, paresia espastica, reacdes
posturais anormais, nistagmo, inapeténcia e perda de peso. Os achados de necropsia séo
negativos. Ao exame histopatoldgico foram observadas as mesmas lesdes descritas na
intoxicagdo por I. riedelli. A analise quimica da planta mostrou 0,11% de swainsonina. Em
relacdo ao tratamento e profilaxia é recomendado que seja feito o mesmo procedimento na
intoxicacdo por I. riedelli (BARBOSA et al., 2006, 2007).

Ipomoea verbascoidea

E uma planta arbustiva da familia Convolvulaceae, subereta ou trepadeira
arbustiva, medindo geralmente até 1,5 m de altura, podendo ocasionalmente alcancar um
tamanho maior em vegetacdo circundante. Suas folhas sdo oblongas a ovadas em grande
quantidade, medindo até 18,5 cm de comprimento, as vezes cordiforme na base, densamente
coberta de pelos lanosos abaixo, as vezes quase sem pelos acima. Suas flores podem se
apresentar de 1 a 3 (juntas), de coloracdo malva-rosa para roxo com um tom mais escuro na
garganta, as vezes branco (HYDE et al., 2012).

I. verbascoidea é uma planta toxica de interesse pecuario em pelo menos quatro
Municipios do Sertdo do Moxotd em Pernambuco. Crescimento intenso dessa planta é
observado no periodo chuvoso, cobrindo a vegetacdo herbacea e arbustiva ou crescendo em
lajedos, 0 que caracteriza essa intoxicacdo como sazonal. E descrita como causa de Doenca
de Dep6sito Lisossomal (DDL) que se caracteriza pelo acumulo de substratos néo
metabolizados nos lisossomos decorrente da atividade deficiente das hidrolases acidas
(MENDONCA et al., 2012).

O principio ativo mais importante é um alcaldide indolizidinico 1,2,8-triol (PEDRO et
al., 2010), a swainsonina (MENDONCA et al., 2012) que ja foi descrita como a responsavel
por doenga de armazenamento de glicoproteinas em caprinos (BARBOSA et al., 2007). Trata-
se de um alcaloide poli-hidroxilado e solivel em agua. Foi isolado pela primeira vez da planta
Swainsona canescens (COLEGATE et al., 1979).
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Mendonca et al. (2012) realizaram, por intermédio de espectrometria de massa de
cromatografia em fase liquida (LCMS), analise quimica de folhas secas I. verbascoidea,
demonstrando uma concentracdo de 0,017% de swainsonina nessa planta.

Essa toxina foi isolada de outras plantas do género Ipomoea no Estado de S&o Paulo
(HARAGUSHI et al., 2003), Paraiba (BARBOSA et al., 2006) e Pernambuco (DANTAS et
al., 2007).

Na intoxicacdo por plantas que contem swainsonina, essa toxina induz a DDL a partir
da inibi¢do das enzimas o-manosidase presente nos lisossomos, afetando os neurbnios
(PEDRO et al.,, 2010). A diminuicdo da atividade da o-manosidase interfere com o
catabolismo de residuos a-manosil que se acumulam nos lisossomas das células,
especialmente as do Sistema Nervoso (JONES et al., 2000). A lesdo das células nervosas
desencadeia os sinais clinicos, como os encontrados por Oliveira et al. (2009), caracterizados
por aumento da base de sustentacdo quando do animal em estacdo, hipermetria, queda ao
serem movimentados, dificuldade de se levantar, opistdtono, espasticidade dos membros e
leve a moderado tremores de cabeca. Pedro et al. (2010) relataram como principais sinais
clinicos da intoxicacdo provocadas por essa toxina, incoordenacdo, ataxia com dismetria,
tremores de cabeca e pescoco e quedas frequentes.

Essas alteracBes sdo caracteristicas dos sinais clinicos de disfuncdo cerebelar, tais
como, marcha hipermétrica (amplitude excessiva de movimento) de base ampla com ataxia
truncal (desvio do corpo) e um tremor intencional (tremor associado a movimento voluntario)
mais pronunciado na cabeca, e desequilibrio (REESE, 2006).

Em estudos sobre a doenca causada pela intoxicacdo natural e experimental por I.
verbascoidea em caprinos, Mendonca et al. (2012) relataram os sinais clinicos apresentados
pelos animais intoxicados que consistiam de tremores de cabeca, incoordenacdo motora com
ataxia e dismetria principalmente dos membros posteriores, andar lateralizado, posturas
anormais e desequilibrio seguido de quedas. Esses sinais eram mais evidentes quando 0s
animais eram movimentados, ou em condicGes estressantes. Outras alteracdes, como a perda
progressiva de peso, pelo aspero, decubito prolongado e morte também foram observadas nos
animais afetados com a doenca. Na necropsia, ndo foram observadas alteragfes significativas
nem nos animais experimentais, nem naqueles intoxicados naturalmente. No exame
histopatolégico, foram observadas lesbes em varias regides do sistema nervoso, caracterizadas
por vacuolizacdo de neurénios, principalmente os de Purkinje, mas também ocorreram nos
nucleos cerebelares, ponte, bulbo cortex cerebral, ganglio trigeminal e medula espinhal. Na

camada granular do cerebelo, pedunculos cerebelares, e ndcleos cerebelares foram
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encontrados esferoides axonais. Vacuolizagbes também foram observadas em células de
outros tecidos, como nas células acinares do pancreas, células foliculares da tireoide, no

epitelio dos tubulos renais e nos hepatocitos.

Turbina cordata

E um cip6 da familia Convolvulaceae, tem os nomes populares de “capoteira” ou
“bata-de-peba” e ¢é responsavel por numerosas mortes de caprinos no Nordeste brasileiro. A
intoxicacdo ocorre nas regides dos municipios de Juazeiro e Casa Nova, na Bahia, Petrolina,
em Pernambuco e S&o Raimundo Nonato, no Piaui. E planta da caatinga do semiarido
nordestino. A planta afeta sobretudo caprinos jovens (RIET-CORREA, 2007).

A enfermidade ocorre de setembro até abril, mas a maioria dos casos é observada
entre setembro e dezembro, quando a planta brota e a maior parte da vegetacdo ainda esta
seca. Muitos criadores informaram que os caprinos desenvolveram o hébito de consumir a
planta preferencialmente a outras forrageiras, o que eles definem como “vicio”; a doenca teria
aparecido ap6s um longo periodo de seca em 1997, aparentemente por duas razdes: mudanca
da vegetacdo com a invasdo das pastagens por T. cordata, e acentuada deficiéncia de
forragem, que pode ter induzido alguns caprinos a iniciarem a ingestdo da planta. Esses
caprinos provavelmente tenham induzidos outros caprinos a ingerir a planta através da
facilitacdo social (DANTAS et al., 2007).

Trata-se de doenca de evolucdo crénica. Os principais sinais clinicos observados,
tanto na intoxicacdo natural, quanto na experimental, foram depressdo, perda de peso,
dificuldade em se levantar, ataxia, hipermetria, posicdo de cavalete, andar lateral, tremores de
intencdo, paresia espastica, principalmente dos membros poteriores; em casos de intoxicacdo
natural ainda foram observados nistagmo, manutencdo da cabeca inclinada, lingua e labios
com toénus diminuido. Os sinais tornaram-se mais acentuados quando 0s caprinos eram
perturbados ou assustados; nesse caso, também ocorreu perda de equilibrio e quedas para o
lado ou para trds. Em alguns caprinos, acentuados tremores de intencdo ou quedas podem ser
induzidos pelo “teste de levantar a cabeca” (DANTAS et al., 2007).

A necropsia ndo foram encontradas lesbes significativas. Ao exame histologico
foi observada fina vacuolizacdo no pericario de células de Purkinje, de neur6nios de ndcleos
cerebelares e de alguns neur6nios do tranco encefélico. Havia raros esferoides axonais na
camada granular do cerebelo. Vacuolizacao citoplasmatica foi observada também em células
acinares pancreéaticas, em células epiteliais do rim e em células epiteliais foliculares da
tireoide (DANTAS et al., 2007).
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Os dados mais importantes para o diagnéstico da intoxicacdo por T. cordata séo a
sintomatologia de doenga nervosa cronica em caprinos, sobretudo jovens, e as lesbes
histologicas. O principal diagnéstico diferencial € com outras doencas do armazenamento
com sintomatologia semelhante, sobretudo com a intoxicagdo por I. carnea subsp fistulosa,
que ocorre na mesma regido. Esta Gltima afeta também bovinos e ovinos, e seu habitat é
diferente. Enquanto T. coradata ocorre na caatinga, I. carnea subsp fistulosa ocorre em locais
periodicamente inundados nas margens de rios e lagoas (DANTAS et al., 2007).

Foi verificada a presenca de swainsonina, que variou de 0,001 a 0,14 ppm na
planta dessecada. H& que se determinar se essa grande varia¢do deve-se ao tipo de solo ou ao
estagio de crescimento da planta (DANTAS et al., 2007).

Uma medida de controle é eliminar os caprinos afetados e o0s caprinos que
aprenderam a ingerir T. cordata, de forma a evitar o desenvolvimento de preferéncia
alimentar em outros animais. Muitos criadores substituiram os caprinos por ovinos, uma
espécie que aparentemente ndo come a planta (DANTAS et al., 2007).

Verificou-se que caprinos tratados com cloreto de litio desenvolveram aversédo a
T. cordata por até seis meses. Nos teste realizados, ap6s esse periodo, 0s caprinos voltaram a
ingerir a planta, pois foram colocados junto com outros animais ndo tratados que ingeriam a
planta espontaneamente; estes ensinaram os animais tratados a ingeri-la novamente através da
facilitacdo social. Sugere-se que esse método possa ser utilizado na regido como medida de
controle e profilaxia da intoxicacdo por T. cordata, a fim de diminuir as perdas econémicas

ocasionadas pela intoxicacdo (DANTAS et al., 2008).

Sida carpinifolia

E uma planta subarbustiva perene da familia Malvaceae, popularmente conhecida
como “guanxuma’”, “mata-pasto”, “vassourinha”, “relogio”, “vassoura-reldgio”, “guaxima”,
“malva”, “vassourinha-do-campo”, “malva-preta” e “tupitixa” (LORENZI, 2000), foi pela
primeira vez associada a intoxicacao de animais no Rio Grande do Sul (DRIEMEIER et al.,
2000). A pesar de ocorrer em praticamente todo pais, e ser considerada uma importante erva
daninha na agricultura, aparentemente na é planta toxica de importancia, pois raramente €
consumida pelos animais ao ponto de causar intoxicacao.

De acordo com Lorenzi (2000), S. carpinifolia é uma planta daninha frequente em
locais Umidos e sombreados das regiGes Sul, Sudeste e Centro-Oeste, onde invade

principalmente areas proximas de currais e estdbulos, bem como pastagens, beira de
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caminhos, estradas e terrenos baldios. Vimos a planta em grande quantidade também na
regido Norte.

A intoxicacdo natural foi descrita em caprinos (DRIEMEIER et al., 2000;
COLODEL et al.,, 2002a, GODOY et al., 2005). A intoxicacdo experimental também foi
realizada em caprinos (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al., 2002a, 2005).

Driemeier et al. (2000) verificaram a ocorréncia da doenca em um rebanho com
28 caprinos numa pastagem de cinco hectares, em que a planta predominante era S.
carpinifolia. No caso dos trés surtos descritos por Colodel et al. (2002a) em caprinos, S.
carpinifolia invadia grandes vegetacOes predominante nos piquetes onde 0s animais eram
mantidos. Observou-se que os animais que desenvolveram sinais clinicos espontaneos
adquiriram avidez para pastar S. carpinifolia, mesmo tendo outros alimentos a disposicao.

No caso de caprinos natural ou experimentalmente intoxicados, foram observados
letargia, incoordenagdo motora, ataxia, dismetria, hipermetria, tremores musculares, balanco
da cabeca, instabilidade e queda apds o “teste de levantar a cabeca”, dectbito em posigdes
atipicas e dificuldade para voltar a estacdo (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al.,
2002a, 2005). A necropsia ndo sdo encontradas alteracdes significativas nos caprinos
intoxicados por S. carpinifolia (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al., 2002a).

Microscopicamente ha distensdo e vacuolizacdo citoplasmaticas, em especial das
células de Purkinje e de neurbnios do talamo, mesencéfalo e medula espinhal; ha esferoides
axonais na camada granular do cerebelo. Tumefacdo e vacuolizacdo citoplasmatica também
estavam presentes no epitélio dos &cinos pancreéaticos e dos tGbulos renais, nas células
foliculares da tireoide, nos hepatécitos e nos macrofagos de érgdos linfoides (DRIEMEIER et
al., 2000; COLODEL et al., 2002a, 2005; LORETTI et al., 2003; SEITZ et al., 20053;
FURLAN et al., 2005, 2008, 2009; PEDROSO et al., 2010).

O mais importante no diagnostico sdo as alteracdes histoldgicas, sobretudo do
sistema nervoso central. O diagnéstico diferencial deve ser feito, sobretudo com a intoxicacao
por |. carnea subsp fistulosa e outras intoxicacdes que induzem doencgas do armazenamento
lisossomal. O exame da pastagem permite o diagndstico diferencial. O principio tdxico de S.
carpinifolia é o alcaloide indolizidinico 1,2,8-triol, denominado swainsonina. Esse alcaloide
induz a doenga de armazenamento lisossomal, pois inibe as enzimas alfa-manosidase
lisossomal e alfa-manosidase Il do complexo de Golgi, com cosequente acumulo de
oligossacarideos no interior da célula (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al., 2002b).

Colodel et al. (2002a) observaram que em alguns animais as alteragdes

neuroldgicas persistiram durante 24 meses apos a retirada dos piquetes invadidos por S.



31

carpinifolia; constataram nesses animais desaparecimento neuronal, principalmente das

celulas de Purkinje, lesdes similares as associadas ao consumo de I. carnea subsp fistulosa.

3.4. Alterac6es ocasionadas pela swainsonina

Caprinos intoxicados podem apresentar sonoléncia, depressdo, reducdo do
consumo de alimento, emagrecimento progressivo, pelos arrepiados e sinais nervosos
caracterizados por ataxia, hipermetria, marcha lateral, paresia espastica, tremores de intencéo,
posicdo com base ampla e dificuldade de manter estacdo apos a realizacdo do head raising
test, que consiste em levantar a cabeca do animal, segurd-la por um minuto e solté-la.
Nistagmo, inclinacdo da cabeca, diminui¢do do tonus dos labios e lingua e, ocasionalmente,
outros sinais de alteracGes de nervos cranianos sdo observados. Quando movimentados ou
agitados, os sinais sdo exacerbados, podendo observar-se marcada incoordenacdo dos

membros posteriores, geralmente com flexdo destes, ou quedas (DRIEMEIER et al., 2000;

COLODEL et al., 2002a; BARBOSA et al., 2006; ARMIEM et al., 2007; BARBOSA et al., 2007; DANTAS et
al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009a; PEDROSO et al., 2009; RIET-CORREA et al., 2009; ASSIS et al., 2010;
MENDONCA et al., 2011).

Alteragdes reprodutivas caracterizadas por infertilidade, abortos e nascimento de
animais fracos podem ocorrer durante o consumo de S. carpinifolia (DRIEMEIER et al.,
2000; COLODEL et al., 2002a; SEITZ et al., 2005b), 1. carnea subsp. fistulosa (SCHWARZ
et al., 2003; HUEZA et al., 2007) e, possivelmente, 1. riedelii, I. sericophylla e T. cordata
(RIET-CORREA et al., 2009). Cabras cronicamente intoxicadas por I. carnea subsp. fistulosa
que deixaram de ingerir a planta apresentam infertilidade e nascimento de cabritos fracos que
morrem logo ap6s o nascimento (OLIVEIRA et al., 2011). Gotardo et al. (2011) relatam
alteracdes comportamentais observadas em filhotes de cabras provenientes de maes tratadas
com I. carnea subsp. fistulosa, comprometendo significativamente a ingestdo de colostro.

Caprinos cronicamente intoxicados por I. carnea subsp. fistulosa que deixaram de
ingerir a planta apresentam fraco desempenho produtivo e reprodutivo, como perda de peso e
do ganho de peso total, nascimento de cabritos fracos que morreram imediatamente ap6s o
parto e, ainda, alta susceptibilidade aos parasitas gastrintestinais (OLIVEIRA et al., 2011).

A Unica alteragdo macroscopica do sistema nervoso descrita na intoxicagéo por |I.
carnea subsp. fistulosa é a atrofia cerebelar observada em alguns casos crénicos (OLIVEIRA
et al., 2011). Em caprinos e ovinos que consomem S. carpinifolia, descreve-se aumento de

volume de linfonodos, principalmente mesentéricos (COLODEL et al., 2002a; SEITZ et al.,
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2005a,b; PEDROSO et al., 2012) e escaras de decubito (SEITZ et al., 2005b) e, em pbneis, foi
observada distensdo moderada do ceco e do cdlon maior (LORETTI et al., 2003). Nas
intoxicacOes pelas outras espécies de Ipomoea e por T. cordata, ndo tém sido descritas lesdes
macroscopicas.

As principais alteracGes histologicas nos animais intoxicados por plantas que
contém swainsonina sdo encontradas no SNC e caracterizam-se por distensdo e vacuolizagédo
no pericario de neurénios, principalmente das células de Purkinje do cerebelo, mas também
sdo afetados neurdnios de outras regides, incluindo cortex cerebral, talamo, mesencéfalo e
medula espinhal. Alguns neurdnios do cerebelo e dos nucleos cerebelares apresentam ndcleos
picnoticos e marginalizados e citoplasma espumoso e palido, sem bordas definidas (Gostcells
= células fantasmas). Degeneracdo Walleriana, caracterizada pela presenca de numerosos
esferoides axonais, observa-se principalmente na camada granular e substancia branca
cerebelar. Nos casos cronicos, had desaparecimento de neurdnios, melhor evidenciado no
cerebelo em que desaparecem o0s neurdnios de Purkinje, que séo substituidos por proliferacdo
da glia de Bergmann (BARBOSA et al.,2006; OLIVEIRA et al., 2009a; MENDONCA et al.,
2011). Vacuolizacdo citoplasmatica pode ser encontrada em células epiteliais do pancreas e
dos tubulos renais, em células foliculares na tireoide, em hepatécitos e em macréfagos de
orgdos linfoides (DRIEMEIER et al., 2000; BARBOSA et al., 2007; DANTAS et al., 2007,
OLIVEIRA et al., 2009a; MENDONCA et al., 2011). Foram observadas em fetos de cabras
experimentalmente intoxicadas por S. carpinifolia e em feto bovino de mée naturalmente
intoxicada por S. carpinifolia, vacuolizagdo no epitélio dos tGbulos renais, nas celulas
foliculares da tireoide e nos neurdnios de Purkinje do cerebelo (PEDROSO et al., 2012). Ha&
casos em que o animal apresenta vacuolizacdo moderada das células da glia no nervo Optico e
de células ganglionares da retina. Também ocorre vacuolizacdo das células ganglionares da
retina nos casos de glicogenose tipo Il (ZLOTOWSKI, 2005).

Para o controle da intoxicagdo, os animais devem ser retirados imediatamente do
local onde ocorre a planta. A Unica medida profilatica consiste em evitar a ingestdo da planta,
eliminando a mesma das &reas infectadas ou mediante aversdo alimentar condicionada
(BARBOSA et al., 2006).
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3.5. Descricdo anatdmica e fisioldgica do sistema reprodutor dos caprinos

3.5.1. Anatomia do sistema reprodutor masculino

As gbnadas masculinas (testiculos) situam-se fora do abdome, no escroto, uma
estrutura semelhante a uma bolsa, derivada da pele e da fascia da parede abdominal. O
testiculo localiza-se dentro do processo vaginal, uma extensdo separada do peritdneo, o qual
atravessa a parede abdominal pelo canal inguinal. Os vasos e 0s nervos alcangam os testiculos
no funiculo espermaético, posiciona dentro do processo vaginal; o ducto deferente acompanha
0s vasos, mas se separa deles no orificio do processo vaginal para se unir a uretra. Além de
permitir a passagem do processo vaginal e de seu conteudo, o canal inguinal também da
passagem a vasos € nervos para o suprimento da genitalia externa (HAFEZ & HAFEZ, 2004).

Os espermatozoides deixam os testiculos pelos dlctulos eferentes e vdo em
direcdo ao ducto espiralado do epididimo, que continua como ducto deferente. As glandulas
acessorias eliminam seus conteudos no ducto deferente ou na porcdo pélvica da uretra
(HAFEZ & HAFEZ, 2004).

A uretra se origina no colo da bexiga. Em toda sua extenséo, ela é rodeada pelo
tecido vascular cavernoso. Sua por¢do pélvica, que é envolvida pelo musculo estriado uretral
e recebe secrecOes de varias glandulas, leva a porcdo secundaria do pénis na saida pélvica.
Nesse local unem-se mais dois corpos cavernosos para formar o corpo do pénis. O apice ou
parte livre do pénis é coberto por pele modificada — o tegumento peniano -, o restante esta
incluso no prepucio. O testiculo e o epididimo sdo supridos pela artéria testicular. A linfa do
testiculo e do epididimo é drenada para os linfonodos adrtico lombares. Nervos aferentes e
eferentes (simpéticos) acompanham a artéria testicular para os testiculos (HAFEZ & HAFEZ,
2004).

Os testiculos estdo protegidos na parede do processo vaginal ao longo da linha de
fixacdo epididimal, composto pela tunica albuginea e pelos tubulos seminiferos. O tamanho
testicular varia ao longo do ano em animais de estacdo reprodutiva sazonal (HAFEZ &
HAFEZ, 2004).

As ceélulas intersticiais (Leydig), que se situam entre os tubulos seminiferos,
secretam hormonios masculinos nas veias testiculares e nos vasos linfaticos. As células
espermatogénicas do tubulo dividem-se e diferenciam-se para formar espermatozoides. Pouco
antes da puberdade, as células de sustentacdo (Sertoli) do tdbulo formam uma barreira
(VAZAMA et al., 1988) que isola as células germinativas em diferenciagdo da circulagéo
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geral. Essas células de sustentacdo contribuem para a producdo do fluido tubular e podem
produzir o fator Milleriano encontrado no fluido da rede em machos adultos (VIGIER et al.,
1983). As células de sustentacdo ndo aumentam em numero apos a chegada da puberdade.
Este pode ser o limite da espermiogénese. A producdo de esperma aumenta com a idade no
periodo pés-puberdade e esta sujeita as mudancgas sazonais em varias espécies (HAFEZ &
HAFEZ, 2004).

O Epididimo e ductos deferentes possuem trés componentes anatdmicos, a cabeca
do epididimo, na qual ha um namero variavel de ductulos eferentes (13 a 20) (HEMEIDA et
al., 1978), une-se ao ducto do epididimo. Isso forma uma estrutura achatada aplicada a um dos
polos dos testiculos. O estreito corpo do epididimo termina no polo oposto a cauda expandida
do epididimo. A regido central de cada ducto eferente mostra grande atividade secretoria
(GOYAL et al., 1988). O enovelado ducto do epididimo é muito longo. A parede do ducto do
epididimo possui uma proeminente camada de fibras musculares circulares e um epitélio
pseudoestratificado de células colunares. Grandes volumes de fluido partem dos testiculos
diariamente, e a maior parte € absorvida na cabeca do epididimo pelo segmento inicial do
ducto do epididimo. O transporte de espermatozoides ao longo do epididimo ocorre por volta
de 9 a 13 dias. A maturacdo dos espermatozoides ocorre durante a passagem pelo epididimo e
a sua motilidade aumenta quando eles entram no corpo do epididimo. O meio ambiente da
cauda do epididimo fornece aos espermatozoides fatores que acentuam a habilidade da
fertilizacdo. Os espermatozoides dessa regido possuem maior fertilidade que os encontrados
no corpo do epididimo (AMANN, 1987). O armazenamento de espermatozoides no epididimo
conserva a capacidade de fertilizacdo durante vérias semanas; a cauda do epididimo é o
principal 6rgdo de armazenamento e contém cerca de 75% do total dos espermatozoides
epididimarios. O deposito de espermatozoides na ampola constitui somente uma pequena
parte da reserva de espermatozoides extragonadais (FOLDESEY & BEDFORD, 1982).

A prostata e as glandulas bulbouretrais eliminam suas secre¢des na uretra, onde,
por ocasido da ejaculacdo, essas secrecdes sdo misturadas com a suspensdo fluida dos
espermatozoides e com secre¢des ampulares do ducto deferente. No pénis dos mamiferos, trés
corpos cavernosos sao agregados ao redor da uretra peniana. O corpo esponjoso do pénis —
que envolve a uretra — é amplo. Esse bulbo é recoberto por musculos bulboesponjoso estriado.
Uma cobertura espessa (tlnica albuginea) inclui os corpos cavernosos (HAFEZ & HAFEZ,
2004).
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3.5.2. Fisiologia do sistema reprodutor

A puberdade pode ser descrita como 0 momento em que o macho atinge a
capacidade de fertilizar uma fémea (DARAMOLA et al., 2007). Hafez (2000) a descreve
como 0 momento em que 0 macho é capaz de liberar gametas e de manifestar a sequéncia
completa relacionada ao comportamento sexual. O momento de ocorréncia da puberdade em
caprinos machos é variavel e ocorre geralmente, entre 4 a 6 meses de idade, quando estes
estdo com 40 a 60% do peso adulto. Essa idade é influenciada por diversos fatores externos
como fotoperiodo, raca, estado nutricional e fatores sociais (HAFEZ, 2000). Desde a fase pré-
natal, o caprino apresenta em seus testiculos receptores gonadotréficos. Apds o nascimento, 0
LH (horménio luteinizante) que é secretado pela adenohipdfise de forma pulsatil, tem uma
elevacdo em sua concentracdo plasmatica e esses niveis se mantém elevados até préximo a
puberdade, enquanto que o FSH (hormdnio foliculo estimulante) age sensibilizando os
receptores a acdo do LH (VALENTIM et al., 1994) e estimulando as células de Sertoli a
produzirem uma proteina ligadora de andrégeno ABP (proteina fixadora de andrégeno). Essa
proteina favorece a manutencdo de alta concentracdo de andrdgenos dentro do tdbulo
seminifero (ELOY; SANTA ROSA, 1998).

As gonadotrofinas (LH e FSH) controlam a proliferacdo e a diferenciacdo das
células de Sertoli e de Leidyg, desde a fase pos-natal, de modo que os esteroides e fatores de
crescimento secretados por estas células tenham acdo direta ou indireta sobre o
desenvolvimento das células germinativas (AGUIAR et al., 2006). Provavelmente, apds o
inicio da puberdade, os animais tenham a sua espermatogénese acelerada como resultado de
aumento da concentracdo de FSH que atua diretamente nas células de Sertoli nos tabulos
seminiferos. Como a maior parte do testiculo é formada por tdbulos seminiferos, o maior
desenvolvimento testicular reflete maior atividade espermatogénica (ALVES et al., 2006).

Embora ja se encontrem espermatozoides vivos nos tubulos seminiferos e no
epididimo no periodo puberal, geralmente, os caprinos nessa fase de desenvolvimento
apresentam baixa capacidade de fertilizacdo, a qual tende a ser mais elevada, na medida em
que a maturidade sexual ¢é alcancada (GAUTHIER et al., 2001).

A testosterona que é produzida pelas células testiculares de Leidyg tem a sua
concentracdo plasmatica gradualmente elevada em consequéncia da estimulacdo gonadal e
diferenciacdo dessas células, promovida pelo aumento das descargas pulsateis de LH
(PORTO et al.,, 2009). Com a proximidade da puberdade, a concentracdo periférica de

testosterona esté elevada, bem como a sua concentracéo nos liquidos que envolvem os tabulos
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seminiferos (MOURA et al., 2002). A concentracdo dentro dos testiculos é 100 a 300 vezes
maior que no plasma, sendo que essas altas concentracdes sdo necessarias para ocorréncia de
espermatogénese de maneira adequada (ELOY, 1998). A testosterona € necessaria para a
manutencdo da capacidade de servigo e das caracteristicas sexuais secundarias (CHACUR et
al., 2007). No animal adulto, a liberagcdo de LH comumente é seguida por uma elevacdo da
concentracdo periférica de testosterona. Essa elevada concentracgéo periférica de testosterona
regula, provavelmente através de opioides enddgenos, a atividade do hipotdlamo e hipdfise
anterior, modulando a secre¢do das gonadotrofinas e da propria testosterona (AMANN,
1983).

A maturidade sexual é definida como a idade em que o animal atinge todo o seu
potencial reprodutivo (RIBEIRO et al., 2007). O desenvolvimento testicular se deve,
principalmente, a acdo das gonadotrofinas e esteroides gonadais, que proximo a maturidade
sexual, estdo em concentragdes periféricas e testiculares elevadas, precedendo uma
diminuicdo desses niveis, apds essa fase do desenvolvimento sexual (VALENTIM et al.,
1994). Na maturidade sexual, a reducdo da concentracdo de LH e de testosterona é
desencadeada pela propria concentracdo elevada deste esteroide, que, por efeito de
retroalimentacdo em nivel de hipotalamo, reduzem a secrecdo de GnRH (horménio liberador
de gonadotrofinas) pela hipéfise e esta redugdo, consequentemente, causa menor estimulo as
células de Leidyg, resultando em menor producéo de testosterona (AHMAD et al., 1996).

Quando o animal atinge a maturidade sexual, é observado um ponto de inflexdo
na curva de crescimento testicular (BERGMANN, 1998). O crescimento testicular é
dependente do didmetro e do nimero de tabulos seminiferos, portanto, 0 aumento do didmetro
dos tabulos seminiferos é responsavel pelo aumento expressivo do volume testicular na fase
peripuberal, a partir da qual o crescimento é continuado até os 12 meses de idade, contudo,
em um ritmo mais lento (NISHIMURA et al., 2000). Paralelamente ao desenvolvimento
testicular, observa-se que os parametros seminais evoluem, a partir do inicio da puberdade, de
valores qualiquantitativos muito baixos até valores compativeis a um reprodutor considerado
sexualmente maturo (SOUZA et al., 2000).
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3.6. Descricéo anatomica e funcional do bulbo ocular

O sistema visual € composto de varias estruturas que se iniciam pelo 6rgao de
recepcdo da luz, o olho, e de transducédo a sinais neurais, a retina, e suas vias periféricas de
transmissao (nervos Opticos, quiasma, tratos Opticos, corpos geniculados laterais e radiacGes
Opticas) até o local de recepgdo e decodificagdo desses sinais, e transformados em percepgéo
visual, no cortex occipital. Existem ainda outros segmentos como cortices parietais e
temporais, que se atribui a interacdo dessa percepcdo com outras informacoes, resultando na
compreensdo daquilo que se vé. O olho como estrutura, é todo voltado a alimentar a retina,
principalmente pela coroide; sustentacdo e forma, promovidos pela esclera e vitreo; e ajudar
seu desempenho, como o sistema optico (BICAS, 1997).

A parede do bulbo ocular é constituida de trés tinicas, que sdo a tunica externa do
bulbo (esclera e cornea), a tinica média do bulbo (Gvea: coroide, corpo ciliar e iris) e a tunica
interna do bulbo (retina com disco do nervo Optico e nervo éptico). O interior do globo ocular
é preenchido pelo liquido das camaras (cAmaras anterior e posterior), lente com o ligamento
zonular e o corpo vitreo, que ocupa grande parte do espaco interno do olho (WALD et al.,
1998).

A cornea cobre, aproximadamente, um quinto da superficie do globo ocular,
formando a porcdo anterior transparente da tunica externa. A transi¢cdo corneo-escleral, o
limbo, apresenta-se pigmentada possuindo um delicado sulco, o sulco escleral. Da face
externa em direcdo a face interna, a cornea € constituida por camada epitelial, membrana
basal, estroma, membrana de Descemet e endotélio. No limbo, encontram-se varios vasos, que
correspondem a ramificacfes de artérias e veias conjuntivais e ciliares, o plexo marginal. A
cornea propriamente dita € avascular, encontrando-se nela apenas fibras nervosas ndo
mielinizadas (WALD et al., 1998).

A esclera é uma estrutura opaca e corresponde a aproximadamente quatro quintos
do globo ocular, é perfurada pelo nervo Optico na regido da lamina cribosa e, lateralmente, por
aberturas para vasos e nervos. Em contraste com o tecido episcleral, a esclera é avascular e,
basicamente, formada por tecido conjuntivo denso constituido de colageno e eslastina, que
esta inserido numa matriz de mucopolissacarideos (WALD et al., 1998).

O trato uveal é formado pela iris com ligamento pectineo e angulo iridocorneano,
corpo ciliar e coroide com regido tapetal. E o tecido mais vascularizado do organismo. Além
disso, no trato uveal, encontram-se nervos, tecido conjuntivo de sustentacdo e um numero

variado de melandcitos, porém, ndo ha vasos linfaticos (WALD et al., 1998).
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A iris esta localizada cranialmente & lente, separando, portanto, a camara anterior
da cdmara posterior. A porcao pupilar esta situada na porcéo anterior da superficie da lente, a
base a iris funde-se a porcdo cranial externa do corpo ciliar. O corpo ciliar, que em corte
meridional apresenta formato semelhante a um retangulo, estende-se da base da iris até a ora
serrata _ local em que se funde a coroide. O corpo ciliar € composto, cranialmente, pela pars
plicata formada pelos processos ciliares e, caudalmente, pela pars plana (WALD et al.,
1998).

A coroide se estende da ora serrata até o nervo optico, e a sua fixacdo na esclera é
realizada por meio de canaliculos. Ela é formada basicamente por uma rede de vasos
sanguineos, que nutre tanto as camadas externas da retina como a porcao anterior do olho. Na
metade anterior do fundo do olho, encontra-se o tapetum lucidum, regido tapetal. As camadas
do tapetum estdo inseridas entre a lamina corioapilar e a lamina vascular da coroide (WALD
etal., 1998).

O tecido retiniano, originado a partir da vesicula dptica primaria, é constituido
pelo epitélio pigmentado da retina e pela complexa retina neurossensorial, que envolve trés
neurdnios. A delicada e transparente retina neurossensorial € um prolongamento do SNC e
esta fixada em apenas dois pontos: na porcéo posterior ao disco dptico e na por¢do anterior a
ora serrata, onde termina. Entre estes dois pontos, ela é mantida na posi¢do apenas pelo corpo
vitreo. A papila dptica pode ser reconhecida oftalmoscopicamente como um disco claro, de
contornos bem definidos e cuja coloracdo pode ser branca, vermelho-péalida ou cinza-violeta.
O nervo dptico é constituido por um grupo de fibras nervosas, de forma tubular, com algumas
artérias, que conduz as imagens captadas pela retina, para o cortex cerebral. Seu ponto de
ligacdo com a retina é o ponto cego do olho (WALD et al., 1998).

O corpo vitreo preenche o espaco encontrado no interior do globo ocular apés a
lente. Ele é concavo na sua porgdo anterior, 0 que corresponde a por¢do posterior da lente que
é convexa. A porcdo posterior do corpo vitreo € esferoide e, na sua superficie externa,
inserem-se 0s processos do corpo ciliar. O corpo vitreo esta fixado ao disco Optico, a por¢do
periférica da retina e ao corpo ciliar. A por¢do periférica posterior da lente mantém contato
com 0 corpo vitreo através do ligamento hialoideo da cépsula. Atravessando o corpo vitreo
sagitalmente, encontra-se um canal, o canal de Cloquet, que contem resquicios do corpo
vitreo primério e é formado pela condensagdo entre o corpo vitreo primério e secundario
(WALD et al., 1998).

O corpo vitreo é avascular e constituido de substancia extracelular geleiforme

transparente, que contém 99% de agua, o humor vitreo. Sua base estrutural é formada por um
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arranjo tridimensional de fibras colagenas, preenchido por moléculas proteoglicanas, que
agem como uma barreira. No corpo vitreo, encontram-se células fagocitarias locais, que, por
exemplo, podem estar envolvidas na formacdo das membranas pré-retinianas nos casos de
endoftalmite (WALD et al., 1998).

A lente esté situada no espaco compreendido entre a face posterior da iris e 0
corpo ciliar. Ela é fixada pela zonula, que esté inserida entre a pars plicata, por¢do pregueada,
do corpo ciliar e equador da lente. A lente € um corpo transparente, de consisténcia variavel,
elastico e biconvexo e que apresenta alto indice de refracdo. As estruturas que compdem a
lente sdo: a capsula da lente, o epitélio da lente e as células da lente. As fibras da lente unem-
se no centro da mesma formando uma sutura que ndo ¢é visivel oftalmicamente (WALD et al.,
1998).

O bulbo e seus anexos sdo inervados por varios ramos dos nervos cranianos Il a
VII, que tem diferentes funcdes. Além desses, por¢des do sistema nervoso simpatico também
participam da inervacdo destas estruturas. Os nervos cranianos penetram na Orbita, passando
através do forame o6ptico (Il nervo craniano) e da fissura orbitaria (I, 1V, V, VI nervos
cranianos). O nervo éptico (Il nervo parde craniano) € um nervo sensorial, que contem 0s
axonios das células ganglionares da retina, e fibras vegetativas, formando uma parte do trajeto
visual. A inervacdo sensitiva do olho e das palpebras é realizada pelo nervo oftdlmico, o ramo
do nervo trigémeo (WALD et al., 1998).

3.6.1. Estrutura da Retina

Os receptores visuais, assim como os neurénios 1, 11 e 111 da via Optica, localizam-
se na retina, neuroepitélio que reveste internamente a cavidade do bulbo ocular,
posteriormente a iris. Embriologicamente, a retina forma-se a partir de uma evaginacdo do
diencéfalo primitivo, a vesicula dptica, que, logo por um processo de introflexdo, transforma-
se no célice dptico, com parede dupla. A parede ou camada externa do célice dptico origina a
camada pigmentar da retina. A parede ou camada interna do calice optico origina a camada
nervosa da retina, onde se diferenciam os trés primeiros neurénios (I, Il e 111) da via Optica
(MACHADO, 2006).

A estrutura da retina é extremamente complexa, distinguindo-se nela dez
camadas, uma das quais € a camada pigmentar, situada externamente. O estudo das nove

camadas restantes pode ser simplificado levando-se em conta apenas a disposi¢cdo dos
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neurdnios retinianos. Distinguem-se, entdo, trés camadas que correspondem aos territorios dos
neurénios I, 1l e Il da via éptica, ou seja, de fora para dentro: as células fotossensiveis, as
células bipolares e as células ganglionares (MACHADO, 2006).

As células fotossensiveis estabelecem sinapse com as células bipolares, que, por
sua vez, fazem sinapse com as células ganglionares, cujos axénios constituem o nervo 6ptico.
Os prolongamentos periféricos das células fotossensiveis sdo os receptores da visao, cones ou
bastonetes, de acordo com sua forma. As células fotossensiveis sdo, pois, de dois tipos:
células de cone e células de bastonete. Os raios luminosos que incidem sobre a retina devem
atravessar suas nove camadas internas para atingir suas nove camadas internas para atingir os
fotorreceptores, cones ou bastonetes. A excitacdo destes pela luz da origem a impulsos
nervosos que caminham em direcdo oposta a seguida pelo raio luminoso, ou seja, das células
fotossensiveis para as células bipolares e destas para as células ganglionares, cujos axoénios
constituem o nervo éptico (MACHADO, 2006).

Os bastonetes sdo adaptados para a visdo com pouca luz, enquanto os cones séo
adaptados para visdo com luz de maior intensidade e para a visdo de cores. Nos animais de
habitos noturnos, a retina é constituida preponderantemente ou exclusivamente de bastonetes,
enquanto os animais de habitos diurnos o predominio é quase total de cones. Contudo a
distribuicdo dos dois tipos de receptores ndo € uniforme. Assim, enquanto nas partes
periféricas da retina predominam os bastonetes, 0 nimero de cones aumenta progressivamente
préximo a retina central. Nas partes periféricas da retina varios bastonetes ligam-se a uma
célula bipolar e varias células bipolares fazem sinapse com uma célula ganglionar. Assim,
nestas areas uma fibra do nervo Optico pode estar relacionada com até 100 receptores
(MACHADO, 2006).

O nervo optico é formado pelos axénios das células ganglionares. Esses sdo
inicialmente amielinicos e percorrem a superficie interna da retina, convergindo para a
chamada papila Optica, situada na parte posterior da retina. Ao nivel da papila dptica, os
axonios das células ganglionares atravessam as tunicas média e externa do olho, tornam-se
mielinicos constituindo o nervo éptico. Os nervos Opticos dos dois lados convergem para
formar o quiasma Optico do qual se destacam posteriormente os dois tratos Opticos, que
terminam nos respectivos corpos geniculados laterais. Ao nivel do quiasma optico as fibras

dos dois nervos opticos sofrem uma decussacéao parcial (MACHADO, 2006).
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3.6.2. Neuroftalmologia Veterinaria

Um sistema neuroldgico complexo esta envolvido na mediacdo da visdo normal,
no qual esta incluido o sistema visual sensorial, sistema nervoso autbnomo, sistema
oculomotor e o sistema sensorial somatico trigémico dos olhos e anexos. Os sinais clinicos de
disfuncdo ocular podem resultar em desordens em qualquer um destes sistemas
(SCAGLIOTTI, 1999).

O propésito da neurofalmologia é empregar técnicas oftalmoldgicas para
estabelecer um diagnostico neuroldgico. Antes de 1960, o eletroencefalograma era a Unica
técnica disponivel para o estudo da atividade elétrica do cortex cerebral. Com o
desenvolvimento da eletrofisiologia ocular, houve a possibilidade dos registros das respostas
da atividade elétrica espontanea originada do cortex occipital apds estimulacdo luminosa.
Estes registros foram denominados de potenciais visuais evocados (SCAGLIOTTI, 1999).

As técnicas eletrofisiologicas sdo ferramentas valiosas na oftalmologia veterinaria
utilizadas para acessar a integridade funcional da retina, nervo dptico e das vias visuais
centrais pelo registro das diferencas de potencial de membrana das células (KOMAROMY et
al., 2002).

3.6.3. Potencial Visual Evocado por Flashes (PVE-F)

As afeccles da via dptica anterior representam importantes diagndsticos em
neuroftalmologia e incluem doencas de origem inflamatdria, desmielinizante, isquémica,
compressiva, toxicas, carenciais, hereditarias ou traumaticas que acometem 0s nervos opticos,
guiasma optico, trato optico e corpo geniculado lateral. A avaliacdo clinica destas afec¢bes
envolve tanto testes subjetivos da funcéo visual, como a acuidade e o campo visual, quanto
métodos objetivos que avaliem suas alteracdes estruturais (MONTEIRO, 2012).

As neuropatias opticas toxicas e carenciais se manifestam de forma semelhante no
disco éptico, decorrente de dano de causa nutricional e/ou toxica (WALSH et al., 1982). De
maneira geral, estas afeccOes apresentam em comum perda visual geralmente bilateral,
indolor, insidiosa e progressiva (MONTEIRO, 2012).

Para avaliarmos as neuropatias podemos utilizar o Potencial Visual Evocado por
Flash (PVE-F), um teste eletrofisiolégico que capta e registra a atividade elétrica da retina até

0 cortex occipital, em resposta a um estimulo visual especifico. Esse exame pode ser utilizado
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para auxiliar no diagndstico de afec¢Bes neuroldgicas, especialmente as relacionadas com o
nervo dptico e vias visuais centrais (EHLERS et al., 2008).

A neurofisiologia trabalha com dois parametros essenciais. A laténcia, que é
mensuravel na horizontal e representa o tempo entre o estimulo realizado e a onda registrada,
sendo a expressao da mielina do sistema nervoso periférico e/ou central. E a amplitude, que é
mensurdvel na vertical, desde a linha de base até o pico da onda registrada, considerada a

expressao dos axonios do sistema nervoso (EHLERS et al., 2008).
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4. MATERIAL E MEDOTOS

Para a utilizacdo dos animais no experimento seguiu-se as normas da Comisséo de
Etica na Utilizacdo de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA-
UFRPE). O processo de aprovacdo nessa comissao estd registrado sob o ndmero
23082.019692/2008.

Ipomoea verbascoidea, foi coletada no municipio de Sertania - PE, no més de
mar¢o de 2012. O material coletado foi secado, por aproximadamente 15 dias, em ambiente
sombreado, seco e com ventilagdo ambiente. Posteriormente, em periodos proximos da
administragdo da planta aos caprinos, as folhas e ramos foram moidos em triturador
Nogueira®, modelo DPM4, peneira 5Smm. O peso das folhas secas representou 40% das
folhas verdes. A concentracdo de swainsonina nas folhas dessecadas de I. verbascoidea foi
mensurada por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa, de acordo como 0s
procedimentos descritos por Gardner et al. (2001).

O experimento foi realizado no Campus de Dois Irméos da UFRPE situado na
Rua Dom Manuel de Medeiros s/n, Dois Irmaos, Recife Pernambuco, latitude Sul 9°01° ¢
longitude 34°08° (UFRPE, 2004). Foram utilizados 9 caprinos machos da raga saanen
clinicamente sadios, com idade entre 6-9 meses e peso entre 16-21 kg. Trinta dias antes do
inicio dos experimentos os caprinos receberam medicacdo antiparasitaria, foram numerados
ao acaso e mantidos em baias individuais, visando a adaptacdo e observacdo clinica prévia.
No inicio da manhd, recebiam racdo comercial, suplemento mineral, feno de tifton (Cynodon
dactylon) e &gua ad libitum.

Apo6s o periodo de adaptacdo os caprinos foram distribuidos em trés grupos:
Grupo | (caprinos 1-3) recebeu, misturadas a racdo, |. verbascoidea dessecada contendo
0,02% de swainsonina, na dose de 4g/kg (80mg de swainsonina/kg) durante 45 dias e
eutanasiados no 46° dia de experimento. Grupo Il (caprinos 4-6) recebeu a mesma dose diaria
da planta durante 55 dias de experimento. Grupo Il (caprinos 7-9) constituiu 0 grupo
controle. Para observar a regressdo dos sintomas, os animais do Grupo Il foram
acompanhados durante 65 dias apds a ingestdo da planta e em seguida, foram submetidos aos
procedimentos de eutanasia, totalizando 120 dias de experimento para este grupo.

Os caprinos foram avaliados clinicamente uma vez ao dia, de acordo com Smith
& Sherman (2009), quanto ao seu estado geral, comportamento, atitude, coordenacao, postura
e cabeca, movimentacdo, apetite, cor das mucosas, vasos espisclerais, temperatura retal,

frequéncias cardiaca e respiratoria, forma do abdémen, motilidade reticulo-ruminal, exame
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fisico das fezes, urina e aparéncia da pele. Foram realizados 0 Head Raising Test (HR test) e 0
Stand Up Test (SUtest). O HR test consiste em levantar a cabega do animal forcando-a para
trds no sentido cranio caudal, mantendo essa posicdo durante um minuto e em seguida sol-
tando-a subitamente para verificar se ha perda de equilibrio (PIENAAR et al., 1976). O SU
test consiste em manter o animal em decubito lateral por um minuto e em seguida solta-lo
para avaliar se existe dificuldade em se levantar (TOKARNIA et al., 2012).

Ao término do experimento, os caprinos foram submetidos aos procedimentos de
eutanasia e necropsia. Para a caracterizacdo histologica, foram coletados fragmentos dos
testiculos, epididimos e os bulbos oculares, fixados em solugédo de formol a 10% em solugédo
tampdo de fosfato de sodio (pH 7,2) e, posteriormente, transferidos para alcool etilico a 70%,
desidratados em etanol em ordem crescente de 80 a 100%, diafanizados em alcool butilico e
incluidas em paraplastico (SIGMA®) (TOLOSA, 2003). Apos a inclusdo, o material foi
cortado a 5 um e corados em hematoxilina-eosina. Uma réplica do material do aparelho
reprodutor foi fixado em paraformoldeido a 4% desidratado em série crescente de alcool
etilico de 70 a 100%, impregnado e incluido em metacrilato (Leica Historesin), o material foi
cortado a 3 um e corados com hematoxilina-floxina (TOLOSA, 2003). Para este fim, foi
utilizado um microscopio de luz, da marca Leica DM500, com objetivas variando de 4 a
100x. Para a analise morfométrica, foram fotografados 15 tbulos seminiferos de cada animal
na objetiva de 10x, posteriormente, as fotomicrografias foram utilizadas para mensuragéo do
diametro tubular e da altura do epitélio germinativo através do software ImagLab 3000.

Os exames androldgicos foram realizados no Departamento de Reproducdo da
UFRPE e conduzidos conforme as normas preconizadas pelo CBRA (1998). Previamente ao
inicio do experimento, foram realizados trés exames androldgicos, para constatacdo de
integridade reprodutiva dos animais, com intervalos de 30 e 60 dias, respeitando o ciclo
espermatico da espécie caprina (HAFEZ & HAFEZ, 2004). Durante o experimento, esses
exames foram realizados semanalmente. As avaliagOes consistiram de quatro etapas: exame
geral, exame especial do sistema reprodutor, exame comportamental para a observacdo da
presenca de libido e habilidade fisica e 0 exame seminal ou espermograma. As mensuragdes
do perimetro escrotal foram realizadas através de fita milimetrada, envolvendo a regido do
maior didmetro do testiculo. A consisténcia testicular foi avaliada pelo método de palpacao.
As coletas de sémen foram realizadas pelo método de vagina artificial com tubo falcon
acoplado.

Os parametros seminais analisados foram: volume, turbilhonamento, motilidade,

vigor e concentracdo. As anotacfes do volume do ejaculado foram expressas em mililitro,
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mediante utilizacdo de tubos graduados, por avaliacdo direta. As analises do turbilhonamento,
vigor e motilidade foram feitas por miscroscopia Optica (aumento de 200x). Para avaliar o
turbilhonamento, utilizou-se de uma gota de sémen in natura diretamente na lamina, atribuida
escala de 0-5, sendo 5 para o melhor turbilhonamento e 0 auséncia de turbilnonamento. Para
vigor, também foi utilizada a escala de 0-5 para avaliar a velocidade progressiva dos
espermatozoides, observada com a aposicdo de laminula sobre a gota de sémen. As analises
da motilidade consistiram da estimativa de espermatozoides vidveis expressa por percentuais.
As concentracfes espermaticas foram estabelecidas pelo método de contagem na camara de
Neubauer determinando o nimero de espermatozoides por mililitro.

As caracteristicas morfoldgicas foram analisadas pelo método de cdmara Umida a
partir de uma aliquota do sémen fixado e diluido em formol salino tamponado a 10%, com
leitura realizada por microscopia de contraste de fase (aumento de 1.000x) avaliando-se 200
células espermaticas de cada amostra de sémen. Para determinacdo dos niveis séricos de
testosterona, foram coletadas amostras de sangue (4,0 mL) semanalmente, por meio da
venopuncado jugular, em tubos vacutainer. As aliquotas do soro obtidas apos centrifugacéo
imediata (700g), por 15 minutos, foram acondicionados em tubos do tipo Eppendorf e
conservados a —20°C para posterior dosagem hormonal. As concentracdes plasmaticas da
testosterona foram analisadas no Laboratério de Biologia Molecular Aplicada a Producao
Animal (BIOPA) do Departamento de Zootecnia da UFRPE, pelo método imunoensaio,
utilizando o kit Elisa (testosterona ®, Biochem Diagnostics Inc, Ontario, Canada), com
sensibilidade analitica de 0,022 ng/mL, precisdo centesimal e Coeficiente de Variacdo intra-
ensaio de 9,6%. Para a andlise estatistica foi aplicado teste de normalidade com Pos-Hoc de
Duncan utilizando software ASSISTAT Versdo 7.7 beta (2013).

Os exames clinicos oftalmoldgicos foram realizados no Hospital Veterinario da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), setor de oftalmologia. O PVE-F foi
realizado de acordo com as normas da Sociedade Internacional de Eletrofisiologia Visual
Clinica (ISCEV, 2009) no Laboratério de Oftalmologia Experimental, no Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA), com uso de anestesia dissociativa (xilazina 0,5
mg/kg e quetamina 15 mg/kg).

Os animais foram examinados seguindo a marcha de exame oftdlmico, que
consiste em oftalmoscopia direta e indireta, reflexos pupilares diretos e consensuais. Para o
PVE-F, o sistema utilizado foi o da Nihon Kohdem, Neuropack 2 MEB-7102A/k, com 0 seu
sinal digitalizado pelo DATAQ® DI-158U, atraves de um cabo RS232 com trés canais e
acoplado a um notebook Acer Aspire 4732Z-4620. O foto estimulador, com uma luz de
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Light-emitting diode (LED) com intensidade de 3.000 milicandelas, de cor branca e uma
angulacdo de 20°, com uma frequéncia de 1Hz totalizando 60 estimulos por minutos. Os
eletrodos de contato utilizados, foram da Nihon Kohdem, modelo NE-1242 conectados ao
Electrode Junction Box JB-711B do Neuropack 2 MEB-7102A/k.

Os PVE-F registrados a partir de colocag6es bipolares de eletrodos ativos, O1 ou O2,
posicionados 2-3 cm a esquerda ou a direita, de um eletrodo de referéncia comum (Cz),
colocado na linha mediana do cranio, na altura das orelhas. O eletrodo terra (Fpz) é colocado
2-3 cm acima do eletrodo de referéncia (STRAIN, 1986; SIMS et al., 1989; STRAIN, 1990;
MORENO-CARMONA et al., 2006). Durante o0 exame, 0s animais permaneceram em vigilia,
com os olhos a serem examinados abertos e a cabeca levemente contida e com a fonte
geradora de luz posicionada no seu eixo visual. Os potenciais foram registrados a partir de um
olho.

Os resultados gerados pelo aparelho foram impressos e avaliados em seguida,
considerando as amplitudes em microvolts (uV) e laténcias em milissegundos (ms). As
terminologias consideradas foram a do aparelho, que denomina L1(P1) e L3 (P2) (P100)

como os picos positivos e, L2 (N1) e L4 (N2), como negativos.
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RESUMO

Ipomoea verbascoidea (Convolvulaceae) € uma planta tdxica, com principio ativo a
swainsonina, causa surtos de doenca de depoésito lisossomal em caprinos no semiarido do
Brasil. O objetivo deste estudo foi demonstrar experimentalmente os efeitos da intoxicacéo
por Ipomoea verbascoidea na reproducdo de caprinos machos. Para produzir a doenca
experimentalmente, as folhas secas de I. verbascoidea contendo 0,02% de swainsonina foram
fornecidos nas doses de 4g/kg (0,8 mg swainsonina/kg) para dois grupos de trés animais
durante 45 e 55 dias, respectivamente. Um grupo de trés caprinos foi utilizado como controle.
Foram realizados exames clinico-reprodutivos, histopatoldgicos do testiculo e epididimo,
morfometria do tabulos seminiferos, além de avaliagdes das concentraces séricas de
testosterona. As principais alteracdes reprodutivas consistiram na reducdo gradativa até
auséncia da libido, impotentia coeundi, reducdo da qualidade espermatica e oligospermia. No
parénquima testicular havia diferentes niveis de vacuolizagdo citoplasmatica no epitélio
germinativo e células de Sertoli, reducdo das células de Leydig e edema intersticial. No
parénquima do epididimo houve diminuicdo dos estereocilios. Na morfometria houve uma
diminuicdo na altura do epitélio tubular. Ao fim do periodo experimental, a concentragédo de
testosterona estava significativamente diminuida nos grupos experimentais. Os resultados
evidenciam que os caprinos apresentaram uma degeneracao testicular e que 0s mesmos nao se

recuperaram das alteragdes ocasionadas apds a suspensdo do fornecimento da planta.

Palavras-chave: Plantas toxicas, swainsonina, testosterona, reproducéo.
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ABSTRACT

Ipomoea verbascoidea (Convolvulaceae) is a toxic plant. Its active ingredient is swainsonine
which causes outbreaks of lysosomal storage disease in goats in the semi-arid region of Brazil
The objective of this study was to demonstrate by experiment the effects of Ipomoea
verbascoidea poisoning in the reproduction of male goats. To produce the experimental
condition, the dried leaves of I. verbascoidea containing 0.02% swainsonine were supplied at
rates of 4g/kg (swainsonine 0.8 mg / kg) to two groups of three animals at 45 and 55 days,
respectively. A group of three goats was used as control. Clinical and reproductive
examinations, histopathology of the testis and epididymis, morphometry of seminiferous
tubules, and evaluations of serum testosterone concentrations were performed. The major
reproductive changes consisted in a gradual reduction, to lack, of libido, impotentia coeundi,
reduced sperm quality and oligospermia. In testicular parenchyma there were different levels
of cytoplasmic vacuolization in the germinal epithelium and Sertoli cells, Leydig cell
reduction and interstitial edema. The parenchyma of the epididymis showed a decrease in
stereocilia Morphometry showed a decrease in the height of the tubular epithelium. At the end
of the experimental period, the concentration of testosterone was significantly decreased in
the experimental groups. The results show that the goats presented testicular degeneration and

that they did not recover from the alterations caused after suspending the plant.

Keywords: Toxic plants, swainsonine, testosterone, reproduction

INTRODUCAO

Ipomoea verbascoidea (Convolvulaceae), popularmente conhecida como jetirana,
é um arbusto sub-ereto que mede até 5 m de altura. Possui sementes ovdides, acastanhadas e
flores de coloracdo lilas ou roxa. Suas folhas sdo oblongas e densamente cobertas por pelos
lanosos (RODAL et al., 1992). 1. verbascoidea contém o alcaléide indolizidinico 1,2,8-triol
(swainsonina) e foi recentemente descrita como agente etioldgico de surtos de doenca de
depdsito lisossomal (DDL) em caprinos no nordeste do Brasil (MENDONCA et al., 2012).

As plantas que contém swainsonina sdao amplamente distribuidas em todo o
mundo e provocam perdas econdmicas graves para a pecuaria na Australia, América do Sul e
do Norte, China e Africa (HARTLEY et al., 1989; DRIEMEIER et al., 2000; ARMIEN et al.,
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2007, BARBOSA et al., 2007; MENDONCA et al., 2011; MENDONCA et al., 2012; LIMA
etal., 2013).

Os quadros clinicos e achados histopatoldgicos provocados pelas plantas que
contém swainsonina em herbivoros estdo amplamente descritos na literatura cientifica
(HARTLEY et al., 1989; DRIEMEIER et al., 2000; ARMIEN et al., 2007, BARBOSA et al.,
2007; MENDONCGCA et al., 2011; MENDONCA et al., 2012; LIMA et al., 2013; OLIVEIRA
JUNIOR et al., 2013), especialmente no que se refere aos aspectos neuroldgicos da doenca.
No entanto, os aspectos reprodutivos da intoxicacdo em caprinos ndo foi pesquisado. O
objetivo deste estudo foi descrever o quadro clinico e histopatolégico no sistema reprodutivo
provocado pela intoxicagdo por Ipomoea verbascoidea em caprinos machos.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Campus de Dois Irméos da UFRPE situado na
Rua Dom Manuel de Medeiros s/n, Dois Irméos, Recife Pernambuco, latitude Sul 9°01° ¢
longitude 34°08° (UFRPE, 2004). Foram utilizados 9 caprinos machos da raga saanen
clinicamente sadios, com idade entre 6-9 meses e peso entre 16-21 kg.

Para produzir a doenga experimentalmente, as folhas secas de I. verbascoidea
contendo 0,02% de swainsonina foram fornecidas na dose de 4g/kg (0,8 mg swainsonina/kg)
para dois grupos de trés caprinos. Os caprinos do Grupo | (caprinos 1-3) receberam doses
diérias da planta durante 45 dias e foram submetidos aos procedimentos de eutanasia no 46°
dia de experimento. Os caprinos do Grupo Il (caprinos 4-6) receberam doses diarias da planta
durante 55 dias e foram submetidos aos procedimentos de eutandsia no 120° dia de
experimento. Trés caprinos constituiram o grupo controle (Grupo Ill, caprinos 7-9). Esses
caprinos ficaram sob as mesmas condicGes de manejo que os caprinos dos Grupos | e I,
porém, ndo receberam as folhas de I. verbascoidea.

Os caprinos foram clinicamente examinados uma vez por dia, de acordo com Smith e
Sherman (2009), quanto ao seu estado geral, comportamento, atitude, coordenacdo, postura da
cabeca, movimento, apetite, coloracdo das mucosas, temperatura retal, frequéncias cardiaca e
respiratoria, forma do abdomen, motilidade do ramen e reticulo, exame fisico de fezes, exame
de urina e aparéncia da pele.

Para o exame do sistema reprodutor, os testiculos e epididimos foram inspecionados e
palpados. Verificaram-se a presenca e posicdo dos testiculos, bem como os parametros de
dimensdo, consisténcia, simetria e mobilidade (RADOSTITS et al., 2002). A libido foi
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avaliada considerando-se os tempos de aproximacdo e monta (SILVA, 2006). O sémen foi
coletado pelo método de vagina artificial, com intervalo de 5 dias, totalizando 7 coletas. E
avaliou-se as caracteristicas fisicas (volume, aspecto, turbilndo ou movimento de massa,
motilidade total e motilidade progressiva individual, vigor e concentracdo), a morfologia dos
espermatozoides e seus defeitos (maiores e menores) (RADOSTITS et al., 2002).

Ao final do experimento, os caprinos foram sedados com uma solugdo de
acepromazina a 2%, e submetidos a eutanasia com anestesiados uma sobredose de solucao de
tiopental, de acordo com os principios éticos da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratdrio (COBEA, 2013). Para a caracterizagdo histoldgica das lesdes, fragmentos dos
testiculos e epididimos foram coletados e fixados em paraformoldeido a 4%, desidratados em
alcool etilico, impregnados e incluidos em metacrilato (Leica Historesin). O material foi
cortado a 3 um, corado com hematoxilina-floxina (TOLOSA, 2003) e avaliado
histopatologicamente e morfometricamente. Para a analise morfométrica foram fotografados
15 tubulos seminiferos de cada caprino com uma objetiva de 10x, posteriormente, as
fotomicrografias foram utilizadas para mensuracdo do diametro tubular e da altura do epitélio
germinativo através do software ImagLab 2000.

Para a determinag@o da concentracdo de testosterona, amostras de sangue foram
coletadas aos 15, 30, 45 e 120 dias de experimento. As concentracdes plasmaticas da
testosterona foram analisadas pelo método de imunoensaio, utilizando o kit Elisa
(testosterona®, Biochem Diagnostics Inc, Ontario, Canada), com sensibilidade analitica de
0,022 ng/mL, precisdo centesimal e coeficiente de variagdo intra-ensaio de 9,6%. Para a
andlise estatistica foi aplicado teste de normalidade com Pos-Hoc de Duncan utilizando
software ASSISTAT Versédo 7.7 beta (2013).

RESULTADOS

Nos caprinos dos Grupos | e 1, as primeiras alteracdes foram observadas no 14° dia de
experimento e consistiu na diminuicdo nos parametros fisicos do sémen (turbuléncia,
motilidade, vigor e concentracdo) (Tabela 1). No 20° dia, alteragcdes neuroldgicas como
lentiddo e sonoléncia foram observados nos caprinos 1, 3, 4 e 5. Nestes animais houve
diminuicéo da circunferéncia escrotal ap6s o 34° dia de experimento. Entre 0 35° e 37° dia de
experimento, todos os caprinos apresentam sintomas classicos de DDL, principalmente
incoordenacdo motora, ataxia e dismetria. Essas alteracdes resultaram principalmente em

auséncia de libido e impotentia coeundi. Apds 65 dias de suspensdo do tratamento, 0s
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caprinos tratados por 55 dias ndo apresentaram regressdao dos sintomas neurologicos e

reprodutivos.

Tabela 1. Valores médios dos parametros seminais de caprinos intoxicados por |I.
verbacoidea.

Grupo %PE  PVol ‘C T ‘Mot v Defeitos Defeitos
(cm) (mL) (x10%ptz/ml)  (0-5) (%) (0-5) Maiores (%) Menores(%o)
| 20,29 0,47 1,17 2,14 39,99 2,19 4,18 3,52
| 19,30 0,52 0,97 1,49 26,66 1,61 6,47 5,33
1] 20,00 1,02 1,99 4,42 77,37 4,42 3,28 4,80

*PE — perimetro escrotal;”Vol — volume; °C — Concentrag&o;°T - tubirlhonamento; ®Mot — motilidade; 'V — vigor.

Na necropsia ndo foram observadas lesdes significativas nos caprinos tratados
com |. verbascoidea. Os principais achados histolégicos observados nos testiculos e
epididimos foram uniformes nos caprinos do Grupo I. No epitélio seminifero foi observado
vacuolizacgdo citoplasmatica em células de Sertoli e células germinativas (espermatogonias e
espermatocitos), diminuicdo das células de Leydig, edema intersticial e oligospermia. Nos
caprinos do Grupo Il, houve reducdo do epitélio germinativo, acumulo de material
proteindceo no limen dos tubulos seminiferos e atrofia ou auséncia dos estereocilios das
celulas epiteliais do epididimo (Fig. 1).

Na morfometria dos tdbulos seminiferos, quanto a altura do epitélio, houve
diferenca significativa entre os animais controle e os animais tratados. Dentre os animais
tratados o 6 (Grupo Il) se diferenciou significativamente com os animais 2 e 3 (Grupo 1),
sendo que, o animal 2 (Grupo 1) se diferenciou dos demais, exceto do 3 (Grupo 1) (Tabela 2).

Os resultados relacionados as concentracdes plasmaticas de testosterona estdo
expressos na Figura 3. Em relacdo a esse parametro houve uma reducdo significativa dos
niveis de testosterona nos caprinos dos Grupos | e 1l em relagdo ao Grupo Ill. Na andlise

morfométrica constataram-se reducdes estatisticamente significativas na altura do epitélio

germinativo.
Tabela 2 - Altura do Epitélio (Média e desvio padrdo por animal)
Animais Média Desvio Padréo
CAPC 81,50027a +0,67295
CAP1 60,38567bc + 18,56038
CAP 2 46,98117d +7,936869
CAP 3 54,49850cd +12,64841
CAP 4 59,90117bc +7,413400
CAP 5 56,72067bc +6,561271
CAP 6 63,97267b + 7,045564

Letras diferentes na mesma coluna indicam resultados estatisticamente significativos. DUNCAN p<0,05.
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Fig. 1. Fotomicrografia dos testiculos e epididimos de caprinos: A- testiculos do grupo
controle, Obj: 40x; B- epididimo do grupo controle evidenciando fibras musculares (FM),
epitélio pseudoestratificado (seta branca) e espermatozoides (asterisco), Obj: 40x; C-
testiculos do grupo | evidenciando, vacuolizacdo das células testiculares (seta branca) e de
Sertoli (seta amarela), Obj: 40x; D- epididimo do grupo | epitélio pseudoestratificado (seta
branca) e espermatozoides (asterisco) e fibras musculares (FM), Obj: 40x; E- testiculos do
grupo Il evidenciando, vacuolizagdo das células testiculares (seta branca), vacuolizacdo das
ceélulas Sertoli (cabeca seta), Obj: 40x. F — epididimo do grupo Il evidenciando epitélio
pseudoestratificado (seta branca) e espermatozoides (asterisco), fibras musculares (FM) e
vacuolos (seta amarela), Obj: 20x. Coloracdo: Hematoxilina-Floxica.
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Fig. 2. Perfil da concentracdo média de testosterona ao longo de 15, 30, 45 e 120
dias de experimento na intoxicacado experimental por l.verbascoidea em caprinos
machos.

DISCUSSAO

A maioria dos dados sobre as intoxica¢fes por plantas que contém swainsonina
reportam alteracfes neuroldgicas. Os poucos dados sobre as alteragdes reprodutivas séo
relatados em fémeas. As alteracGes consistem principalmente em infertilidade, abortos,
natimortos e nascimento de crias fracas (SEITZ et al., 2005; HUEZA et al., 2007; RIET-
CORREA et al., 2009). Em ovinos intoxicados experimentalmente por Oxytropis sericea,
relatou-se reducdo da motilidade espermatica e diminui¢do da circunferéncia escrotal em
todos os ovinos tratados (ORTIZ et al., 1997).

Os resultados apresentados nesse trabalho confirmam uma degeneracdo testicular
ocasionada pela intoxicacdo por |. verbascoidea. Ao fim do peridodo experimental, as
concentragOes de testosterona estavam significativamente diminuidas nos grupos tratados.
Provavelmente essas alteraces devem a reducdo dos niveis de testosterona em resposta a
reducdo da concentracdo de GnRH como observado experimentalmente em ovinos (ORTIZ et
al., 1997). Em outro estudo, Panter et al. (1989) demonstraram que 0 aumento de
anormalidades espermaticas continuam ocorrendo ap0s a alimentagdo continua com
Austragalus, durante 70 dias. Os caprinos ndo se recuperam das alteracdes reprodutivas apos

65 dias de suspenséo do fornecimento da planta.
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Na patogenia da intoxicagéo por I. verbascoidea, 0 mecanismo estar relacionado com
os efeitos tdxicos no parénquima testicular, principalmente devido a vacuolizagdo
citoplasmatica, diminuicdo no numero das células de Leydig e descamacdo do epitélio
germinativo.

A intoxicacdo por I. verbascoidea causa uma degeneracéo testicular, comprometendo

0 sistema reprodutor dos caprinos.
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RESUMO
Alfa-manosidose representa uma doenca de depésito lisossomal. A forma adquirida de alfa-
manosidose que ocorre por ingestdo prolongada de plantas do género Swainsonina,
Astragalus, Oxytropis e Ipomoea apresentaram sinais clinicos de cegueira nos animais
intoxicados. Para produzir a doenca experimentalmente, as folhas secas de Ipomoea
verbascoidea foram fornecidas em doses de 4g/kg (0,8 mg swainsonina/kg), com
concentracédo de 0,02%. Foram utilizados trés grupos com trés animais: Grupo | (caprinos 1-3)
receberam doses diarias da planta por 45 dias e foram submetidos ao procedimento de
eutanasia no 46° dia do experimento; Grupo Il (caprinos 4-6) receberam doses diarias da
planta por 55 dias, foram submetidos ao procedimento de eutanasia no 120° dia, e o Grupo I
(caprinos 7-9), constituiu o grupo controle. No exame clinico, os animais 3 (Grupo 1) e 4
(Grupo I1) apresentara pequeno edema peridiscal nos dois antimeros e pupila ndo responsiva a
luz (midriase). Todos os animais intoxicados apresentaram reducdo do diametro do disco
Optico bilateral, sugestivo de atrofia do nervo Optico. No histopatoldgico foram encontrados
vacuolizagdes das células ganglionares da retina, reducdo da espessura do nervo Optico. Na
camada de fibras nervosas proximas ao disco optico, observou-se um edema acompanhado de
infiltrado de células inflamat6rias mononucleares. Para avaliarmos as neuropatias foi utilizado
o Potencial Visual Evocado por Flash (PVE-F), que avaliou as médias dos intervalos de
amplitudes, onde houve uma diminuicdo total dos valores referentes aos animais intoxicados

em relagdo com os animais sadios. Os resultados evidenciam que 0s caprinos apresentam uma
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neurite Optica provocada atraves da alteracdo da alfa-manosidase ocasionada pela intoxicacéo
por |. verbascoidea.

Palavras-chaves: Plantas toxicas, sistema visual, PVE-F
ABSTRACT

Alpha-mannosidosis is a lysosomal storage disease. The acquired form of alpha-mannosidosis
occurs by prolonged ingestion of plants of the genus Swainsonine, Astragalus, Oxytropis and
Ipomoea, showed clinical signs of blindness in the poisoned animals. To produce the
experimental disease, dried leaves of Ipomoea verbascoidea were supplied at a dose of 4g/kg
(swainsonine 0.8 mg/kg), with 0.02% concentration. Three groups of three animals were used:
Group | (goats 1-3) received daily doses of the plant for 45 days and were subjected to
euthanasia procedure on the 46™ day of the experiment. Group 11 (goats 4-6) received daily
doses of the plant for 55 days and were subjected to euthanasia procedure on the 120" day.
Group Il (goats 7-9) constituted the control group. On examination, animals 3 (Group 1) and
4 (Group I1) had a small edema around the optic disk in both antimeres and the pupils were
unresponsive to light (mydriasis). All poisoned animals showed bilateral reduction in the
diameter of the optic disc, suggestive of optic nerve atrophy. Histopathological examination
showed vacuolization of the retinal ganglion cells and a reduction in the thickness of the optic
nerve. The layer of nerve fibers close to the optic disk showed an edema accompanied by an
infiltrate of inflammatory mononuclear cells. To evaluate neuropathies Visual (VEP-F)
Evoked by Flash was used, evaluating the mean amplitudes of intervals, where there was an
overall decrease in the values of the intoxicated animals compared with the healthy animals.
Results show that because of the alpha-mannosidase alteration, caused by l.verbascoidea
poisoning, the goats presented optic neuritis.

Keywords: Toxic plants, visual system, VEP-F
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INTRODUCAO

Alfa-manosidose representa uma doenca de deposito lisossomal (DDL) autossémica
recessiva, causada por uma deficiéncia na atividade da alfa-manosidase no lisossomo, o que
leva ao acumulo de glicoconjugados rico em manose em varios tecidos. Alguns sintomas
clinicos oculares sdo a opacidade do cristalino e da cornea (CHESTER et al., 1982;
TULSIANI et al., 1982).

A forma adquirida de alfa-manosidose que ocorre por ingestdo prolongada de plantas
do género Swainsona, Astragalus, Oxytropis e Ipomea (HARTLEY et al., 1970; DORLING et
al., 1978; BALOGH et al., 1999; RALPHS & JAMES, 1999), é bastante conhecida e de
grande importadncia na medicina veterinaria. Essas plantas que contém o alcaloide
indolizidinico swainsonina que inibe a atividade da alfa-manosidase Il resultando em depdsito
lisossomal com lesdes similares a alfa-manosidose congénita. A swainsonina é responsavel
por sinais clinicos progressivos, que refletem fundamentalmente nas alteragdes degenerativas
no sistema nervoso central (MOLYNEUX et al., 1995; de BALOGH et al., 1999; COLODEL
et al.,, 2002a; HARAGUCHI et al., 2003). De acordo com Pedroso (2007), as DDLs,
apresentam sinais clinicos de cegueira nos animais intoxicados por S. carpinifolia, porém, ndo
foram encontrados muitos relatos sobre esse assunto. Segundo a literatura, ha casos em que 0
animal apresenta vacuolizacdo moderada nas células da glia presentes no nervo oOptico e nas
células ganglionares da retina (ZLOTOWSKI, 2005).

Para correlacdo dos achados clinico e histopatoldgico pode-se fazer uso do Potencial
Visual Evocado por Flash (PVE-F), um teste eletrofisiol6gico utilizado para auxiliar no
diagnostico de afeccbes neuroldgicas, especialmente as relacionadas com o nervo éptico e
vias visuais centrais (EHLERS et al., 2008).

A relacdo entre intoxicagdo em animais por plantas que causam DDLSs e 0s sintomas
clinicos da cegueira, comuns para as DDLs adquiridas e genéticas, tem sido um desafio para a
medicina veterindaria, assim, objetivou-se caracterizar as neurites Opticas ocasionadas pela

intoxicacdo por Ipomoea verbascoidea em caprinos machos.
MATERIAL E METODOS
As folhas de I. verbascoidea foram coletadas no municipio de Sertania-PE. O

experimento foi realizado no Campus de Dois Irméos da UFRPE situado na Rua Dom Manuel

de Medeiros s/n, Dois Irmaos, Recife Pernambuco, latitude Sul 9°01° e longitude 34°08’
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(UFRPE, 2004). No experimento foram utilizados 9 caprinos machos da raga saanen;
clinicamente sadios, com idade entre 6-9 meses e peso entre 16-21 kg. Para produzir a doenca
experimentalmente, as folhas secas de I. verbascoidea foram fornecidos em doses de 4g/kg
(0,8 mg swainsonina/kg), com concentracdo de 0,02% de swainsonina, mensurada por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (GARDNER et al., 2001). Foram
utilizados trés grupos com trés animais: Grupo | (caprinos 1-3) receberam doses diérias da
planta durante 45 dias e foram submetidos aos procedimentos de eutanasia no 46° dia do
experimento; Grupo Il (caprinos 4-6) receberam doses diarias da planta durante 55 dias e 0
Grupo 11 (caprinos 7-9), constituiu o grupo controle. Para observar a regressao dos sintomas,
os animais do Grupo Il foram acompanhados durante 65 dias apds a ingestdo da planta e em
seqguida, foram submetidos aos procedimentos de eutanasia, totalizando 120 dias de
experimento para este grupo.

Os exames clinicos oftalmoldgicos foram realizados no Hospital Veterinario da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), setor de oftalmologia. Os animais
foram examinados seguindo marcha de exame oftalmico, que consiste em oftalmoscopia
direta e indireta, reflexos pupilares diretos e consensuais, ndo apresentando anormalidades nas
estruturas examinadas: palpebras e conjuntivas, aparelho lacrimal, camada anterior, pupila e
iris, cristalino, cérnea e vitreo. O PVE-F foi realizado de acordo com as normas da Sociedade
Internacional de Eletrofisiologia Visual Clinica (ISCEV 2009) no laboratério de Oftalmologia
experimental, do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA), com uso de
anestesia dissociativa (xilazina 0,5 mg/kg e quetamina 15 mg/kg).

Ao fim do periodo experimental os caprinos foram submetidos aos procedimentos
de eutandsia e necropsia. Para a caracterizacdo histoldgica, foram coletados os bulbos
oculares, fixados em formol a 10% em solucdo tampdo de fosfato de soédio (pH 7,2) e,
posteriormente, transferidos para alcool etilico a 70%, desidratados em etanol em ordem
crescente de 80 a 100%, diafanizados em &lcool butilico e incluidas em paraplastico
(SIGMA®). Apos a inclusao, o material foi cortado a 5 um e corados em hematoxilina-eosina
(TOLOSA, 2003).

RESULTADOS
Os animais 3 (Grupo 1) e 4 (Grupo Il) apresentara pequeno edema peridiscal nos

dois antimeros e pupila ndo responsiva a luz (midriase). Todos 0s animais intoxicados

apresentaram reducdo do didmetro do disco dptico bilateral, sugestivo de atrofia do nervo



69

optico. No exame histopatoldgico do sistema nervoso central foram encontrados vacuolizacao
dos neurbnios da camada de Purkinje do cerebelo e das demais células nervosas do sistema
nervoso central. As mesmas alteragdes foram encontradas nas camadas das células
ganglionares da retina, nela foram detectados alguns neur6nios degenerados e outros com
acumulo intracitoplasmatico de liquido com caracteristica basofila. Observou-se edema na
regido das fibras opticas (Fig. 3 A-B) e um aumento no disco Optico evidenciado pelo edema

acompanhado de infiltrado de células inflamatérias mononucleares (Fig. 3 1C-D).
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Fig. 3 — Fotomicrogréafia da retina e disco éptico dos caprinos: A- edema nas fibras Opticas
(FO), Obj: 40x; B — evidenciando o edema na regido das fibras dpticas (FO), Obj: 100x; C —
disco 6ptico, Obj: 40x; D — aumento do disco dptico evidenciando o aumento das células

inflamatérias mononucleares, Obj: 100x. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina/Floxina.

No PVE-F, os resultados encontrados foram valores de laténcia para os picos

positivos P1 e P2; como também para os picos negativos N1 e N2. Igualmente foram
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registrados valores de intervalos da amplitude (P1-N1; N1-P2; P2-N2). Dos valores obteve-se

a média e o desvio padrdo, representados na Tabela 3.

Tabela 3: Valores médios e desvio padrdo da laténcia e amplitude dos animais sadios e

intoxicados
Animais Laténcia Amplitude Animais Laténcia Amplitude
sadios (ms) (1V) intoxicados (ms) (nv)

P1 P1-N1 P1 P1-N1

36,2 +6,41 11,35+ 2,33 48,24 + 10,60 6,44 + 4,68
N1 N1-P2 N1 N1-P2

67,0 £ 16,54 25,03+ 8,92 67,68 + 13,78 4,49 +231
P2 P2-N2 P2 P2-N2

132 £ 46,93 19,43 £ 12,55 83,88 + 15,52 7,30+ 5,11
N2 N2

190,6+ 76,05 111,52 + 21,56

DISCUSSAO

A degeneracdo da retina em ovelhas, gado e cavalos tem sido associado com a
ingestdo de plantas toxicas como a samambaia, locoweed, swainsonina e oxytropis que
contém um alcalino indolizidinico (VAN KAMPEN et al., 1971)

A neurite Optica é caracterizada histopatologicamente por edema e células
inflamatdrias, que se infiltra de forma aguda e por atrofia resultante ao longo do tempo. Se o
disco Optico esta envolvido, evidéncia histopatoldgica inclui elevacdo do disco Optico no
vitreo, com a perda da copa fisiologica (RIIS et al., 1981).

No exame histopatoldgico, as maiorias das células da camada ganglionar da retina
estavam vacuolizadas e/ou degeneradas. O infiltrado resultante da inflamagdo no nervo optico
reforcam os achados clinicos do edema peridiscal observado durante o exame oftalmolégico.
A presenga do infiltrado inflamatorio nas fibras nervosas pode ser resultante de uma
propagacao de uma neurite Optica. Tanto na DDL adquirida quanto na DDL genética relatam-
se sinais clinicos de cegueira nos animais afetados, como, por exemplo, na intoxicagdo por S.
carpinifolia (PEDROSO, 2007) e na glicogenose tipo Il (REICHMANN, 1993). Porém, ndo

foram realizados estudos aprofundados sobre esse assunto. Sabe-se que ha casos em que 0
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animal apresenta vacuolizacdo moderada das células da glia no nervo optico e de células
ganglionares da retina. Também ocorre vacuolizacdo das células ganglionares da retina nos
casos de glicogenose tipo Il (ZLOTOWSKI, 2005).

Em humanos, na doenca de Tay-Sachs o acumulo do gangliosideo GM2 ocorre
principalmente nos neurdnios do sistema nervoso central e sistema nervoso autbnomo, bem
como na retina. Sabe-se que nas Mucopolissacaridoses (MPS) do Tipo I, MPS 1l (Sindrome de
Hunter), MPS VI (Sindrome de Maroteaux-Lamy) e MPS VII (Sindrome de Sly) ocorre
opacidade de corneas e perda visual por alteracdo de pigmentos na retina (retinite
pigmentosa). O armazenamento em células ganglionares da retina causa cegueira (MARTINS,
2002). Ha relatos de degeneragdo retiniana associada a ingestdo de alfa-manosidase em
humanos, com perdas acentuadas da visdo (SPRINGER et al., 2005).

Avaliando as médias dos intervalos de amplitudes (P1-N1; N1-P2; P2-N2),
observa-se uma diminuicdo total dos valores referentes aos animais intoxicados em relagéo
com os animais sadios. Essa diminuicdo é decorrente da presenca da alfa-manosidase que
ocasionou uma neurite. Em outro trabalho sobre glaucoma também foi verificado essa
diminuicdo, por essa sindrome causar 0 escavamento do disco Optico, reducdo das células
ganglionares e consequente diminuicdo das fibras do nervo Optico (SLATTER, 2005;
TINSLEY & BETTS, 1993).

No intervalo, N1-P2, pode-se avaliar as deméncias e as degeneracdes retinianas
como ja descrito por Kimotsuki et al. (2006). Assim a alfa-manosidose causa, além dos danos
no sistema nervoso central, uma degeneracdo nas células ganglionares e nervo Gptico, que €
demonstrada quantitativamente no PVE-F como uma reducdo da amplitude do intervalo N1-
P2 (HETZLER et al., 1988).

O processo de degeneracdo do sistema nervoso central € uma doenca bem
conhecida em animais intoxicacdo por Ipomoea verbascoidea. Essas alteracfes sdo possiveis
de ser identificadas em estdgios precoces utilizando os potenciais visuais evocados por
flashes, ainda em pacientes assintomaticos (UZUN et al., 2006).

Sdo poucos os dados cientificos que demonstram a relacdo entre intoxicacdo em
animais por plantas que causam doencas do depdsito lisossomal e os sintomas clinicos de
cegueira que é comum para as DDLs adquiridas e genéticas. Neste estudo foi possivel
observar que as leses observadas comprometeram a acuidade visual dos animais intoxicados

pela planta.
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