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RESUMO

A patologia veterinaria animal é uma &rea de grande importancia para a pesquisa cientifica,
considerando que, 0 exame necroscOpico permite uma maior abrangéncia na coleta de
materiais para exames complementares. O Estado de Santa Catarina apresenta mortalidade
anual de bovinos em aproximadamente 5%. Dados mostram que as mortes por plantas
toxicas, representam 13,9% do total de mortes, com uma variagdo anual de 8,5% a 24,3%. A
mortalidade meédia de bovinos, por ano, devido a intoxicagfes por plantas é estimada em
aproximadamente 35 mil cabecas. O presente trabalho tem como objetivo estudar por métodos
estereoldgicos a morfologia hepatica em bovinos acometidos por intoxicacdes hepaticas, na
tentativa de evidenciar seus efeitos sobre a metabolizacdo do glicogénio, quando sob
diferentes efeitos toxicos.

Palavras-chave: plantas, toxicas, patologia, necrose hepatica, aguda, crénica



ABSTRACT

Animal veterinary pathology is a very important area for scientific research, considering that,
the necroscopic exam allows wide range in the collection of materials for complementary
exams. The state of Santa Catarina has anual cattle herdo mortality of approximately 5%.
Data show that deaths by toxic plants account for 13.9% of total deaths, with an annual
variation of 8.5% to 24.3%. The average mortality of cattle in year by plant poisoning is
estimated at 34.573 number of head. Goal of study to evaluate liver through morphology
stereological methods in cattle affected by liver poisoning in an attempt to show its effects on

glycogen metabolism under different toxic effects.

Keywords: plants, toxic, pathology, hepatic necrosis, acute, chronic
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1 INTRODUCAO

Durante a Gltima década, o Brasil, permaneceu como um grande produtor e exportador
de carne e leite bovino. Considerando que a regido Sul do pais apresenta um rebanho bovino
que contribui significativamente, com grande parcela, para a ocupacdo do espago agrario,
sendo considerada presenca efetiva, tanto na economia, quanto na cultura dos estados
(LUCENA, et al., 2012).

Aproximadamente de 90% das analises de tecidos realizadas em bovinos no Brasil,
sdo provindas de animais criados em manejos extensivos ou semi-intensivo, caracteristica
importante para determinar a ocorréncia de algumas enfermidades. As doencas, condicoes e
distdrbios clinicopatoldgicos de animais de producdo tém sido avaliados e diagnosticados
cada vez mais ao longo dos anos, importantes em medicina veterinaria e particularmente em
patologia veterinaria (MENDES et al., 2018).

A patologia veterinaria animal é uma éarea de importancia relativamente alta para a
pesquisa cientifica, considerando que, o0 exame necroscopico permite uma maior abrangéncia
na coleta de materiais para exames complementares (viroldgicos, bacterioldgicos,
parasitoldgicos e toxicologicos). O exame post-mortem pode confirmar, esclarecer e/ou
modificar o diagndstico. Portanto, numerosos erros de diagnostico podem ser evitados ou
corrigidos se a necropsia for realizada (PEIXOTO & BARROS, 1998).

McConnel, em 2008, observou no Sul do Brasil, que as principais doengas que
acometem bovinos estdo diretamente ligadas as pastagens, além disso, cita, Santa Catarina
como sendo considerado o estado que apresenta a maior casuistica de morte devido as

intoxicagOes por plantas.

No Estado de Santa Catarina, a populacdo bovina é de 4.296.052 de cabecas (IBGE,
2019) e a mortalidade anual é de cerca de 5% (214.802). Dados mostram que as mortes por
plantas toxicas, em uma década, representam 13,9% do total de mortes, com uma variagdo
anual em média de 16% (GAVA, 2010). A mortalidade média de bovinos, por ano, devido a

intoxicagdes por plantas é estimada em 34.368 cabecas.
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Denomina-se planta toxica, todo vegetal, que introduzido no organismo, em condic¢des
naturais, capaz de causar danos, que refletem na salde e vitalidade do animal (MENDES et
al., 2018). O diagnostico nestes casos € realizado através da associacdo entre os dados
epidemioldgicos, observados na regido em que o animal vive e sinais clinicos, confirmados
através de vérios testes, como analises histologicas e respostas a tratamentos especificos
(TOKARNIA et al., 2012).

Sabe-se, que as enfermidades que acometem os animais de producdo tém origens
variadas. Diversos fatores podem ser considerados predisponentes, para intoxicagdo por
plantas, dentre eles, o principal é a fome, entretanto, ha relatos de que algumas plantas podem
levar ao vicio, além de ingestdo acidental, contaminacdo do feno fornecido aos animais no
cocho ou dieta pobre em fibras, que faz com os animais ingerirem planta, numa tentativa
compensatoria (TOKARNIA et al., 2012).

O figado e o sistema biliar estdo expostos a infeccBes e substancias causadoras de
lesGes através de trés vias principais: hepatdgena, biliar e penetracao direta. O 6rgdo recebe o
fluxo total da veia porta, e, como consequéncia, € afetado de forma intensa por
microrganismos potencialmente lesivos, que habitam ou penetram o sistema digestorio, e/ou
por substancias tdxicas tenham sido ingeridas ou produzidas pela microbiota intestinal
(CULEN, 2009).

O figado realiza vérias fungdes importantes, um axioma apresenta alteracbes ou
supressdes de mecanismos mais comumente afetados em casos de insuficiéncia hepatica, sao:
metabolismo de bilirrubina, dos acidos biliares, das gorduras, dos carboidratos e neutralizacdo
de substancias toxicas (SANTOS & ALESSI, 2016).

As manifestaces morfoldgicas de necrose hepatocelular, incluem necrose coagulativa
e litica. O dltimo tipo ocorre quando lesdes subitas (tdxicas ou hipdxicas) e intensas afetam os
hepatdcitos. Na necrose coagulativa, ha desnaturacdo das proteinas citoplasméticas o que
impede que as enzimas lisossomais liquefacam os componentes citoplasmaticos dos
hepatocitos (SANTOS & ALESSI, 2016).
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2 2. OBJETIVOS

2.1. GERAIS

O presente trabalho tem como objetivo estudar por métodos estereétipos da morfologia
hepatica em bovinos acometidos por intoxicacGes, na tentativa de evidenciar seus efeitos
sobre a metabolizagdo e sintese do glicogénio, quando, sob diferentes efeitos toxicos.

2.2. ESPECIFICOS

Verificar através das andlises histologicas, a diferenca da producdo de glicogénio
intracitoplasmatica em hepatdcitos de animais acometidos por intoxicacdes hepéticas agudas e

crénicas, levando em consideracao os diferentes estagios e diferentes agentes toxicos.

Analisar de forma comparativa a quantidade de glicogénio produzida pelos hepatocitos

saudaveis em relacdo aos hepatocitos afetados, devido aos principios toxicos de cada planta.

Correlacionar as diferencas entre a acdo de ocorre de forma abrupta, aguda e de forma

cronica. Quantificar a localizagdo e quantidade de glicogénio

Além disso, avaliar se ha diferenca na quantidade estimada de glicogénio em amostras
coletadas através de bidpsias, ou seja, onde os animais ainda estdo vivos e apds a morte,

através de necropsias.

2.3. DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

O presente trabalho foi desenvolvido entre periodo de junho a novembro de 2019,
inicialmente coletando dados e informagdes sobre os casos/amostras de necropsias por
intoxicacOes hepéticas recebidas, pelo LABOPAVE (Laboratério de Patologia Veterinaria -
UFSC), LAPA (Laboratorio de Patologia Animal - UDESC) e SPV (Setor de Patologia
Veterinaria - UFRGS).
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3 3. MANIFESTACOES PATOLOGICAS

No Brasil as plantas de interesse pecuério que afetam o figado, podem ser agrupadas
em: plantas que, sob condic¢des naturais causam intoxicagdo aguda com necrose coagulativa
do figado, dentre elas a Cestrum spp e Sessea sp., Vernonia e Xanthium, Dodanaea, e Trema;
plantas que, sob condicdes naturais causam cirrose hepatica, como o Senecio spp., Echium
plantagineum, Crotalaria sp. e Tephosia spp.. Além de plantas toxicas, hd também
micotoxinas produzidas atraves de fungos, como Aspergilus flavus e Aspergilus parasiticus e
a presenca da larva Perreya, que podem causar alteracdes semelhantes (TOKARNIA et al.,
2012).

No Sul do Brasil, as principais plantas hepatotoxicas de a¢do aguda sdo pertencentes
aos géneros: Cestrum, Xanthium, Trema, e ainda, a larva da vespa Perreya. As plantas de
acdo hepatotdxica cronica, de maior importancia na regido sul do pais pertencem ao género
Senecio conhecida popularmente como flor das almas (S. brasiliensis), que possui o principal

periodo de florescéncia no final de outubro e inicio de novembro.

Contudo, larvas de diferentes espécies de insetos himenopteros tém sido descritas
como tdxicas para animais domésticos. Perreyia flavipes, conhecida como bicho-da-chuva,
bicho-mata-porco, carestia, tem sido encontrada na Argentina, no Uruguai, e no Brasil
(SOARES, et al., 2008). A ingestdo da fase larval desses insetos tem sido reportada como

causa de necrose hepatica aguda em bovinos (JONCK, et al., 2010).

3.1. PLANTAS HEPATOTOXICAS AGUDAS

3.1.1. Cestrum spp.

O Cestrum spp., € um arbusto da familia Solanaceae, possui inflorescéncia amarela
(Figura 1) e é indicado como causador de mortes em bovinos no estado de Santa Catarina,
considerada uma planta toxica importante (FURLAN et al, 2008). Porém, também ja foi
descrita intoxicacdo no estado de Minas Gerais e a presenca da mesma em Sdo Paulo. Esta
planta ocorre principalmente no Planalto Catarinense e Alto Vale do Itajai, com habitat em
capoeiras (TOKARNIA et al., 2012).
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Dentre as espécies animais, apenas 0s bovinos sdo mencionados como sensiveis, tanto
em condi¢Bes naturais como experimentais. A intoxicacdo ocorre decorrente de periodos
extensos de escassez de alimento, podendo variar o periodo dos surtos nas diferentes regides,
devido as acdes climaticas (GAVA, 2010).

A ingestdo de 35g/kg é considerada letal para bovinos, quando ingerida em uma Unica
vez, contudo, em experimentos realizados pela Universidade Estadual de Santa Catarina em
1991, demonstra que ha efeito acumulativo da planta em doses diarias que variam de 2,5g/kg
a 5g/kg, levando ao Obito apds 23 e 14 ou 19 administracdes respectivamente. Contudo, 0
principio tdxico ainda é desconhecido (TOKARNIA et al., 2012).

Em analises experimentais, os sinais clinicos aparecem cerca de 7 horas apos a
ingestdo da planta, que se caracterizam por anorexia, congestdo da esclera e da conjuntiva,
atonia do ramen, dificuldade de locomocdo, salivacdo, globos oculares retraidos, cabeca baixa
ou apoiada em obstaculos, dectbito com a cabeca voltada para o flanco ou estendida sobre o
solo, opistotono, movimentos de pedalagem, tremores musculares, fezes pastosas e escuras ou
em formas de esferas, com muco e sangue, orelhas caidas, ranger de dentes e gemidos
(TOKARNIA et al., 2012).

Nos achados da necropsia pode-se observar figado levemente amarelado, com
pequenas hemorragias subcapsulares arredondadas e com aspecto de noz moscada, evidente
na superficie de corte com mais clareza. Edema da parede da vesicula biliar, ressecamento do
omaso, colon e reto, por vezes envoltos por muco e em alguns casos por sangue. Sulfusées na
serosa do rumen, omaso, intestino, assim como, equimoses no sulco coronario e no
endocardio do ventriculo esquerdo (TOKARNIA et al., 2012).

As anélises histopatologicas revelaram necrose hepética, frequentemente afetando
todo o I6bulo, caracterizada por eosinofilia citoplasméatica dos hepatdcitos, com nucleos
picnoticos e em cariorrexe, por vezes, presenca de esteatose dos hepatocitos (FURLAN et al.,
2008)

Existem relatos de algumas tentativas de tratamentos a base de purgante oleoso e
glicose por via endovenosa. A profilaxia consiste em erradicar o arbusto das pastagens, ou
evitar 0 acesso dos animais as regides infestadas ou com escassez de pasto (TOKARNIA et
al., 2012).
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Figura 1: Cestrum corymbosum, inflorescéncia amarela, Lages, Santa Catarina, Brasil. Cestrum intermedium,

lomeré, Santa Catarina, Brasil (Autor, 2019).

3.1.2.  Xanthium spp.

Xanthium género que pertence a familia Asteraceae, considerada planta herbacea ou
subarbustiva, também chamada popularmente de “figo-bravo ou fumo-bravo” pelos
agricultores Catarinenses, € uma planta invasora de cultura e terras ndo cultivadas, porém,
ocorre principalmente em areas que ficam submersas durante parte do ano, préximo a lagos,
rios ou areas inundadas (Figura 2). Alguns taxonomistas reconhecem diferencas entre
géneros, encontradas nas estruturas do fruto, conhecido como carrapicho. Entretanto, a
toxicidade € similar entre todas as espécies (RIET-CORREA et al., 2007).
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Figura 2: A: Xanthium spp. proximo a area alagadica com brotacdo da planta; B: planta adulta com frutos
(carrapicho), Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil (Autor, 2019).

Esta intoxicacdo € relatada em diversas espécies de animais domésticos, com mais
frequéncia em estados norte americanos, no Brasil, ocorre principalmente na regido Sul. A
forma natural se da pela ingestdo no periodo de brotacdo da planta ou pelos frutos, em
bovinos, misturados acidentalmente ao alimento fornecido no cocho. Contudo, pode acometer

outras espécies, como: suinos, ovinos e equinos (MENDES et al., 2018).

Além do principio toxico, segundo Mendes (2018) (apud Cole et al. 1980), é o
carboxiatractilosideo, confirmado através de espectroscopia, que conforme o desenvolvimento
da planta diminui; esta, possui alta palatabilidade para os animais. Sendo que, a dose letal
para bovinos é de 7,5 a 10 g/kg, na fase cotiledonaria, todavia, ndo possui efeito acumulativo
(MENDES et al., 2018).

Em intoxica¢bes que ocorrem de forma natural, os primeiros sinais clinicos foram
observados 24 horas ap0s a ingestdo da planta, contudo, quando ocorre a ingestao da planta os
sinais podem aparecer em cerca de 3 horas. O animal pode apresentar anorexia,
hipomotilidade, do rimen, apatia, incoordenagdo motora, tremores musculares, agressividade,
salivacdo, decubito e morte (TOKARNIA et al., 2012).

Os achados de necropsia consistem em figado com padrao lobular acentuado, edema
perirrenal, ascite, hidrotorax, contetdo de ceco e colon ressecado, recoberto de muco e sangue



23

coagulado. As principais lesdes histoldgicas, no figado sdo necrose centrolobular e
vacuolizagdo dos hepatdcitos (RIET-CORREA et al., 2007).

N&o ha tratamento especifico, porém, a administracdo de substancias gordurosas, se
aplicadas pouco tempo ap0Os a ingestdo, podem prevenir a intoxicacdo. Como medida
profilatica, recomenda-se manter os animais fora de areas infestadas pela planta jovem, e/ou
onde os alimentos sdo escassos. A planta é facilmente controlada com herbicida (RIET-
CORREA et al., 2007).

3.1.3. Trema micrantha

Trema micrantha é uma planta arborea distribuida amplamente no Brasil (PAVERINI
et al., 2013). O género Trema inclui espécies de arvores de crescimento rapido que sdo
utilizadas como pioneiras em sistemas de reflorestamento depois de queimadas e na
recuperacdo ambiental de areas degradadas (TRAVERSO et al., 2004), folhas apresentam
bordos serrilhados (Figura 4) e textura aspera.

Arvore da familia Ulmaceae, popularmente conhecida como “periquiteira”, €
encontrada principalmente em éareas abandonadas, em quase todos os estados do Brasil,
todavia 0 acesso para 0s animais € restrito, devido a altura. Foi reproduzida
experimentalmente em bovinos, em 2004 por Traverso, é caracterizada por possuir alta

palatabilidade. Surtos ocorrem apds queda ou corte da arvore na pastagem.

Nas espécies que a intoxicacdo experimental ja foi realizada o quadro clinico-
patoldgico observado é de insuficiéncia hepética aguda. Além da lesdo hepética, ovinos que
receberam sub-doses sucessivas da planta desenvolveram graves lesGes pulmonares
(WOUTERS et al., 2013; PAVERINI et al., 2013).

Doses Unicas de 54 e 106 g/kg de folhas frescas, causam intoxicagdo letal, entretanto
ndo demonstra efeito acumulativo, quando administrada em fragdes (TOKARNIA et al.,
2012). Os principais achados de necropsia sdo observados no figado, moderadamente
aumentados e com padréo lobular evidente (PAVERINI et al., 2013), caracterizadas por areas
vermelhas escuras, deprimidas, delimitadas por areas claras e hemorragias aleatorias

(TRAVERSO et al., 2004) e no sistema nervoso central (SNC), com multiplas areas
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amareladas, focos de malécia e hemorragia, principalmente, no tronco cerebral e cerebelo
(PAVERINI et al., 2013).

Ao exame histologico observa-se, no figado, necrose massiva de hepatdcitos,
caracterizam-se por desorganizacdo dos corddes de hepatocitos com eosinofilia intensa de
citoplasma, e perda de bordos citoplasmaticos, com nucleos em picnose, caridlise e cariorrexe
(TRAVERSO et al., 2004) acompanhada de congestdo e hemorragia centrolobular, por vezes,
necrose hepatica centrolobular associada a degeneragdo vacuolar dos hepatdcitos (GAVA et
al., 2010) e proliferagdo moderada de ductos biliares (TRAVERSO et al., 2004). No SNC, h&
tumefacdo neuronal, satelitose, edema perineuronal, perivascular e na camada molecular do
cerebelo (GAVA et al., 2010).

Figura 3: Arvore de Trema micrantha, aspecto rendilhado dos bordos das folhas. Porto Alegre, Rio Grande do
Sul (Autor, 2019).

3.1.4. Intoxicacdo Hepética Aguda por Larva de Perreya spp.

A ingestdo na fase larval destes insetos tem sido reportada, como causa de intoxicagdo
hepética aguda em pelo menos quatro paises (RAYMUNDO, 2008). As larvas aparecem nas
pastagens a partir de marco, apresentam coloracéo preta brilhante (Figura 5). Alimentam-se
de matéria vegetal em decomposic¢do, folhas secas e fezes de bovino secas. Dois principios
toxicos tém sido isolados das larvas de P. flavipes: pergidina, que é um heptapeptideo
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contendo um residuo fosfoseril e lofirotomina que é um octapeptideo. Experimentalmente a
dose toxica de larvas para bovinos foi reproduzida com 40g/kg de peso vivo e a morte ocorreu
em 24 horas (SOARES et al., 2008).

Os sinais clinicos observados caracterizaram-se por depressdo, prostracdo, ictericia
discreta, dectbito com movimentos de pedalagem e coma. A morte ocorre apds curso clinico
de 24-48 horas (SOARES et al., 2008). Segundo Raymundo (2008) os sinais apresentados sao

inespecificos, porém com mais frequéncia observa-se fraqueza, depressdo e anorexia.

Achados de necropsia também sdo considerados inespecificos por alguns autores,
(RAYMUNDO, 2008), porém, frequentemente observa-se o aumento do padrdo lobular
hepatico, além de lesGes hemorragicas no figado, coracdo e presenca de liquido nas cavidades
corporais, aléem disso, pode ser observada ictericia. Alguns animais apresentam retencdo
biliar, com distensdo da vesicula e edema da parede, que se estendia até o colédoco e
mesentério adjacente. Ao observar o conteldo dos pré-estbmagos alguns animais
necropsiados, demonstrou a presenca de fragmentos ndo digeridos das larvas, geralmente
cabeca e por¢des do corpo (SOARES et al., 2008).

Histologicamente, observa-se necrose hepéatica hemorragica com padrdo centrolobular
e por vezes estendendo-se a regido mediozonal (SOARES et al., 2008). Em casos mais
severos apresentam congestdo e hemorragia de forma massiva e circundando as &reas de
necrose, vacuolizacdo dos hepatécitos (RAYMUNDO, 2008). O tratamento e prevencao das

toxinas € pouco eficaz, nestes casos ou apresenta elevado custo, sendo pouco conhecido e



utilizado (RAYMUNDO, 2008).
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Figura 4: Larvas de Perreya flavipes, agrupadas em coluna sobre a pastagem (RAYMUNDO, 2008).

3.2. PLANTAS HEPATOTOXICAS CRONICAS

3.2.1. Senecio brasiliensis
Plantas do género Senecio sdo nativas em varias regides do mundo (Figura 6) e

consideradas causadoras de uma enfermidade de carater enzodtico em bovinos, com
importante reflexo na producdo animal, acometendo principalmente, bovinos e equinos. O
principio tdxico da espécie inclui um potente grupo de hepatotoxinas, conhecidas como
alcaldides pirrolizidinicos (MENDES et al., 2018).

A intoxicagdo por Senecio constitui-se como uma das principais causas de mortes em
bovinos adultos no estado do Rio Grande do Sul. Sabe-se, que a ingestdo diaria entre 0,6 a5 g
de planta verde por kg de peso vivo, por 08 meses, é suficiente para provocar lesdes hepaticas
progressivas e irreversiveis (BASILE et al., 2005).

A evolucdo da doenca na forma aguda a morte ocorreu entre 22 a 25 horas apos a
ingestdo da planta e subaguda entre 16 e 21 dias; casos cronicos apresentaram sinais clinicos
gue podem ser observados de 2 a 92 dias apds a ingestdo da planta. Os animais demonstram
depressdo, diarreia com fezes escuras liquidas associada a tenesmo e por vezes pode ser

observado prolapso de reto. Os sinais nervosos caracterizam-se pelo andar cambaleante ou em
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circulos, agressividade, apoio da cabeca e paraplegia, menos comum, além disso, todos 0s
animais apresentam emagrecimento progressivo (MORAES, 2019).

Figura 5: Senecio brasiliensis, evidenciando a forma arbustiva, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, e sua

respectiva floracdo (inferior esquerdo) Lages, Santa Catarina(Autor, 2019).

No sistema nervoso central, ha focos de malacia e satelitose leve, estas lesdes, sdo
provocadas secundariamente, pela incapacidade do figado lesado em metabolizar a amoénia,
sendo assim, a hiperamonemia determina as lesbes cerebrais, denominada encefalopatia
hepéatica (KRABBE et al., 2015).

Durante a necropsia pode-se observar graus variaveis de fibrose hepatica, podendo ou
ndo estar acompanhada de lesdes necro-hemorragicas, vesicula biliar dilatada e edemas
viscerais cavitarios. Os achados microscépicos condizem com hepatomegalocitose, fibrose e
hiperplasia de células epiteliais dos ductos biliares, resultam da agdo dos alcaldides presentes
na planta ingerida. As lesdes degenerativas e inflamatorias podem apresentar diferentes graus
de severidade (TOKARNIA et al., 2012).
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3.3. METABOLISMO DO GLICOGENIO NO FIGADO
O figado tem papel essencial para diversos metabolismos, sendo que o glicogénio é
um componente importante do hepatocito, que em microscopia eletrénica se apresenta sob a
forma de granulos grosseiros, geralmente localizados na zona do reticulo endoplasmatico liso,
funcionando como um depdsito que o hepatdcito mobiliza quando ocorre hipoglicemia
(CULLEN, 2009).

O exercicio e condi¢bes anormais, como hipdxia e acidose, reduzem a quantidade do
glicogénio no figado. Além disso, o conteldo de glicogénio hepético fica sob regulacdo
enddcrina, a adrenalina e o glucagon possuem atividade glicogenolitica, e a insulina e 0s

glicocorticdides favorecem o acimulo do glicogénio hepatico (DUKES, 2006).

Dentre algumas mudancas que podem afetar o metabolismo hepaético, as alteracGes na
concentragdo de hormonios circulantes tém efeitos diretos no metabolismo do glicogénio
(insulina, glucagon e catecolaminas), alteracfes na sensibilidade do hepatocito a horménios
glicogenoliticos e alteracbes na oferta de glicose ou precursores glicogénicos ao figado
(ENGELMAN et al., 2001).

O glicogénio representa a forma de armazenamento de aclcares na célula animal,
sendo estocada naturalmente no hepatocito. Em sua dindmica metabdlica ocorre participacao
de receptores, horménios e enzimas que mantém e equilibram 0s niveis séricos desse

componente.

3.4. DIAGNOSTICO
O diagndstico dessas intoxicacdes se realiza através dos dados epidemioldgicos, pela
presenca da planta, sinais clinicos, as lesGes macroscdpicas, e as alteragdes histologicas do
figado. Deve-se fazer diagnostico diferencial com doengas que afetam o sistema nervoso
central, incluindo raiva (RIET-CORREA et al., 2007).

O fato de que as mortes podem ocorrer durante um periodo prolongado de tempo, esta
relacionado a intoxicagdes cronicas, muitas vezes, varios meses ap0s 0S animais terem
deixado de ingerir a planta, sem apresentarem sinais clinicos até pouco tempo antes da morte,
deve ser considerado no diagnoéstico (RIET-CORREA et al., 2007).
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Os testes de funcdo hepatica, principalmente a determinacdo de gamaglutamil
transferase (GGT), assim como estudos histologicos de bidpsia hepética, também podem ser
eficientes para estabelecer o prognostico, nos animais ainda ndo afetados clinicamente
(SOARES et al., 2011). Além disso, diferencial com doencgas que causam ictericia, como

babesiose e anaplasmose devem ser considerados (RIET-CORREA et al., 2007).

4 ESTUDO DE CASO

4.1 MATERIAIS E METODOS

No estudo foi utilizado a auxilio de microscopia Optica, para analise dos cortes
histoldgicos de figado com especial atengcdo ao componente de glicogénio, a sua distribuicéo e
relacdo com parte da unidade funcional hepatica, evidenciado pela técnica do PAS (&cido

periddico e reativo Schiff), marcando-o fortemente em roxo, sem amilase.

Foram analisadas 58 amostras histologicas de figados com diferentes alteracoes
hepaticas por principios toxicos, dentre elas, a principal foi necrose, além de infartos, fibrose
e congestdo. Os cortes foram corados através da coloracdo de PAS, para evidenciar o
glicogénio intracitoplasmatico e em seguida avaliados em microscopia de luz e fotografados
com auxilio do programa Laz Es e a analise quantitativa através do Software ImageJ
conforme demonstrado na Figura 8.
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Figura 6: Analise de &rea estimada com presenca de glicogénio, corado fortemente em roxo através da coloragao
de PAS e evidenciado po contraste e saturagdo pelo software ImageJ.

A andlise quantitativa, consiste na marcacéo, através do software de areas de producéao
de glicogénio, as quais diferem da coloragdo do restante do corte, podendo assim, ser medida
através de diferencas de contraste.

Os mat,

eriais foram coletados em trés locais diferentes, 40 amostras foram adquiridas através de
biopsias hepaticas pelo Laboratério de Patologia Veterinaria (LABOPAVE), da UFSC,
Campus Curitibanos, e os demais adquiridos em necropsias, 11 casos de intoxicacGes por
plantas hepatotoxicas e 2 casos de intoxicacdo por Perreya, realizados no SPV-UFRGS e 04
casos de intoxicacBes por plantas hepatotdxicas e 1 caso de intoxicacdo por Perreya no
LAPA-UDESC (Quadro 1).

Quadro 1: Levantamento dos principais agentes hepatotoxicos nos estados do Rio

Grande do Sul e Santa Catarina e suas principais lesdes microscopicas.

Nome Quantidade |Leso histologica

Cestrum sp. 4 necrose hepatica lobular

Xanthium sp. 1 necrose centrolobular e vacuolizagédo
Senecio brasiliensis 5 cirrose e proliferacdo de ductos biliares
Trema micrantha* 3 necrose hepética massiva e desorganizagao
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Perreya sp.** 3 necrose hepéatica hemorrégica

* acometimento em equinos **Larva heminoptera

Destas 58 amostras, obteve-se 573 imagens atraves do programa Las Ez. E as mesmas
foram avaliadas e quantificadas pelo ImageJ, onde, cada ponto de glicogénio através do PAS,
fortemente marcado, € somado e determina-se a area de producéo (granulos (AREA)), o valor
considerado a area total corresponde a 3145728 (obtido através do ImageJ (100% pixel)), a
partir destes valores, obtém-se a porcentagem de area de producédo de glicogénio (AREA/area
total*100) (Figura 8). Para obter a porcentagem do érgdo afetado associa-se a area restante de
armazenamento, e subtrai 100 do valor obtido anteriormente (area de producédo de glicogénio
-100).

Apds a coleta as amostras dos orgaos foram fixadas em solucdo de formalina neutra a
10%. Do material coletado, foram realizados cortes histolégicas com 3um de espessura,
coradas pela técnica da hematoxilina-eosina conforme a rotina do laboratorio e os cortes
histolégicos de figado foram corados com PAS (acido periddico e regente de Schiff).
Realizou-se o estudo morfométrico para quantificar o glicogénio hepatico, utilizando as
preparacdes histologicas pela coloracdo supracitada, em campos de maior aumento (200x e

400x), ja que se trata de um elemento intracitoplasmatico.

O método de bidpsia utilizado foi introducdo da agulha no 11° espaco intercostal
direito, cerca de 20 cm abaixo da linha do dorso, no cruzamento de uma linha imaginaria
entre a tuberosidade externa do ileo e a escapula e outra linha perpendicular ao 11° espaco
intercostal; esse ponto corresponde a posicao topografica do lobo direito do figado, conforme
demonstrado na Figura 9 (BARROS, et al., 2007).

Ainda, avaliou-se a condicdo corporal de cada animal biopsiado, ciclo reprodutivo; em
casos que apresentavam sinais de fotossensibilizacdo, estes dados também foram registrados.
Dos 40 animais apenas 1 apresentou sinais clinicos caracteristicos de fotossensibilizagdo
hepética, porém a propriedade apresentava historico de perda de alguns animais devido a
intoxicacdo por Senecio, sugere-se entdo a bidpsia do rebanho (Quadro 2), ja que testes
laboratoriais da funcdo hepatica nem sempre sdo indicadores confiaveis de animais afetados
de forma subclinica (BARROS et al., 2007).
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Figura 7: Diagrama mostrando o ponto para a introducdo da agulha de bidpsia, no cruzamento de duas linhas

imaginarias: uma que vai da tuberosidade do ileo a escdpula (A-B) e outra perpendicular ao 11° espago
intercostal (BARROS et al., 2007).

Quadro 2: Achados epidemiologicos, patologicos e clinicos dos animais
suspeitos de intoxicacdo por Senecio sp. na Regido Centro-Oeste do estado de
Santa Catarina.

# [Brinco Condicdo |Gestacdo Observacdes

1 1792604 3 Vazia CL,; ciclando; Fotossensibilizagédo

2 |519982 4 Vazia Ciclando em cio

3 |792745 4 Vazia Ciclando

4 786671 4 Prenha [--------m-m-m--

5 1456413 4 Vazia CL; ciclando

6 (182588 4 Vazia CL; ciclando

7 1519974 4 Vazia CL; ciclando

8 (211901 4 Prenha [----------m----

9 1696693 4 [ Touro

10(792693 4 Prenha [--------m-m-m--

11|649147 4 Prenha(v)  [---------------

121433422 4 Prenha(v)  [---------------

131989488 4 Prenha(v)  [|---------------




141270131 4 Vazia Ciclando

15(066964 4 |- Endometrite; CL

16|067007 4 Vazia CL; ciclando

171614802 4 Prenha = [--———-ooommo-

18]105310 3 Vazia Foliculo; Fotossensibilizagdo

19(692276 4 Prenha |---—meomme-

201182601 4 Vazia CL; ciclando

211792610 4 Vazia CL; ciclando

221997581 3 Prenha [---m—memmmem -

231215384 4 Prenha(v)  [------------—--

241066981 4 Prenha(v)  [---------------

25182623 3 Prenha(v)  [---------------

261614803 3 Prenha =  [--———meomme-

271989484 3 Prenha(v)  [------------—--

281792606 4 Prenha(v)  [---------------

291792613 4 Prenha(v)  [---------------

301182621 3 Prenha =  [--———-emmmeee

31(182578 3 Prenha(v)  [------------—--

321692135 4 Prenha(v)  [------------—--

331182574 3 Prenha =  |--——mmemmmmmeee

341696650 3 Vazia Foliculo

35(696671 3 Prenha(v)  [---------------

36(997575 3 Vazia Foliculo (vaca que escapou)

371182614 5 Vazia Fotossensibilizagdo,  foliculo  pequeno;
mucosa palida

381182600 3 Vazia Fotossensibiliza¢do, ovarios sem nada

391696502 4 Prenha(v)  [---------------

401614798 4 Prenha(v) Néo realizou bidpsia, febre 39,3 °C
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As biopsias hepaticas foram realizadas no municipio de Brunopolis, no Centro-Oeste

do Estado de Santa Catarina, e, de forma geral, as andlises histoldgicas apresentam

fragmentos medindo em média 0,5 X 0,2 cm, com consisténcia macia, na maioria, aspecto

gelatinoso e coloragdo marrom escuro.
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A metodologia de diagnostico histolégico se deu a partir da avaliacdo da quantidade
de fibrose (0-3), megalocitose (0-3), proliferacdo ductos (0-3) e células binucleadas (0-1), e, a
partir da somatoria dos fatores, foram definidos em graus, de acordo com cada animal, que
variou de 0 a 10 pontos. Portanto, amostras com soma de 1 ponto, equivalem a lesdes pouco
significativas, lesdes leves de 2 a 4 pontos, lesbes leves a moderadas, 5 pontos; lesGes
moderadas, entre 6 e 8 pontos; lesdes acentuadas, 10 pontos. De todas as amostras avaliadas,
42,5% (17/40) ndo apresentaram alteracOes significativas, ou seja, somatorio zero (Quadro
3).

Quadro 3: Achados microscopicos em figados bovinos com suspeita de intoxicagdo por
Senecio sp. submetidos a biopsias hepaticas na Regido Centro-Oeste do estado de Santa
Catarina.
Histopatologia
# | Brinco | _ Proliferaca Célula o
Fibrose | Megalocitose ) Somatorio
0 ductos binucleada
1 | 792604 3 3 3 1 10
2 | 519982 0 0 0 0 0
3 | 792745 0 1 1 1* 3
4 | 786671 0 1 1 1 3
5 | 456413 0 0 0 0 0
6 | 182588 0 0 0 0 0
7 | 519974 3 3 3 1 10
8 | 211901 0 0 0 0 0
9 | 696693 0 0 0 0 0
10 | 792693 0 1 0 0 1
11 | 649147 1 2 1 1 5
12 | 433422 0 1 0 0 1
13 | 989488 0 1 0 0 1
14 | 270131 0 0 0 1 1
15 | 066964 0 1 0 1 2
16 | 067007 0 0 0 0 0




17 | 614802 0 0 0
18 | 105310 2 1 7
19 | 692276 0 0 1
20 | 182601 0 0 0
21 | 792610 0 1 2
22 | 997581 2 1 6
23 | 215384 0 0 0
24 | 066981 0 0 0
25 | 182623 0 0 0
26 | 614803 0 0 0
27 | 989484 0 0 0
28 | 792606 0 1 2
29 | 792613 Amostra inconclusiva
30 | 182621 2 1 6
31 | 182578 0 0 0
32 | 692135 2 1 5
33 | 182574 0 0 0
34* | 696650 1 1 3
35 | 696671 0 1 1
36 | 997575 2 1 5
37 | 182614 3 1 10
38 | 182600 2 1 6
39 | 696502 0 0 0
40 | 614798 Amostra inconclusiva

35
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4.1.1 Colorac0es especiais

Os corantes sdo compostos organicos constituidos por ciclicos aromaticos e a sua
associacdo a moléculas maiores resultando em transicdes que originam cor. Os corantes
bésicos ligam-se preferivelmente a cromatina e as proteinas nucleares, estas estruturas séo
denominadas de basdfilas. Os corantes acidos tém uma afinidade particular para o citoplasma
das células e substancias essenciais, denominadas de aciddfilas. Os corantes neutros sao
correspondentes aos dois compostos das suas moléculas (o &cido e o bésico). Os corantes
indiferentes ndo possuem grupos capazes de formar sais; sdo em geral insollveis em &gua,

mas sollveis em solventes organicos (MARTINS et al., 2015).

4.1.1.1 Coloracao Acido Periodico-Schiff (PAS)

As técnicas de coloracBes especiais sdo utilizadas para aprimorar 0s conhecimentos
dos tecidos e a visualizacdo microscopica destes. Nos tecidos conjuntivos, mucos e laminas
basais, podendo diferenciar tipos de doencas de estocagem de glicogénio, indicativos de

algumas neoplasias e infecciosas (MARTINS et al., 2015).

Esse método é usado principalmente para identificar o glicogénio em tecidos. O
reagente atua fixando-se seletivamente em determinadas estruturas celulares, conferindo a
elas diferentes graus de absorcdo da luz incidente e possibilitando a identificacdo de suas
alteracOes. A realizacdo do acido periddico oxida os residuos de glicose, produzindo aldeidos
que reagem com o reagente de Schiff e produz uma cor parpura-magenta (MARTINS et al.,
2015).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

A Dbiopsia hepética é indicada para identificar bovinos com suspeita de lesGes
hepéticas, sem sinais clinicos, e pode apresentar valor prognostico, uma vez que, se acredita
que as lesbes hepaticas evoluem para insuficiéncia hepatica e morte. Tais bovinos podem ser
selecionados pela bidpsia hepéatica e enviados para o abate antes de desenvolverem os sinais
clinicos graves e progressivos, minimizando assim os prejuizos ao produtor (BARROS et al.,
2007).

Em um estudo feito por Barros et al., em 2007, com quadro de intoxicagao por Senecio
spp. em bezerros, apresenta coeficientes de morbidade e mortalidade respectivamente de 19,3
e 17,9%. Dados estes, que aproximados aos encontrados, ja que dentre os resultados obtidos
através das bidpsias apenas 7,5% apresentaram lesdes graves e 10% lesbes moderadas, ou
seja, 17,5%, justificativa de morbidade do rebanho, além disso, 15% apresentam lesdes leves,
que tendem evoluir.

Das biopsias coletadas, 40% (16/40) ndo apresentaram alteracGes hepaticas
significativas, zero pontos no somatério, 15% (6/40) apresentaram lesdes pouco
significativas, ou seja, apenas um 1 ponto do somatério, 15 % (6/40) apresentaram lesGes
leves 2 a 4 pontos no somatorio, 7,5% (3/40) lesbes leves a moderadas, 5 pontos no
somatorio, 10% lesdes moderadas, entre 6 e 8 pontos (4/40) e 7,5% dos casos apresentaram
lesbes acentuadas (3/40), somatdrio maximo de 10 pontos e 5% das amostras apresentaram-se
inconclusivas, ou seja, ndo houve presenca de tecido hepatico para anélise.

Barros cita (2007) 92,8% de letalidade dos animais coletados, sendo essencial o exame
para indicar a destinacdo ao abate dos animais, considerando que, mais de 20 % os animais ja
apresentam lesdes caracteristicas e progressivas da enfermidade. O ciclo reprodutivo dos

animais nao apresentou correlacdo com as alteracbes microscopicas observadas, da mesma
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Figura 8: Fragmentos hepaticos (SOMATORIO 10), com acentuada fibrose e melagocitose associada a
proliferacdo de ductos biliares, obj. 20x, PAS (A e C). Figado, fibrose acentuada associada a megalocitose e

necrose, evidenciagdo de raros granulos de glicogénio no interior de hepatdcitos, obj. 40x, PAS (B e D).

Para analisar a quantidade do O6rgdo afetada, realizou-se andlise de
aproximadamente 10 imagens por amostra, em Varias objetivas, mas, principalmente em

aumento de 200x e 400x para melhor visualizagdo das alteragdes.

Para mensurar a porcentagem do parénquima hepatico afetado, utilizou-se a avaliagao
de 573 imagens obtidas através do programa Las Ez. Pode-se observar, a partir da média
estimada para determinada espécie de planta de acéo cronica, o Senecio, que, quanto maior o
estagio da doenca, menor serd o desenvolvimento das funcGes fisioldgicas e metabdlicas do
6rgdo, como elucidado no Gréfico 1 as alteragdes causam um grau crescente de lesdes no

orgao levando a uma disfungéo e insuficiéncia do mesmo.
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Porcentagem de Area sem produgio e
armazenamentos de glicogénio
84%
79% 79%
I 72%
I I 65% 64%
A(10) MA(6-8) M(5) L(2-4) LPS(1) SA(0)

Gréfico 1: Anélise referente as 40 bidpsias hepaticas, consideradas suspeitas de intoxicagdo crdnica por Senecio,
apresenta crescente relacdo as areas afetadas em porgOes hepéticas quando relacionadas ao somatorio de

alteracdes.

Dentre as 573 imagens, 366 equivalem as imagens provenientes de bidpsias, das quais,
38 amostras apresentam material suficiente para analise. Dentre as amostras que apresentam
lesGes consideradas acentuadas, em média demonstram, 84% do o6rgdo foi afetado, em lesGes
moderadas apresentam acometimento de 79%, ja as lesdes leves e pouco significativas em

média apresentam 46% de producdo e armazenamento efetivo, ou seja, 64% de acometimento.

Em casos submetidos a necropsia, 0 exame macroscopico de animais com suspeitas de
intoxicagdo hepética crdnica, o0 mais comum no sul do Brasil é Senecio, apresenta-se com 91%
do orgdo afetado, no qual se observa principalmente figado moderadamente diminuido de
tamanho, com acentuada atrofia dos lobos hepaticos, firme e palido (Figura 11) (PANZIERA
et al., 2017). Histologicamente, em espacos periportais observa-se proliferacdo acentuada de
tecido conjuntivo fibroso (Figura 10B), por vezes formando pontes, estas areas associadas a
moderada proliferacdo de ductos biliares (Figado 10D), bem como discreto infiltrado
inflamatério multifocal de linfécitos. Ainda observam-se frequentes hepatdcitos
acentuadamente tumefeitos, apresentando acentuada cariomegalia (megalocitose) (Figado
10C). Estas células apresentam, de forma moderada difusa, microvacuolos

intracitoplasmaticos.
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Figura 9: A: Superficie de corte do figado de bovino observe a leve irregularidade do parénquima e a presenca
de &reas mais claras intercaladas com &reas avermelhadas. B: (B) Superficie de corte do figado do bovino da
figura A. Esse representou o primeiro padrdo de lesdo hepatica observado nesse surto (Padrdo 1). Note que o

parénquima hepético esta difusamente alaranjado (PANZIERA et al., 2017).

Dentre as intoxicagfes que causam necrose aguda no sul do pais, estdo: Cestrum spp.
(FURLAN et al.,, 2008), Perreya spp. (JONCK, et al., 2010), apresentam alteracdes
semelhantes nos exames post-mortem, Xanthium spp, afeta principalmente suinos e Trema
micrantha, que acomete equinos (GAVA et al., 2010). Macroscopicamente, em todos 0s casos
o figado apresenta-se aumentado de tamanho, com acentuada evidenciacdo do padrdo lobular.

As principais lesGes observadas nas amostras de intoxicagfes supracitadas sao necrose
hepatica aguda (JONCK, et al., 2010), predominantemente em regides centrolobulares (RIET-
CORREA et al.,, 2007) e estendendo-se a regido mediozonal (SOARES et al., 2008), ha
vacuolizacdo e tumefacdo hepatocelular (RAYMUNDO, 2008). Ainda nota-se de maneira
multifocal aleatéria megalocitose além de hiperplasia de ductos e areas discretas de
leucocitoestase (ASSIS et al., 2010), algumas vezes apresentando hemorragias, sendo que 0s

graus de severidade podem variar.

As 207 amostras restantes, equivalem as lesbes hepaticas de animais submetidos a
necropsia, conforme mencionado anteriormente, destas, as plantas com caracteristicas de
intoxicacdo hepética aguda, apresentaram um grau elevado de comprometimento do 6rgao de
forma geral, 93% em animais intoxicados por Trema micrantha, 92%, 91 %por larva de
Perreya e 86% por Cestrum spp. (Gréafico 2), dados estes, que corroboram com Radostits
(2002), este, afirma que um dos efeitos primarios da lesdo hepatica aguda grave é uma

precipitada queda da glicose sanguinea, podendo ser acompanhada por sinais nervosos.
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Das amostras coletadas através de necropsias, pode-se observar maior perda de fungéo e
metabolismo hepético tanto em casos agudos como crénicos. Casos agudos que acometem
extensas partes dos cortes avaliados apresentam-se com elevadas taxas afetadas, como
destaques, Trema (casos diagnosticados em equinos).Ja em casos de intoxicacdo cronica, as
areas afetadas sdo consideradas multifocais, sendo assim, a média aritmética mantém os

resultados elevados, como apresenta os casos de intoxicacdo por Senecio (Gréfico 2).

Aproximadamente 50% das mortes causadas por plantas toxicas devem-se a intoxicacdo
por diversas espécies de Senecio (KARAM et al., 2004), planta de carater cronico, apresenta
lesGes aleatorias, porém, média permaneceu elevada, considerada severa, intensas e/ou
massiva, cerca de 91% do orgao afetado, dados estes superiores aos demonstrados nas coletas
através bidpsias, podendo estar associado com a severidade da lesdo, porém corroboram com as
descrigdes em bovinos (BASILE et al., 2005) equinos (PILATI & BARRQOS, 2007) e aves
(BIFFI, 2017), que relatam alteracGes hepaticas histoldgicas severas e intensas, acentuadas e

intensas respectivamente. (Grafico 2).

94%

92%

90% M Senecio
H Xanthium
88%
M Cestrum
86% H Perreya
HTrema
84%
82% T T T T

Senecio  Xanthium  Cestrum Perreya Trema

Grafico 2: Andlise referente as 18 amostras hepaticas em necropsias, consideradas suspeitas de intoxicacéo

hepatotdxica aguda e cronica.

Em bovinos que receberam suplementagdo os niveis de glicogénio hepatico variaram
entre 86,8 a 168,4 umol/g, citado por Burns (2014) (apud DAMGAARD; WEISBJERG,;
LARSEN, 2013), além disso, cita que animais submetidos a estresse apresentam niveis de

glicogénio hepatico inferiores niveis séricos.
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Observa-se, nos animais submetidos a bidpsia discreta quantidade a mais de
glicogénio intracitoplasmético, marcado através de coloracdo de PAS, quando comparados a
animais submetidos a necropsia, apenas 7% de diferenca, ou seja, 0s animais necropsiados
apresentam severo comprometimento hepatico e sistémico. Sendo assim, € provavel que
devido as alteracfes que desencadeiam a morte, estes animais tenham tido maior demanda de

glicogénio, fazendo com que o estoque de armazenagem do mesmo diminuisse.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se entdo, que animais acometidos por lesdes hepaticas crdnicas, devem ter
acompanhamento através de bidpsias, para que tenham um desempenho efetivo no rebanho e
a partir disto, obter o prognostico animal para encaminha-lo ou ndo ao abate. J& intoxicacdes
agudas, apresentam queda abrupta na quantidade de glicogénio armazenada, considerados
casos irreversiveis, que apresentam elevados indices de perda do parénquima tecidual. As
intoxicacOes agudas e cronicas em bovinos apresentaram elevadas porcentagens da queda da
producdo e armazenamento do glicogénio, sendo, Senecio spp. e Perreya spp. (91%),
Xanthium spp. (88%) e por fim Cestrum spp. (86%) assim como em equinos, Trema micranta
(93%). Observa-se ainda, animais que se mantém fisiologicamente ativos, ou seja, nao
apresentam-se demasiados e/ou com sinais clinicos acentuados, demonstram maior carga de

glicogénio intracitoplasmético, armazenados e produzidos devido & demanda diaria.
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