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RESUMO

SANTOS, André Marandola. Doengca do armazenamento lisossomal induzida
por Sida planicaulis Cav. (Malvaceae) em ovinos no Estado do Rio de Janeiro.
2018. 73p. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria, Programa de Pos-Graduacao
em Medicina Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Descreve-se um surto de doenca do armazenamento lisossomal em ovinos induzida
pelo consumo de Sida planicaulis no Estado do Rio de Janeiro. A ingestédo de S.
planicaulis Cav. (S. carpinifolia) € responsavel pelo aparecimento desta
enfermidade em bovinos, equinos, caprinos, ovinos e cervideos cativos que ocorre,
de forma natural, quando a planta predomina na pastagem e ha baixa oferta de
outras forragens. O principal composto toxico desta planta, a swainsonina, inibe
atividade enzimatica de a-manosidase | e Il que redunda no armazenamento de
glicoproteinas no interior de lisossomos. Este acumulo de substancias promove
compressdo, deficiéncia no transporte intracitoplasmatico e finalmente degeneracao
em diversos tecidos, dentre os quais 0 mais afetado é o nervoso. O exame fisico dos
animais afetados revelou déficit proprioceptivo, incoordenacdo motora, cambaleio a
movimentacao e tremores de intencdo e na cabeca. Houve aumento acentuado dos
tremores em cabeca e membros, com posterior dificuldade de se manter em estacao
e queda ao solo apds a realizacdo do “Head-Raising Test”. A histopatologia
evidenciou severa distensdo de neurbnios de Purkinje, com aspecto espumoso e
eventual cariélise ou cariopicnose e intensa vacuolizacdo de células acinares do
pancreas e foliculares da tireoide. Adicionalmente, foram observadas vacuoliza¢bes
em grandes corpos de neur6nios com dissolucdo do citoplasma associada a marcada
proliferacdo de astrocitos morfologicamente atipicos. Notou-se também multiplos
esferoides axonais de variados tamanhos. O exame lectino-histoquimico positivo
para as lectinas Con A, WGA e sWGA foi capaz de caracterizar a enfermidade
como uma glicoproteinose. A avaliacdo ultraestrutural evidenciou numerosos
vacUolos de até 2,5um de diametro, delimitados por membranas de at¢ 20nm de
espessura em células acinares do pancreas. O diagndstico da intoxicacdo por S.
planicaulis foi estabelecido atraveés dos dados epidemioldgicos, achados clinico-
patoldgicos e confirmados pelas avaliagdes lectino-histoquimica e ultraestrutural. A
intoxicacdo natural por S. planicaulis em ovinos ainda ndo havia sido descrita no
estado do Rio de Janeiro.

Palavras-chave: Armazenamento, swainsonina, lectinas, ovinos



ABSTRACT

SANTOS, André Marandola. Lysosomal storage disease induced by Sida
planicaulis Cav. (Malvaceae) in sheep in the state of Rio de Janeiro. 2018. 73p.
Thesis (Doctorate in Veterinary Medicine, Animal Pathology). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

This paper describes an outbreak of lysosomal storage disease in sheep induced by
Sida planicaulis in the state of Rio de Janeiro. The consumption of S. planicaulis is
responsible for this disease in cattle, horses, goat, sheep and captive deer, which
occurs naturally, when the plant is abundant and there is shortage of other forage.
The main toxic compound in this plant, Swainsonine, inhibits a-manosidasis | e Il
enzymatic activitiy and causes glycoprotein storage in lysosomes. The storage
provokes compression, deficiency in intracytoplasmatic transport, and finally,
degenerative changes in various tissues, in which, nervous system is the most
affected. Physical examination of the affected animals revealed proprioceptive
déficit, motor incoordination, staggers and, neck and head intention tremors. ‘Head-
Raising Test” showed marked increase of head and limb tremors, with sequential
difficulty in balance and tumble. Histopathology revealed severe distension of
Purkinje cells, with foamy appearance, which eventually progressed to karyolysis
and pyknosis, and intense vacuolization of pancreatic acinar and thyroid follicular
cells. Additionally, there was vacuolization in neuronal bodies with dissolution of
cytoplasm associated with marked proliferation of morphologically atypical
astrocytes. Multiple axonal spheroids of variable sizes were noted. Positive reaction
in lectin-histochemistry for lectins Con A, WGA, and sSWGA was able to
characterize the disease as a glycoproteinosis. Ultrastructural evaluation of pancreas
sections evidenced numerous vacuoles up to 2,5um in diameter, circled by 20nm
wide membranes in acinar cells. In the present report, diagnosis of S. planicaulis
toxicosis was established by epidemiological data, clinical and pathological
findings, and confirmed by lectin-histochemistry and ultrastructural evaluation.
Natural toxicosis in sheep by Sida planicaulis has not yet been described in the state
of Rio de Janeiro.

Key words: Storage, swainsonin, lectins, sheep.
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1. INTRODUCAO

As doengas do armazenamento lisossomal adquiridas, em medicina veterindria,
tem significativa importancia para animais de producdo. No Brasil, ha um grupo de
plantas responsaveis por provocar a doenca, sobretudo em ruminantes, que acarreta
prejuizos econdmicos por diminuicdo da producédo, baixo ganho de peso e morte dos
animais. Em todas as regifes do pais ja foram diagnosticadas intoxicac@es por plantas
deste grupo. Na Regido Sul, a principal planta causadora de doenca do armazenamento
lisossomal é Sida planicaulis Cav. (S. carpinifolia)®.

Sida planicaulis € uma planta arbustiva, invasora de pastagem, amplamente
distribuida pelo Brasil e identificada como causadora de glicoproteinose em animais de
producdo. A intoxicacdo natural por S. planicaulis ja foi descrita na Regido Sul em
caprinos, ovinos, bovinos, cervideos e equinos. Na Regido Sudeste hd mencdo a
ocorréncia da intoxicagdo por esta planta em caprinos (GODQY et al., 2005) e em
ovinos (PAGANINI FILHO et al., 2008). Adicionalmente, em um zooldgico no Estado
do Rio de Janeiro foi descrita a intoxicacdo em veados Sambar cativos (ANJOS et al.,
2016).

Os sinais clinicos observados na intoxicacdo por S. planicaulis consistem,
principalmente, em tremores de intencdo, ataxia, andar cambaleante, letargia, deficit
proprioceptivo, decubito e morte. A aplicagio do “Head-Raising Test” (HRT), os sinais
se exacerbam e, por vezes, 0s animais caem ao solo. Os achados de necropsia sdo
inconclusivos, mas a histopatologia revela tumefacédo e vacuolizagdo caracteristicas em
neurdnios de Purkinje, células acinares do pancreas e foliculares da tireoide, ratificadas
pelo exame de microscopia eletrénica que revela distensdo dos lisossomos nestas
células (DRIEMEIER et al., 2000)

Em uma propriedade dedicada a criacdo de ovinos de corte em regime
extensivo no municipio de Nova lguacu verificou-se um surto de doenca neuroldgica.
Na propriedade, havia manejo inadequado das pastagens, com consequente diminuicéo
da quantidade de forragem oferecida e grande quantidade de S. planicaulis nos pastos,

muitas vezes com sinais de ingestdo pelos animais. Até 0 momento s6 havia uma nota

! Sida carpinifolia é sindnimo heterotipico de Sida planicaulis Cav., atualmente considerado o nome
correto para a referida espécie (BOVINI, 2015)



em congresso sobre a intoxicagdo espontanea por S. planicaulis em ovinos na Regiédo
Sudeste (S&o Paulo) (PAGANINI FILHO et al., 2008).

O presente trabalho descreve um surto de intoxicacdo por S. planicaulis em
ovinos no estado do Rio de Janeiro com o objetivo de caracterizar os principais dados
epidemioldgicos e clinico-patoldgicos da intoxicacdo espontdnea, como forma de
contribuir para o estabelecimento do diagndstico e diagndstico diferencial,

fisiopatogenia, controle e profilaxia desta neurotoxicose.



2. REVISAO DE LITERATURA

No Brasil existem numerosas plantas capazes de induzir quadro clinico-
patoldgico predominantemente associado a disturbios neuroldgicos. Algumas dessas
plantas contém toxinas que provocam alteragdes na neurotransmissdo sem, contudo,
induzirem a modificagbes morfoldgicas. Outras produzem lesbes localizadas no
sistema nervoso central ou periférico e podem cursar com necrose ou degeneracdo do
tecido nervoso. Dentre as plantas causadoras de desordens neuroldgicas, as plantas
causadoras de armazenamento lisossomal constituem um importante grupo, com ampla
distribuicdo pelo pais e podem afetar bovinos (FURLAN et al., 2008, 2009), ovinos
(SEITZ et al., 2005; ARMIEN et al., 2011), caprinos (DRIEMEIER et al., 2000;
COLODEL et al., 2002; BARBOSA et al., 2006; DANTAS et al., 2007; ARMIEN et
al., 2007), equideos (LORETTI et al., 2003; BASSUINO et al., 2017) e cervideos
(ANJOS et al., 2016).

2.1. Doengas do armazenamento lisossomal

Doencas do armazenamento lisossomal (DAL) compreendem um grande grupo
de enfermidades provocadas pela deficiéncia de proteinas importantes em vias
catabolicas com acumulo substancial de compostos em lisossomos (GIESELMAN,
1995). Um defeito genético ou adquirido em uma enzima lisossomal, seus co-fatores,
em proteinas de membrana lisossomal ou envolvidas no transporte e modificacdo dos
seus conteudos acarretara em problemas na funcdo dos lisossomos. Desta forma,
moléculas parcialmente quebradas irdo se acumular no interior, provocando as DAL. A
hipertrofia progressiva dos sistemas lisossomais pode levar a diversos sintomas,
dependendo do tipo de proteina defeituosa, natureza do material acumulado e celulas
em que isso ocorre (WINCHESTER et al., 2000). Estas podem ser classificadas de
acordo com a etiologia e com o tipo de via afetada ou substrato acumulado
(GIESELMAN, 1995). Em algumas DAL, a deficiéncia enzimatica pode determinar o
acumulo de mais de um substrato e inativar mais de uma via metabdlica em virtude de
algumas destas enzimas agirem em certos radicais comuns a diferentes substancias
(GIESELMAN, 1995).



2.2. Ocorréncia

As DAL ja foram descritas em humanos e animais. Acredita-se que dentre todas
as DAL que ocorrem em humanos, ocorra um caso a cada 7000~8000 nascimentos,
principalmente em decorréncia de desordens genéticas (WINCHESTER et al., 2000).
Em animais domésticos, as DAL tém maior importancia no seu carater adquirido,
acometem animais de todas as faixas de idade e diversas espécies de plantas toxicas
sdo responsaveis por estes quadros clinicos. As intoxicagdes foram comprovadamente
atribuidas a ingestao de plantas dos géneros Astragalus e Oxytropis, que determinavam
um quadro de “locoismo” nos Estados Unidos, entretanto, relatos que associavam a
intoxicacdo em regides em que a planta crescia abundantemente datam do século XIX
(MARSH, 1909). Posteriormente, plantas de outros géneros foram identificadas como
causadoras de sindromes similares ao locoismo, como as do género Swainsona
(DORLING; HUXTABLE; VOGEL, 1978), Trachyandra (HUXTABLE et al., 1987),
Solanum (RECH et al., 2006; REGO et al., 2012), Ipomoea (ARMIEN et al., 2007) e
Sida (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al., 2002a; SEITZ et al., 2005a, 2005b;
FURLAN et al., 2008).

2.3. Patogénese

O sistema lisossomal é o principal mecanismo intracelular de catabolismo de
macromoléculas em células eucarioticas e participa ativamente no processamento de
diversos metabolitos (WINCHESTER et al., 2000). O catabolismo ocorre por fusdo de
vacuolos digestivos com os lisossomos ou por englobamento direto, todos em meio
acido mantido por uma bomba de préton na membrana lisossomal. No interior,
enzimas hidroliticas vdo promover a quebra de diversas macromoléculas a seus
componentes monoméricos capazes de atravessar as membranas lisossomais para 0
citoplasma. A inatividade de alguma dessas hidrolases em células que carregam
defeitos genéticos na propria enzima, seus co-fatores ou proteinas da membrana
lisossomal e, até mesmo por substancias inibidoras de suas atividades, acarretara em
acumulos das macromoléculas e subsequente hiperplasia do sistema lisossomal
intracelular (WINCHESTER et al., 2000). O acumulo da macromolécula gera um
transporte intracelular ineficiente e o tipo de substancia acumulada determina a
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(GIESELMANN, 1995). Um defeito genético que modifique estruturalmente regides
similares a vérias enzimas ou que afete enzimas com macromoléculas-alvo diferentes
pode determinar o acumulo de mais de uma substancia no interior dos vacuolos
lisossomais (WINCHESTER et al., 2000).

De acordo com o tipo celular mais afetado, ha diferentes formas de
apresentacdo clinica da doenca (WINCHESTER et al., 2000). Em humanos, ja foram
descritos mais de 40 tipos de DAL, predominantemente correlacionadas a mutacdes
genéticas, diversamente das doencas em animais domésticos que, embora sejam
descritos casos de DAL hereditarias (DONNELY et al., 1973), sdo na grande maioria
adquiridas (DORLING; HUXTABLE; VOGEL, 1978; DRIEMEIER et al., 2000;
ARMIEN et al., 2007).

2.4. Hereditarias

As DAL hereditérias, mais comuns em humanos podem ocorrer em qualquer
fase da vida e ha relacdo inversa entre severidade dos sinais e idade de aparecimento da
doenca clinica, nas quais as doencas infantis sdo mais graves, juvenis sdo de severidade
intermedidria e as que ocorrem na fase adulta tendem a ser mais brandas
(GIELSELMANN, 1995).

2.4.1. Gangliosidoses

As gangliosidoses sdo doencas do armazenamento decorrentes do acumulo de
gangliosideos, uma classe de glicoesfingolipideos de membrana responsaveis por
sinalizacdes transmembrana e regulacdo de proteinas de membrana, que se expressam
em maior quantidade nos neurénios (PALMANO et al., 2015; LAWSON; MARTIN,
2016). Em humanos e animais ocorre uma condi¢do rara, na qual a deficiéncia de f-N-
acetilhexosaminidases condiciona um actmulo lisossomal de gangliosideos GM,. Este
complexo enzimatico é composto por 3 isoenzimas, cada uma composta por duas
subunidades (o ¢ B): HexA(ap), HexB(BB) e HexS(aa). Humanos com doenca de Tay-
Sachs apresentam deficiéncia da subunidade o e com doenga de Sandhoff apresentam
deficiéncia da subunidade p (LAWSON; MARTIN, 2016). Independente da variante,
as doencas podem se manifestar em diferentes fases da vida, com acometimento mais

comum em fase infantil (até 1 ano de idade). Criangas nascem normais e apresentam os
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primeiros sintomas aos 3 a 5 meses de idade, com reflexos de susto aumentados,
déficits motores, fraqueza progressiva e hipotonia, deterioracdo da Visdo,
responsividade e desenvolvimento diminuidos progredindo para convulsdes e levando
a morte em 3 a 5 anos (BLEY et al., 2011). As alteragdes macroscopicas no cérebro
destes pacientes podem variar de leve a marcada atrofia nos hemisférios telencefalicos,
alargamento de giros e espessamento de meninges. A microscopia revela distensao
neuronal, desmielinizacdo, dendritos atréficos, infiltracdo por macréfagos preenchidos
por material armazenado (LAWSON; MARTIN, 2016). A ultraestrutura destes
neurbnios revela diversos corplsculos membranosos citoplasmaticos que aparecem
como estruturas anelares concéntricas eletrodensas no interior dos lisossomos. Fora do
SNC, hepatomegalia, anormalidades oculares e modifica¢bes estruturais de valvulas
cardiacas e musculatura esquelética foram descritas, assim como a presenca de
macrdfagos espumosos na medula 6ssea.

A gangliosidose GM> ja foi descrita em camundongos, gatos, cdes e ovelhas
gue servem como modelos experimentais para a doenca em humanos. Camundongos
apresentam tanto a variante de Tay-Sachs, como de Sandhoff, e diferente do que ocorre
em humanos, hd grande variacdo entre as apresentacdes clinicas, com poucas
alteraces clinicas na primeira doenca e severa sintomatologia neuroldgica na segunda,
com diminuicdo da expectativa de vida média para apenas 4 meses. Esta diferenca se
da pela capacidade dos camundongos em converter os glicosideos armazenados da via
da hexosaminidase A para a vias da hexosaminidase B na doenca de Tay-Sachs
(YUZIUK et al., 1998). Em felinos, apenas a variant de Sandhoff foi observada, com
aparecimento dos sinais clinicos entre a 42 e 72 semana de vida, com hipermetria,
tremores de cabeca, ataxia e paresia que progridem para convulsdes e morte, em
média, aos 6 meses de vida (CORK; MUNNELL; LORENZ, 1978). Ovelhas da raca
Jacob sdo utilizadas como modelo experimental para observacdo da variante Tay-Sachs
da gangliosidose GM2, por serem a Unica espécie em que 0s sinais clinicos se
assemelham aos ocorridos em humanos e pelo volume cerebral maior, similar ao de
humanos (LAWSON; MARTIN, 2016).

Em cdes, acumulos intracitoplasmaticos de gangliosideos GM; foram
identificados como causadores de DAL decorrentes da deficiéncia da enzima [-
galactosidase. Os principais sinais clinicos observados em cées sdo ataxia progressiva,
paraparesia, regurgitacdo e tremores de intencdo (WHITFIELD et al., 2000). Bovinos



apresentam quadro semelhante, caracterizado por apatia, lentiddo, relutancia ao
movimento e ataxia (DONNELY; SHEAHAN; ROGERS, 1973). A doenca € herdada
por genes autossdmicos recessivos e o diagndstico é usualmente feito por uma
associacdo dos sinais clinicos, analise da progénie e deteccdo de niveis diminuidos de
B-galactosidase em leucocitos e nos tecidos. O diagndstico confirmatério das
gangliosidoses é obtido através da visualizacdo de neurdnios finamente vacuolizados e
espumosos em amostras histopatoldgicas, e de vesiculas contendo material granular
amorfo no interior de estruturas lamelares concéntricas pela ultraestrutura do sistema
nervoso central. Para determinar o tipo de gangliosideo acumulado utilizou-se a
espectrometria de massa tandem com ionizagéo por eletrospray (WHITFIELD et al.,
2000). Em humanos, a gangliosidose GM: pode se apresentar em 3 tipos,
epidemiologicamente e clinicamente distintos. O tipo 1 é observado em criangas que
podem sobreviver até 3 anos de idade e apresentam caracteristicas faciais grosseiras,
hepatoesplenomegalia e morfologia esquelética displasica. O tipo 2 caracteriza-se pelo
acometimento no fim da infancia e inicio da juventude com depdsito neuronal dos
gangliosideos e de ceroide-lipofuscina, enquanto o tipo 3 é observado em adultos com
disartria, distdrbios de marcha, distonia e baixa acuidade visual (CALLAHAN, 1999).

A doenca de Morquio, assim como a gangliosidose GM;: € decorrente da
deficiéncia da p-galactosidase provocada por um gene autossémico recessivo,
entretanto o resultado desta deficiéncia € uma mucopolissacaridose. Os pacientes
apresentam acumulo lisossomal de keratosulfato, um glicosaminoglicano importante na
formagéo da cartilagem e ossos (FUNDERBURGH, 2000). Com a indisponibilidade
desta molécula, os sinais clinicos dessa deficiéncia sdo associados a displasia epifisial,
com baixa estatura, pronunciamento esternal e hipoplasia do processo odontoide
(CALLAHAN, 1999). As primeiras descri¢des da doenca néo relatavam diminuigéo de
inteligéncia entre os afetados e acreditou-se que ndo havia qualquer sinal neurologico
associado, porém em novas descrigdes da doenga observou-se retardo mental como
caracteristica familiar associada a doenca (GIUGLIANI et al., 1987).

A galactosialidose € resultado de uma deficiéncia em duas enzimas lisossomais,
a B-galactosidase e a Neuraminidase 1. Isto ocorre de forma secundaria a defeitos na
proteina protetora-catepsina A (PPCA), responsavel por impedir a degradacao
lisossomal de Neuraminidase 1 e -galactosidase (ANNUNZIATA; DAZZO, 2016).
Pacientes humanos com galactosialidose podem apresentar fenotipicamente 3 quadros



clinico-patologicos distintos que podem ocorrer nas fases: infantil (até 3 meses de
idade), com aumento do tamanho das visceras, displasia esquelética, anormalidades
oculares, envolvimento neuroldgico e falha renal e cardiaca, com evolucéo de até 1 ano
de idade; infantil tardia, na qual os sinais aparecem nos primeiros 2 anos de vida e
podem progredir lentamente até a vida adulta, com anormalidades faciais, oculares,
Osseas, cardiacas, hepatoesplenomegalia, atrofia muscular e diminuicdo de acuidade
auditiva. Problemas respiratorios e renais podem ocorrer com a progressao da doenca;
e a forma juvenil a adulta, mais comum, sobretudo em japoneses que além dos sinais
da forma juvenil, também apresentam manifestacdes neuroldgicas (convulsGes,
dificuldade cognitiva e retardo mental) (ANNUNZIATA; DAZZO, 2016). A
galactosialidose em animais foi descrita em uma cadela de 5 anos da raca Shipercke
com sinais progressivos de nistagmo, hipermetria e reflexos exagerados. A analise do
pedigree mostrou co-sanguinidade. Severa vacuolizacdo e perda neuronal foi
observada no cerebelo, hipocampo, cérebro e medula espinhal que, ao exame lectino-
histoquimico revelaram intensa reatividade para RCA, WGA e ConA, indicando
residuos de B-galactosil e a-sialil (KNOWLES et al., 1993).

A deficiéncia de p-galactosidase, além de determinar as DAL supracitadas, é
responsavel pelo aparecimento de esfingolipidoses, decorrentes da ndo degradacgdo de
galactocerebrosideos, um componente importante na formacdo da mielina
(PRITCHARD; NAPTHINE; SINCLAIR, 1980), conhecida como leucodistrofia de
células globoides ou doenca de Krabbe. Ha duas hipdteses para a desmielinizacdo
observada na doenga, na qual uma correlaciona a desmielinizagdo com o alto teor de
esfingolipidios que causam a morte de oligodendrocitos no SNC e a outra sugere que a
presenca de esfingolipidios é responsavel pela ativacdo da micréglia e formacéo das
células globoides responséveis pela destruicdo da bainha ainda em formagéo
(NICAISE; BONGARZONE; CROCKER, 2016). Em humanos, irritabilidade, rigidez
de membros, convulsfes e severo retardo mental e motor estdo entre os sinais mais
observados, sobretudo na forma infantil (NICAISE; BONGARZONE; CROCKER,
2016). A doenca foi também descrita em ovelhas (PRITCHARD; NAPTHINE;
SINCLAIR, 1980), cdes (CAPUCCHIO et al., 2008; FLETCHER et al., 2010), gatos
(SIGURDSON et al., 2002) e camundongos. Os sinais clinicos observados em ovinos e
cdes sdo condizentes com quadros desmielinizantes e 0s animais apresentam tremores,

ataxia, hipermetria, quedas, reflexos exagerados e convulsdes (PRITCHARD;



NAPTHINE; SINCLAIR, 1980; CAPUCCHIO et al., 2008; FLETCHER et al., 2010).
Em felinos com leucodistofia de células globoides, relata-se tetraparese e insuficiéncia
respiratoria como sinais observados ao fim do curso clinico da doenca (SIGURDSON
et al., 2002; OGAWA et al., 2013). Os achados se restringem a histopatologia, que
revela severa destruicdo da mielina, astrocitose e reducdo de oligodendrdcitos na
substancia branca do encéfalo e medula espinhal (PRITCHARD; NAPTHINE;
SINCLAIR, 1980). E descrito como caracteristica comum a todas as espécies, o
aparecimento de células globoides (fagdcitos responsaveis por degradar 0s
galactocerebrosideos), sobretudo ao redor de vasos da substancia branca do SNC, de
citoplasma abundante, eosinofilico palido, finamente granular PAS positivo
(PRITCHARD; NAPTHINE; SINCLAIR, 1980). A avaliacdo lectino-histoquimica em
cdes foi capaz de identificar residuos de agucares positivos para RCA (FLETCHER et
al., 2010).

2.4.2. Glicosidoses

A deficiéncia de o-manosidase é relatada na medicina veterinaria como uma
importante doenga genética autossdmica recessiva observada em bovinos da raca
Angus e suas derivagcbes (HEALY et al., 1983). Os primeiros relatos da condicéo
foram observados na Australia como uma doenca neuroldgica letal para bovinos, na
qgual os animais de 4 a 15 meses desenvolviam ataxia e, posteriormente, paresia
(WHITTEM; WALKER, 1957; BARLOW et al., 1981). A histopatologia observada
em grandes neur6nios de todo o SNC e em ganglios periféricos (vacuolizacdes claras
intracitoplasmaticas) indicou uma possivel lipidose, que posteriormente foi identificada
como uma oligossacaridose (JOLLY, 1974). A ultraestrutura do sistema nervoso
central foi capaz de identificar os vacuolos observados por microscopia Otica, bem
como degeneracfes axonais na substancia branca e cinzenta (JOLLY; THOMPSON,
1978). A doenca tem sido combatida de forma eficaz por programas de controle que
visam eliminar os animais que apresentem o gene responsavel em rebanhos
previamente conhecidos por albergar a doenca (HEALY; MALMO, 1998). Em 1985, a
doenca foi novamente descrita em bovinos da raca Galloway, e 0s autores observaram
diferencas no curso clinico da enfermidade, bem como na severidade das alteracfes

morfoldgicas encontradas a necropsia. Nesta variacdo fenotipica, os animais morrem
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no periodo neonatal ou sdo natimortos. Hidrocefalia, hepatomegalia e esplenomegalia
sdo caracteristicas importantes a necropsia (EMBURRY; JERRET, 1985). A
patogénese da a-manosidase em felinos guarda semelhanca a ocorrida em bovinos,
contudo, adicionalmente, os animais apresentam deformidades esqueléticas e retardo
de crescimento (BURDITT et al., 1980; WALKLEY; BLAKEMORE; PURPURA,
1981).

Em 1981, Jones e Dawson descreveram um surto de uma doenca
desmielinizante em caprinos neonatos da raca Anglo-Nubiana. Os quatro animais
afetados foram obtidos de cruzamentos endogamicos em diferentes gestacdes e
apresentavam déficits neuroldgicos profundos. Clinicamente, os animais tinham
incapacidade de levantar-se, severos tremores de intencdo e dificuldade respiratéria.
Adicionalmente, deformidades faciais e craniais, como diminuicdo das fissuras
palpebrais, cabeca arredondada e focinhos estreitos e deformacdes de membros, como
flexura carpal, hipermobilidade articular e hiperextensdo dos membros posteriores
foram observadas. As alteracGes macroscopicas foram mais marcadas no SNC, com
dilatacdo ventricular. Alguns animais apresentaram espessamento de 0ssos do ouvido
interno (JONES et al.,, 1983). A microscopia revelou severa desmielinizacéo,
vacuolizacdo citoplasmatica em neurénios e alteraces axonais (JONES; DAWSON,
1981). O diagnostico de B-manosidose foi confirmado pela anélise dos residuos de
acucares acumulados em tecidos e eliminados pela urina e pela atividade de -
manosidase nos tecidos. Estudos posteriores caracterizaram a f-manosidose como uma
doenca hereditéria, carregada por um alelo autossdbmico recessivo através de
observacgdo do nascimento de animais afetados na mesma populagdo (FISHER et al.,
1986).

As fucosidoses em animais domésticos foram apenas descritas em cdes da raca
Springer Spaniel. Na primeira descri¢cdo da doenca, um macho e uma fémea da mesma
ninhada apresentaram, aos 22 e 20 meses de idade, respectivamente, sinais clinicos de
incoordenacdo da marcha, diminuicdo de reflexos e ténus lingual, disfagia e
emagrecimento progressivo (KELLY et al., 1983). As principais observagoes
necroscopicas nestes animais se restringiam aos nervos vago, glossofaringeo e
espinhais que eram espessados, acinzentados e gelatinosos a superficie de corte.
Histologicamente, desmielinizacdo e vacuolizagdes neuronais e na neuropila eram

evidentes em todos os niveis do encéfalo e medula espinhal associados a proliferacdo
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microglial nos espacos peri-vasculares do SNC e ao redor de nervos periféricos.
Adicionalmente, vacuolizacdo em macréfagos e células epiteliais foi observada nos
pulmdes, figado, tdbulo renal, medula 6ssea, linfonodo e baco (KELLY et al., 1983;
KELLER; LAMARRE, 1992). A cultura de fibroblastos e leucdcitos periféricos com
marcada diminui¢do da atividade de o-L-fucosidase foi confirmatéria para o
diagnéstico (KELLY et al., 1983). Estudos lectino-histoquimicos foram conduzidos em
humanos e cdes para avaliar a similaridade entre as fucosidoses e foi demonstrado que
as secOes histologicas parafinizadas de humanos marcam positivamente para as
lectinas UEA-I, ConA, RCA e WGA, enquanto as se¢des caninas foram positivas para
BS-I, WGA, ConA e RCA, o que pode ser atribuido a diferencas entre os sitios
ligadores de enzimas que degradam glicoconjugados de humanos e cdes (ALROY;
UCCI; WAREEN, 1985). Os cées ainda sdo considerados o unico modelo animal para
0 estudo das fucosidoses em humanos (FLETCHER; TAYLOR, 2016). Em cées, o
transplante de medula dssea apds irradiacdo total mostrou-se eficaz para elevar os
niveis de a-L-fucosidase circulantes e garantiu sobrevida de 10 meses em um cao
afetado (TAYLOR et al., 1986). A administracdo da enzima purificada por infusdo na
cisterna magna foi capaz de aumentar a atividade enzimética e diminuir a quantidade
de oligossacarideos acumulados, sobretudo nas regides proximas a aplicacdo —
cerebelo, tronco encefélico, medula espinhal e meninges (KONDAGARI et al., 2011).

2.4.3. Mucopolissacaridoses

As DAL determinadas pelo acimulo de glicosaminoglicanos sulfatados séo
caracterizadas como mucopolissacaridoses e divididas em grupos, de acordo com o
tipo de enzima deficiente. As doengas sdo determinadas por alelos autossémicos
recessivos ou ligados ao cromossomo X (MPS II), ttm grande importancia em
humanos e apresentam, como caracteristicas comuns hepatoesplenomegalia, opacidade
de cdrnea e anormalidades esqueléticas e faciais como sinais clinicos mais frequentes
comuns a todos os tipos (THOMPSON et al., 1992).

As mucopolissacaridoses ja descritas em animais sao listadas no quadro 1, bem
como o defeito enzimatico associado, sinais clinicos e alteracdes patoldgicas para cada

tipo encontrado.
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Quadro 1. Tipos de mucopolissacaridoses em animais

MPS Defeito Animais Sinais clinicos Macroscopia Microscopia Referéncia
enzimatico afetados
encontrado
I (sindrome de | o-L-iduronidase Gatos Diminuic&o do crescimento, Dismorfia facial, com Vacuolizagdo em neurdnios, hepatdcitos, HASKINS et al., 1983;
Hurler) Cées perda de peso, inapeténcia e opacidade de cornea. condrécitos, musculo liso, leucécitos, CIANCIOLO et al.,
ruidos (sopros) cardiacos, Defeitos esqueléticos fibroblastos do endocérdio valvular, da pele 2011;
lentido e diminuigdo da com lesbes em vértebras e do olho e tubulos renais e macréfagos SHULL et al., 1982
acuidade visual. e 0ss0s longos com intersticiais
Hiperextensdo carpal e remodelamento anormal
tarsal. Dor & movimentacéo
da cabeca e pescoco
Il (sindrome de Iduronato- Cées Incoordenacéo, Hepatomegalia. VacuolizagBes em neurdnios de cornos WILKERSON et al.,
Hunter) sulfatase hiperextensdo carpal, Deformidades faciais e ventrais e dorsais da medula espinhal, 1998
macrodactilia, opacidade de macroglossia nucleos pontinos e talamicos, e células de
clrnea, nistagmo, ataxia e Purkinje. Esferoides axonais no tronco
paresia de membros que encefalico. Adicionalmente havia
leva a ataxia vacuolizagdo no epitélio tubular renal,
hepatocitos e ductos biliares, epitélio
transicional da bexiga, células foliculares da
tireoide, endotélio esplénico e hepatico,
macrdfagos do figado, bago e linfonodos
111 (Sanfillippo) Heparan N- Camundongos | Ataxia progressiva, andar Hepatomegalia, Vacuolizagdo (armazenamento) em células BHAUMIK et al., 1999;
A sulfatase Caes em circulos, pelos esplenomegalia, bexiga de Kupffer, tdbulos renais, musculatura YOGALINGAM et al.,
arrepiados, postura distendida, com cardiaca, fibroblastos, condrécitos, periosteo, 2002; BEARD et al.,
encurvada frequente hidronefrose. neurénios do cortex cerebral e cerebelar, e 2017
Deformac&o vertebral nlcleos cerebelares, frequentemente PAS-
severa e espessamento positivos e Azul de toluidina-positivos
do crénio
111 (Sanfillippo) a-N- Camundongos | Tremores, dismetria, ataxia, Hepatomegalia. Perda de neurénios de Purkinje e ELLINWOOD etal.,
B acetilglicosamin Cées base ampla, estupor, Dilatagdo dos vacuolizagdo dos neurdnios remanescentes e 2003; WILLING et al.,
idase opistétono e quedas.

Distrofia corneana,
degeneracdo retiniana,
diminuicéo do reflexo de
ameaca e nistagmo

ventriculos cerebrais,
atrofia do cerebelo

do cdrtex e nucleos cerebrais, micrdglia,
epitélio tubular renal e células de Kupffer

2014
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Quadro 1 (Continuacgéo). Tipos de mucopolissacaridoses em animais

MPS Defeito Animais Sinais clinicos Macroscopia Microscopia Referéncia
enzimatico afetados
encontrado
11 (Sanfillippo) a-N- Caprinos Vacuolizacdo lisossomal, astrogliose, THOMPSON et al.,
D acetilglicosamin microgliose peri-vascular e severa 1992; JONES et al., 2004
a 6-sulfatase degeneracdo axonal identificveis desde a
fase fetal
VI (Sindrome a-N- Gatos Fraqueza marcada em Baixa estatura e ganho de Vacuolizagdes intracitoplasmaticas em JEZYK etal., 1977;
de Maroteaux- | acetilglicosamin membros posteriores, peso, cranio curto e largo, | fibroblastos da cérnea, esclera, conjuntiva e HASKIN et al., 1980
Lamy) a 6-sulfatase dificuldade motora orelhas pequenas, edema iris, meninge e plexo coroide. Degeneracéo ABREU et al., 1995
progressiva palpebral e opacidade de axonal, astrocitose, e mielofagia
cornea. Fusdes vertebrais,
exostoses, displasia de
0ss0s longos e subluxacéo
coxofemoral
VII (sindrome B-Glicuronidase | Camundongos Baixo ganho de peso, Cabeca desproporcional Graus variaveis de vacuolizacdo BIRKENMEIER et al.,
de Sly) Cées anormalidade de ao corpo, focinho curto e | intracitoplasmatica em neurdnios e células da 1989; HASKINS et al,
Gatos marcha e dificuldade de | largo, prognatia, membros glia do cerebelo, hipocampo e cortex

se manter em estacéo
por fraqueza dos
membros, disfungdo
articular e letargia.
Hiperestesia em regido
lombar e sacral. Morte
stbita

encurvados e encurtados
com musculatura
levemente atrofiada e
anquilose de tarso e
carpo. Encurtamento de
vértebras com epifises
irregulares e anquilose.
Hepato e esplenomegalia,
opacidade de cornea,
hipoplasia de traqueia,
pectus excavatum. Ascite
e hidrotdrax

cerebral, células de Schwann, retina, estroma
corneal, fibroblastos da pele, hepatécitos,

células de kupffer, macrdfagos do intestino,
células mieloides precursoras, endotélios
esplénicos, hepatico, endocardio da aorta,

pulmonar, condrdcitos e membrana sinovial,

tabulos e glomérulo renal. Articulagfes com
proliferacdo sinovial e hipercelular, com

vacuolizagdo de condrécitos, placas de
crescimento largas e hipercelulares.
Adicionalmente, degeneracao walleriana na
medula com infiltracdo histiocitica nas raizes
dorsais e ventrais

1984; VOGLER et al.,
1990;
GITZELMANN et al.,
1994; SCHULTHEISS et
al., 2000;
DOMBROWSKY et al.,
2004.
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2.5. Glicoproteinoses causadas por plantas no Brasil

No Brasil, diversas plantas podem levar & glicoproteinose e estas constituem
um grupo muito importante dentro das plantas que causam desordens neuroldgicas.
Sida planicaulis Cav., previamente classificada como Sida carpinifolia (BOVINI,
2015), é uma planta nativa do Brasil, da familia Malvaceae, de crescimento arbustivo,
com cerca de 40 a 70 cm de altura (LORENZI et al., 2000). As principais condi¢Oes de
intoxicacdo estdo associadas a insuficiente oferta de forragem e quando S. carpinifolia
predomina na pastagem (DRIEMEIER et al., 2000). No Brasil ja foram descritas
intoxicagOes naturais por S. carpinifolia em caprinos (DRIEMEIER et al., 2000),
poneis (LORETTI et al, 2003a), bovinos (FURLAN et al, 2008, 2009; PEDROSO et
al., 2010), ovinos (SEITZ et al., 2005a) e cervideos (PEDROSO et al, 2009; ANJOS et
al., 2016). De forma experimental, a planta se mostrou capaz de intoxicar caprinos
(COLODEL et al., 2002), ovinos (SEITZ et al., 2005a) e bovinos (FURLAN et al,
2008; PEDROSO et al., 2010).

Algumas plantas da familia Convolvulaceae ja foram identificadas como
espécies causadoras de DAL. Sdo arbustos, de crescimento ereto, decumbente ou em
vinhas que podem atingir até 5m de comprimento. Dentre estas, Ipomoea carnea
subsp. fistulosa, popularmente conhecida como canudo, é de grande relevancia em
algumas regides do Brasil intoxicando ovinos, caprinos e bovinos, sobretudo no vale
do rio Sao Francisco e sul do Piaui, onde se mantém verde mesmo nas épocas de seca
(TOKARNIA et al., 2012). A planta é abundante também na Amazénia e Centro-
Oeste, onde ja foram relatados casos de intoxicacdo natural em bovinos
(ANTONIASSI et al.,, 2007) e caprinos (OLIVEIRA et al., 2009). Ipomoea
sericophylla, Ipomoea riedelii, Ipomoea verbascoidea e Turbina cordata (“capoteira”,
“moita-de-calango” ou ‘“batata-de-peba”) sdo plantas encontradas no semiérido
nordestino e até o presente momento sO se mostraram naturalmente toxicas para
caprinos, Unica espécie na qual a doenca foi reproduzida experimentalmente
(BARBOSA et al.,, 2006; DANTAS et al., 2007; MENDONCA et al., 2012;
TOKARNIA et al., 2012).
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2.5.1. Sinais clinicos

A sintomatologia observada em casos de intoxicagcdo por S. carpinifolia em
ovinos consiste em fezes pastosas, apatia, inapeténcia, tremores de cabeca e pescoco,
dificuldade de apreender alimentos e de manter-se em estacdo, posicdo de cavalete,
ataxia, dismetria, quedas constantes, letargia, resposta acentuada ao HRT, perda
progressiva de peso, decubito e pedalagem (SEITZ et al., 2005a). Alteracdes similares
foram encontradas em ovinos intoxicados por Ipomoea carnea subsp. fistulosa (com
adicdo dos sinais de irritabilidade, comportamento agressivo, andar compulsivo,
polifagia, apetite depravado e abortos) (ARMIEN et al., 2011) e por plantas do género
Oxytropis e Astragalus (HARRIS et al., 1988; STEGELMEIER et al., 1999). Caprinos
naturalmente e experimentalmente intoxicados por S. carpinifolia apresentam
emagrecimento, nistagmo, hipermetria, hiperestesia, tremores de cabeca e pescoco,
quedas sUbitas, ataques epileptiformes quando aplicado o HRT, opistétono, tetania e
episodios de aborto (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al., 2002). Em bovinos,
as alteracdes clinicas observadas foram marcha curta e lenta, andar cambaleante,
tropecos, estacdo com base ampla, quedas frequentes e quando movimentados
apresentam tremores de cabeca. Adicionalmente, a presenca de fezes pastosas foi
relatada (FURLAN et al., 2008, 2009).

2.5.2. Diagnostico

Os dados clinicos e epidemiolégicos devem ser associados as lesbes
histopatoldgicas para que o diagnostico de DAL seja concluido. A avaliacdo
ultraestrutural é de grande valia para a determinacdo dos locais de vacuoliza¢do. A
lectino-histoquimica faz-se necessaria para determinacgdo do conteddo armazenado nos

lisossomos, diferenciando lipidoses, glicoproteinoses e lipofucinoses.

2.5.3. Alteracbes macroscopicas

Derrames serosos distribuidos pelas cavidades, linfadenomegalia e ulceracdes
pelo estbmago foram descritos nos primeiros relatos das intoxicagdes por Astragalus
spp. em bovinos e equinos (MARSH, 1909). Com relacdo as alteragdes no sistema
nervoso, os autores relatam coagulos nos ventriculos cerebrais, mas sugerem que estes

podem ser provocados pelos constantes traumas durante a apresentacdo dos sinais
15



clinicos. Em uteros de vacas prenhes, Mathews (1932) observou diminuicdo dos
cotilédones, leve edema nas paredes uterinas e membranas fetais. Fetos de ovelhas
intoxicadas por Astragalus lentiginosus podem apresentar edema, hemorragia, ascite,
deformacdes Gsseas e aumentos de volume em tireoide, figado e adrenal (JAMES,
1976). A intoxicacdo por Ipomoea carnea subsp. fistulosa foi capaz de provocar
emaciacdo e palidez de membranas mucosas em caprinos (ARMIEN et al., 2007) e
evidenciacdo da lobulacdo hepatica e atrofia muscular generalizada em ovelhas
(ARMIEN et al., 2011). Oliveira Jr et al. (2011) observaram leve atrofia cerebelar em
caprinos que ingeriram a planta de forma croénica.

Nas intoxicagdes por S. carpinifolia, os achados macroscopicos encontrados
sdo escassos, com poucos relatos de linfadenomegalia, sobretudo nos mesentéricos
(COLODEL et al., 2002; SEITZ et al., 2005a) e edema nos linfonodos (PEDROSO et
al., 2012).

2.5.4. Histopatologia

O exame histopatoldogico, em ovinos intoxicados naturalmente e
experimentalmente por S. carpinifolia, revela distensdo e vacuolizacdo citoplasmatica
maltipla e acentuada em neurdnios de Purkinje do cerebelo, cortex cerebral, tdlamo,
mesencéfalo e corno ventral da medula espinhal; esferoides axonais na camada
granulosa do cerebelo e outras regibes do encéfalo e medula; vacuolizagdo
citoplasmatica de &cinos pancreaticos, epitélio tubular renal, células foliculares da
tireoide, hepatdcitos e macréfagos em 6rgdos linfoides (SEITZ et al., 2005a, 2005b).

A intoxicacdo por S. carpinifolia gerou alteracdes histoldgicas similares em
caprinos intoxicados de forma natural (DRIEMEIER et al., 2000) e experimental, com
alguns animais apresentando também vacuolizacdo de células da glia, principalmente
oligodendrocitos e desaparecimento de neurdnios de Purkinje e rarefacdo na camada
granulosa do cerebelo (COLODEL et al., 2002). Bovinos apresentam, adicionalmente,
proliferacdo da glia de Bergmann e vacuolizacdo em neurdnios do ganglio trigeminal
(FURLAN et al., 2008; 2009).

Outras glicoproteinoses apresentam o mesmo padrao de lesdo histolégica, como
as provocadas pelas intoxicacGes por Ipomoea carnea subsp fistulosa em caprinos
(ARMIEN et al., 2007) e ovinos (ARMIEN et al., 2011), Turbina cordata em caprinos
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(DANTAS et al., 2007), I. riedelli e I. sericophylla em caprinos (BARBOSA et al.,
2006), Astragalus sp. em ratos (STEGELMEIER et al., 1995)

2.5.5. Lectino-histoquimica

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo-imune,
predominantemente oriundas de fontes vegetais, capazes de se ligar a residuos de
acucares encontrados em tecidos animais e vegetais. Lectinas tem ao menos dois sitios
de ligacdo a acucares e podem formar glicoconjugados por aglutinacdo ou precipitar
certos oligossacarideos de acordo com sua especificidade (GOLDSTEIN et al., 1980).
Esta capacidade permitiu o uso das lectinas ligadas a corantes reveladores em tecidos
animais para a deteccdo de residuos de agUcares nas doencas de armazenamento
lisossomal. A técnica se mostrava uma alternativa viavel aos caros métodos de cultura
de célula, ensaio direto em tecido para determinacdo da atividade enzimatica que se
suspeitava deficiente ou da determinagdo da quantidade de oligossacarideos na urina
dos animais afetados (ALROY et al., 1984).

A histopatologia e a ultraestrutura sdo suficientes para determinar a presenca de
armazenamento lisossomal, entretanto, ndo é possivel caracterizar o produto de
armazenamento. Outras histoquimicas (PAS ou Sudan) podem diferenciar as
glicoproteinoses de glicolipidoses e lipidoses, mas apenas a técnica de lectino-
histoquimica permite caracterizar, com base na especificidade na ligacdo com o0s
acucares, o tipo de sacarideo depositado e o defeito enzimatico que o gerou (ALROY
etal., 1984; SEITZ et al., 2005b).

Alroy et al. (1984) padronizaram o método diagndstico de uso das lectinas para
identificacdo dos acucares em glicoproteinoses e observaram que os tecidos obtidos de
humanos e bovinos com a-manosidoses coram-se fortemente para Con A, WGA e
SWGA. Em estudos posteriores, o método foi testado em tecidos de animais
intoxicados por plantas que contém swainsonina, que apresentaram o mesmo padréo de
marcacédo ja observado (ALROY; UCCI; WARREN, 1985; DRIEMEIER et al., 2000;
COLODEL et al., 2002; SEITZ et al., 2005b; ARMIEN et al. 2007, 2011; PEDROSO
et al., 2010, 2012). Em ovinos intoxicados por S. carpinifolia, observou-se marcacgao
positiva para as lectinas Con A, WGA e sWGA nas camadas de Purkinje, nucleos

cerebelares, células da glia e células da camada granulosa do cerebelo, e para as
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lectinas Con A, WGA, sWGA, DBA, SBA, UEA-1, PNA e RCA-1 nas células acinares
do péncreas (SEITZ et al., 2005b).

O tipo de processamento que os tecidos sofrem até o uso das lectinas pode
modificar a expressdo em virtude das substancias utilizadas no processo. Secdes
histoldgicas obtidas de camundongos com gangliosidose GM1, ao serem processadas
pela técnica rotineira de processamento histolégico, com diafanizador (xilol) e
parafina, foram positivos para Con A, WGA, sWGA, PNA, RCA-I e BS-I, entretanto,
guando processadas por técnica de congelamento coraram-se apenas por RCA-I, o que
indica que algumas substancias podem “lavar” alguns agtcares, bem como expor 0s

sitios de ligacdo para as lectinas (ALRQOY et al., 1986).

2.5.6. Ultraestrutura

Os achados ultraestruturais observados nas intoxicacdes por plantas causadoras
de glicoproteinoses estdo intimamente ligados a vacuolizagdo intracitoplasmatica
observada pela microscopia 6tica nas diversas células afetadas. Observa-se nos casos
de intoxicacdo por Sida carpinifolia, a presenca de inimeros vacuolos delimitados por
membranas de camada Unica, por vezes, preenchidos com material finamente granular
no citoplasma de hepatécitos, células de Kupffer, células pancreaticas acinares, células
foliculares da tireoide, neurbnios de Purkinje e da camada granulosa do cerebelo
(DRIEMEIER et al., 2000; SEITZ et al., 2005a, 2005b; FURLAN et al., 2008, 2009;
PEDROSO et al., 2010; ANJOS et al., 2016). Adicionalmente, esferoides axonais
preenchidos com corpos eletrodensos residuais ligados a membranas sdo também
observados (DRIEMEIER et al., 2000). Alteracbes similares foram observadas na
intoxicacdo por Ipomoea sericophylla, Ipomoea riedelli (BARBOSA et al., 2006),
Turbina cordata (DANTAS et al., 2007).

Na intoxicacdo por Ipomoea carnea subsp fistulosa, Armién et al. observaram,
em caprinos (2007) e ovinos (2011) em estudos mais detalhados, alteracdes similares
as observadas em S. carpinifolia, com vacuolizagdes em células acinares pancreaticas
que mediam de 0,3 a 3,3 um de didmetro, contidas por membranas de camada tUnica
gue mediam até 20 nm de espessura, caracteristicas de membranas lisossomais,
usualmente vazias, mas por vezes preenchidas por globulos de substancias opacas ou

osmiofilicas. Tais vacuoliza¢cdes foram também observadas em neurdnios, astrocitos,
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células endoteliais e perivasculares com didmetros varidveis entre 0,12 e 3,37 pum

(ARMIEN et al., 2007, 2011).

2.6. Agentes que causam quadros semelhantes em animais de producéo

Para o diagndstico diferencial das glicoproteinoses, devem ser consideradas
outras sindromes que afetam o sistema nervoso central, como outras doengas do
armazenamento lisossomal (adquiridas ou hereditarias), sindromes tremorgénicas e

micotoxicoses.

2.6.1. Outras formas de doenca de armazenamento

Além do armazenamento provocado por plantas que contém swainsonina,
outras plantas podem levar a enfermidades com sintomatologia, macroscopia e
microscopia similares. O género Solanum contém diversas espécies que sdo capazes de
provocar sindrome neurolégica com afeccdo cerebelar. Solanum fastigiatum é uma
planta encontrada no sul do Brasil e Uruguai causadora de sindrome neurolégica
decorrente de acumulo lisossomal em neurénios de Purkinje e atrofia da camada
molecular do cerebelo (RECH et al., 2006). Surtos de doenca neuroldgica na regido do
agreste brasileiro foram observados em bovinos que ingeriram Solanum paniculatum
(planta invasora de pastagens comum no Norte e Nordeste do Brasil).

Desordens neurolégicas foram observadas, experimentalmente, a partir do 90°
dia de ingestdo de 5g/kg da planta dessecada (REGO et al., 2012). Clinicamente, as
intoxicacGes por estas plantas caracterizam-se por crises epileptiformes periodicas
associados a exercicio ou susto, na qual os animais apresentam durante as crises
nistagmo, opistotono, tremores e extensdo de membros. O HRT usualmente precipita a
sintomatologia. Tremores de intencdo, ataxia, hipermetria, hiperestesia, posicdo em
base ampla também foram relatados (RECH et al., 2006; GUARANA et al., 2011;
REGO et al., 2012). Ao exame necroscopico, 0s animais afetados podem apresentar
leve a moderada diminuicdo do volume cerebelar por atrofia (RECH et al., 2006;
GUARANA et al., 2012; LIMA; RIET-CORREA; MEDEIROS, 2014). A microscopia
cursa com alteragdes caracteristicas de DAL, com tumefacéo de células de Purkinje,
dissolucdo de substancia de Nissl, necrose neuronal com proliferacdo da glia de

Bergmann no cerebelo, Obex, pedunculos cerebelares, coliculos rostral e caudal,
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medula oblonga, cervical e torécica. Esferoides axonais e manguitos perivasculares sao
encontrados em diversas areas do SNC, associados a degeneracdo Walleriana e
microcavitacdes das substancias branca e cinzenta do cerebelo e coliculo rostral
(REGO et al., 2012). Observa-se, também, diminuicdo da espessura da camada
molecular do cerebelo (RECH et al., 2006). Na intoxicagdo por S. fastigiatum, a
natureza do material encontrado no interior dos lisossomos foi discutida por Paulovich
et al. (2002) gue identificaram através de estudos ultraestruturais inclusées lipidicas no
interior de lisossomos e atraves de lectino-histoquimica residuos de aglcares que
reagiram positivamente com Con A, SWGA, WGA e RCA-I, indicando que ha também
alguma deficiéncia enzimética para degradacéo de aclcares que se mantém ligados aos
lipideos.

Halimium brasiliense € uma planta perene de crescimento arbustivo que
provoca desordens neuroldgicas em ovinos no sul do Rio Grande do Sul e Uruguai,
sobretudo em épocas de seca, quando ha escassez de outras forragens. Os animais que
ingerem essa planta apresentam convulsdes que duram de poucos segundos a 1 minuto,
tremores musculares, opistétono, ventroflexdo de pescoco, tetania, movimentos de
pedalagem e incoordenacdo apds os ataques epileptiformes (RIET-CORREA et al.,
2009). Os achados microscopicos consistem em vacuolos na substancia branca e ao
longo de nervos do corpo caloso, trato dptico e outros tratos da medula espinhal.

Phalaris angusta € uma graminea nativa da América do Sul capaz de provocar
desordens neuroldgicas e de morte subita em ovinos e bovinos quando consumida em
grandes quantidades, sobretudo quando ndo héa oferta de outras forragens em épocas de
seca. Os animais comegcam a apresentar sinais clinicos cerca de 3 semanas apds
ingestdo da planta (ODRIOZOLA et al., 1991) ou a partir do segundo dia de ingestao
(SOUSA; IRIGOYEN, 1999). Os surtos de intoxicagdo neuroldgica aguda por P.
angusta observados na Argentina e sul do Brasil caracterizaram-se, em ovinos, por
tremores musculares, balancar de cabeca, incoordenagdo, decubito lateral
(ODRIOZOLA et al., 1991) e em bovinos por hiperexcitabilidade, incoordenacéo,
andar rigido, inabilidade de se manter em estacdo, respiracdo rapida, nistagmo e
convulsdes (ODRIOZOLA et al., 1991; GAVA et al., 1999; SOUSA; IRIGOYEN,
1999). A evolucéo clinica varia de 3 dias a 2 semanas em ovinos e de 3 a 7 dias em
bovinos (ODRIOZOLA et al., 1991; GAVA et al., 1999; CANTON et al., 2010).
Canton et al. (2010) acreditam que alguns destes casos previamente reportados se
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tratam de uma forma de intoxicacdo crénica por P. angusta, com sinais clinicos de
dispneia, torpor e perda progressiva de peso e, quando forcados a se movimentar,
apresentaram incoordenacdo, perda de equilibrio e inabilidade de se manter em
estacdo. Macroscopicamente foi relatada a deposicdo de pigmento esverdeado no rim e
bilateral no tdlamo, bulbo e tronco encefélico. A avaliacdo histol6gica mostrou que
estas &reas do sistema nervoso apresentavam pigmento amarelo-amarronzado no
interior de neurdnios nos nucleos do diencéfalo e tronco encefalico. (ODRIOZOLA et
al., 1991; GAVA et al., 1999; SOUSA,; IRIGOYEN, 1999; CANTON et al., 2010).

Trachyandra divaricata é uma planta originaria da Africa do Sul que leva a
uma sindrome parética em equinos e ovinos. Quando tocados, os animais afetados se
distanciavam do restante do rebanho e, se agitados, cambaleavam e caiam em decubito,
com alguns progredindo para morte. O exame neurologico revelou déficit
proprioceptivo e reflexos de retirada diminuidos. Dentre os que se recuperavam das
quedas, alguns deixaram de exibir os sinais e outros apresentavam alteracGes na
marcha por contracdo do tenddo extensor dos membros (HUXTABLE et al., 1987). A
histopatologia era caracterizada por deposicdo de lipofucsina em neurénios do cérebro,
medula espinhal e ganglios periféricos, células de Kupffer, tibulos renais e macrofagos
pulmonares, esplénicos e da mucosa intestinal (HUXTABLE et al.,1987).

2.6.2. Sindromes tremorgénicas

Ipomoea asarifolia, conhecida como “salsa” ou “batatarana”, é responsavel por
provocar tremores, incoordenacdo e quedas em bovinos, bubalinos, ovinos e caprinos,
sobretudo no semiarido brasileiro (MEDEIROS et al., 2003). Os sinais clinicos
apresentados por estes animais consistem em tremores generalizados, hipermetria, base
ampla, ataxia, andar trdpego, quedas ao solo, principalmente quando agitados,
decubito, opistotono, nistagmo e convulsdes clénicas (MEDEIROS et al., 2003;
BARBOSA et al., 2005; ARAUJO et al.,, 2008). A recuperagdo dos animais
intoxicados, caso retirados das regides invadidas pela planta foi observada em bovinos,
ovinos (DOBEREINER et al., 1960) e caprinos (MEDEIROS et al., 2003).

Estudos conduzidos por Medeiros et al. (2000) indicaram que, pela similaridade
dos sinais clinicos e pela presenca de calisteginas, I. asarifolia era uma planta
causadora de DAL com glicoproteinose, tal qual Ipomoea carnea subsp. fistulosa, que

ocorria na mesma regido. Contudo, a auséncia de alteracbes histopatoldgicas e
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ultraestruturais ndo sédo conclusivos de DAL. Estudos posteriores mostraram que as
quantidades infimas de swainsonina e auséncia de calisteginas em novas amostras de I.
asarifolia ndo justificam a hipdtese de DAL (MEDEIROS et al., 2003).

Claviceps paspali é um fungo endofitico que cresce nas sementes de espécies
de Paspalum. Durante o inverno, o fungo se mantém em laténcia e libera seus esporos
na época de inflorescéncia das gramineas, infestando o ovério da planta e forma uma
estrutura escurecida no local das sementes conhecida por esclerodio (PLUMLEE;
GAYLE, 1994). Nesta fase, o fungo contém alcaloides responsaveis pela doenca. A
intoxicacdo ja foi relatada em diversos paises, dentre estes o Brasil (RIET-CORREA et
al., 1983) e tem como principais sinais clinicos ataxia e tremores musculares,
acometendo bovinos (RIET-CORREA et al., 1983), ovinos e equinos (CAWDELL-
SMITH; SCRIVENER; BRYDEN, 2010). Condicdo similar ocorre em pastagens de
Lolium perene infectados por fungos endofiticos, como do género Acremonium. As
intoxicagOes usualmente ocorrem em situacdes de grande oferta de L. perene e pouca
oferta de outras pastagens, forcando os animais a pastejarem partes mais baixas da
planta, onde se encontram as sementes infectadas pelo esclerodio do fungo
(PRESTIDGE, 1993). Nestes casos, diversas micotoxinas podem estar envolvidas na
génese dos tremores, como lolitremas A e B, paspalinas, penitrenes. Os sinais clinicos
da intoxicacdo aparecem entre o sétimo e décimo quarto dia, como tremores de cabeca,
musculares e incoordenacao.

A diplodiose ocorre em bovinos e ovinos e esta associada a ingestdo de milho
contaminado por Stenocarpella maydis (Diplodia maydis). E outra enfermidade que
deve ser considerada como diagnostico diferencial das DAL, visto que a
sintomatologia observada frequentemente ¢ marcada por tremores musculares, ataxia,
dismetria com flexao exagerada dos membros durante a marcha, decubito e opistotono
(ODRIOZOLA et al., 2005; RIET-CORREA et al., 2013). Natimortos ou alta taxa de
mortalidade apds o nascimento podem ocorrer em lotes de fémeas que ingeriram milho
contaminado por S. maydis, mesmo que ndo apresentem sinais de ingestdo (RIET-
CORREA et al., 2013).

2.6.3. Outras neurotoxicoses

Cordeiros e cabritos nascidos de fémeas severamente acometidas pela

deficiéncia de cobre podem apresentar uma condi¢do conhecida por “ataxia enzodtica”.
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A doenca acomete animais de até quatro meses de idade e caracteriza-se por perda
progressiva de controle sobre os posteriores (TOKARNIA et al., 2012). A maioria dos
animais acometidos morrem e 0s que, eventualmente, sobrevivem sdo afetados
permanentemente, mesmo que com sinais leves. O diagnoéstico definitivo € feito
através da observacdo de severa desmielinizacdo na substancia branca do encéfalo e
medula espinhal dos animais afetados, sobretudo quando as sec¢fes sdo submetidas a
coloracéo de Luxol Fast Blue (SANTOS et al., 2006)

Na Australia e Pais de Gales, ja foram descritas intoxicacbes em pequenos
ruminantes que ingeriram plantas do género Stypandra. Um surto ocorrido pela
ingestdo de S. glauca por caprinos da raga Angora revelou que estes animais diversas
vezes se chocavam contra obstdculos e apresentavam depressdo, com
comprometimento visual (MAIN et al., 1988). Ovinos e caprinos intoxicados por S.
imbricata apresentaram cegueira associada a lesdes hiperpigmentadas, observadas ao
exame de fundo de olho, marcha com passos altos, postura de cabeca baixa e depressao
(WHITTINGTON et al., 1981). As lesdes relatadas no exame microscopico consistem
em edema da substancia branca do cérebro, corpo caloso, capsula interna e tronco
encefalico, degeneracdo e edema no nervo 6tico e seus tratos com variado grau de
degeneracdo Walleriana, astrocitose e presenca de macréfagos vacuolizados, bem
como alteragcOes degenerativas na retina acompanhadas de hiperpigmentacdo por
hiperplasia do epitélio pigmentado e diminuicdo das camadas de fotorreceptores e
nuclear externa (WHITTINGTON et al., 1981; MAIN et al., 1988).

A micotoxicose por Aspergillus clavatus ocorre em ruminantes alimentados
com cereais contaminados com o fungo, sobretudo com residuos Umidos de cervejaria
(cevada). Muitas toxinas podem estar envolvidas na patogénese da intoxicacdo e,
possivelmente, ha acdo integrada destas para provocar as lesdes (OLIVEIRA, 2016). A
sintomatologia cursa com tremores, andar rigido, com apoio sobre o boleto flexionado
e incoordenado, hipermetria, hiperestesia, prosseguindo para fraqueza, dificuldade de
erguer a regido peélvica e decubito esternal (OLIVEIRA, 2016). As alteragdes
macroscopicas mais observadas consistem em areas esbranquicadas em grandes grupos
musculares dos membros pélvicos e toracicos (BEZERRA JUNIOR, 2009).
Adicionalmente, alguns animais podem apresentar congestdo das meninges

(KELLERMAN et al., 2005). Microscopicamente, nlcleos de neurénios da base do
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cerebro, cortex, talamo, medula oblonga e medula espinhal apresentam alteracfes
degenerativo-necroticas expressas por cromatolise neuronal (OLIVEIRA, 2016).

2.7. Tratamento e profilaxia

Na medicina veterindria, ndo se conhece tratamento especifico para as DAL que
ocorrem em animais de producdo e a profilaxia consiste em retirar os animais das areas
invadidas. O retorno a atividade enzimatica normal foi observado ap6s uma semana da
interrupcdo da ingestdo de plantas que contém swainsonina, através de dosagem da
alfa-manosidase sérica e dosagem de oligossacarideos excretados na urina
(STEGELMEIER et al., 1995). Parte dos animais se recupera a partir da interrupgdo do
consumo, contudo, 0s animais que ingerem a planta por mais tempo séo incapazes de
reverter o quadro clinico que progride até a morte do animal (SEITZ et al., 2005a)

O tratamento das DAL em humanos pode ter como alvo a dispersao ou restri¢ao
do material acumulado no interior dos lisossomos ou reposicdo das proteinas
defeituosas. A reposicao pode ser feita por administracdo direta da proteina purificada,
terapia génica de transferéncia do gene que codifica a proteina ou transplante de
células responsaveis por sua producdo (WINCHESTER et al., 2000). A terapia de
reposicdo enzimatica ja foi estabelecida como uma forma efetiva de tratamento para a
doenca de Gaucher em sua forma ndo neuroniopatica, que é resultado do acimulo de
glicocerebrosideos por deficiéncia de beta-glicocerebrosidase. A administracdo da
enzima purificada reduziu drasticamente os sinais clinicos da doenca em todos 0s
pacientes testados (BARTON et al., 1991). O uso de depletores de cistina foi
demonstrado em pacientes com cistinose, nos quais 0 uso da cisteamina reduziu todos
0s casos de insuficiéncia renal, quando utilizados adequadamente na fase infantil
(MARKELLO; BERNARDINI; GAHL, 1993).

2.7.1. Aversao condicionada

O uso de substancias causticas ou eméticas logo apos a ingestao de plantas, tem
se mostrado capaz de induzir aversao condicionada em animais de produgdo com a
intencdo de modificar a dieta e impedir o consumo esponténeo de plantas tdxicas. Para
obter essa aversdo, qualquer agente quimico que afete a fisiologia do trato

gastrointestinal superior ou do centro emético no sistema nervoso central pode ser
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utilizado (RALPHS; PROVENZA, 1999). O agente mais utilizado nos protocolos de
aversdo condicionada é o cloreto de litio (LiCl), que provoca nauseas sem efeitos
colaterais adversos, entretanto, por seu efeito caustico, deve ser administrado por sonda
dentro do ramen em altas dilui¢bes (175-200mg/ml).

Alguns fatores podem influenciar o sucesso dos protocolos de aversdo, dentre
eles: a) contato prévio com a planta: animais que j& ingeriram a planta antes dos
protocolos “relutam” a cessar o consumo; b) fome: quanto maior for o periodo de
jejum antes do protocolo, mais 0s animais comem durante 0 processo e mais associam
0 sabor ao efeito desconfortavel do agente aversivo, entretanto alguns animais tendem
a comer a planta mesmo se ela possuir um sabor ruim ou estiver associada ao efeito
desconfortavel se a fome for excessiva; c) idade: animais mais jovens tendem a perder
o efeito aversivo mais rapido que animais mais velhos; d) facilitacdo social: quando
animais avertidos sdo colocados no mesmo pasto de animais ndo avertidos, o fato de
varios animais ingerirem a planta estimula o consumo e diminui o tempo de aversdo; e)
paladar: plantas com alta palatabilidade e com sabor mais caracteristico tornam a
associacdo com o efeito de desconforto mais eficaz, aumentando assim o tempo de
aversdo (RALPHS; PROVENZA, 1999).

A eficacia da aversdo alimentar foi obtida em caprinos que ingeriram Turbina
cordata através da administragdo de LiCl na dose de 175mg/kg, que foi capaz de
reduzir todos os casos de intoxicacdo nos animais tratados desde o inicio, com
diminuicdo da ingestdo da planta durante todo ano (PIMENTEL et al., 2012). Foi
observado que para Ipomoea carnea subsp. fistulosa, a ingestdo diminuiu
significativamente no periodo das chuvas, mas quando havia escassez de pastagens no
periodo de secas, 0s animais voltavam a ingerir a planta apesar de continuados 0s
protocolos de aversédo (PIMENTEL et al., 2012).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de ocorréncia do surto

A intoxicacdo natural por Sida planicaulis Cav. (S. carpinifolia) ocorreu em
uma pequena propriedade criadora de ovinos para corte no bairro Prados Verdes do
municipio de Nova lguacu, Rio de Janeiro (22°50'41" S, 43°38'39" W) (Figura 1). O
proprietario participava de um projeto de extensdo da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ) que prestava assisténcia a pequenos produtores rurais dos
arredores da instituicdo e foi solicitado o suporte da equipe do Setor de Anatomia
Patoldgica (SAP) para identificar na propriedade os problemas decorrentes da ingestao

de uma planta, até entdo, denominada “vassoura”.

3.2. Identificacdo boténica

Amostras de plantas colhidas na propriedade durante a quarta visita foram
posicionadas entre folhas de papel, de forma que pudessem ser analisadas todas as
partes da planta e prensadas por 24h, com subsequente troca dos papéis e repeticdo do
processo por 14 dias. As exsicatas obtidas foram enviadas ao Departamento de
Botéanica do Instituto de Ciéncias Biologicas e da Salde da UFRRJ para identificacdo

taxonOmica.

3.3. Visitas a propriedade

Quatro visitas foram feitas a propriedade entre outubro de 2014 e dezembro de
2017, nas quais foram identificados animais com sinais clinicos compativeis com
desordens do sistema nervoso. Os dados epidemioldgicos e clinico-patoldgicos foram
colhidos durante estas visitas, além de avaliacdo das condigdes de criagdo, e do tipo e
disponibilidade de pastagem as quais 0s animais tinham acesso.

Durante a primeira visita, um animal severamente doente foi necropsiado na
propriedade por solicitagdo do proprietario.

Na segunda visita foram identificados outros quatro animais doentes (trés
fémeas adultas e um macho jovem) e realizados exames fisicos especificos para as
desordens neurologicas observadas (DELAHUNTA; GLASS, 2009). Por solicitagdo do
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proprietario, os quatro animais foram eutanasiados e enviados ao SAP para necropsia.
A eutanasia foi realizada de acordo com a legislagéo vigente.

As duas ultimas visitas (abril de 2016 e dezembro de 2017) tiveram como
objetivo acompanhar novos casos da doenca e condicao clinica do rebanho, bem como
coletar amostras para identificacdo botanica da espécie acusada como causadora das

intoxicagoes.
3.4. Exames fisicos

O rebanho de ovinos foi avaliado na propriedade como um todo e 0s quatro
animais que apresentaram sintomatologia nervosa marcada foram avaliados
detalhadamente (FEITOSA et al., 2000).

O exame do sistema nervoso foi dividido em 5 passos: (a) avaliacdo sensorial e
resposta ao ambiente; (b) postura e locomocao; (c) reacdo postural; (d) tdnus muscular
e reflexos espinhais; (e) avaliagdo de nervos cranianos como descritos por De Lahunta
e Glass (2009).

3.5. Necropsia e histopatologia

Os animais (uma fémea em outubro de 2014, trés fémeas adultas, um macho
jovem e um feto em dezembro de 2014) foram necropsiados logo apo6s eutanasia.
Fragmentos de diversos 6rgdos foram fixados em formalina tamponada a 10% por 48h
e remetidos ao Setor de Anatomia Patoldgica da UFRRJ, onde foram clivados para
processamento histoldgico, desidratados em alcool, diafanizados em xilol, embebidos
em parafina histologica e incluidos em moldes de parafina para corte em microtomo.
Secoes de 3 a 5 um de espessura de todos os fragmentos coletados foram obtidas em
laminas comuns para coloracdo de HE, secOes histoldgicas de cerebelo para coloragéo
de Luxol Fast Blue (LFB) e Cresil Violeta (CV), e fragmentos de sistema nervoso,
pancreas, figado e tireoide em laminas silanizadas para serem submetidas a avaliacdo
lectino-histoquimica. As se¢Bes foram avaliadas em microscopio Zeiss Axio Scope Al
e as fotomicrografias foram capturadas com camera Zeiss Axiocam IC5 de 5

megapixels, através do software Zen Blue Lite.
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3.6. Histoquimica

No laboratério de histopatologia do SAP-UFRRJ, foi realizada a coloracédo de
Luxol Fast Blue (LFB) e Cresil Violeta (CV), na qual as se¢des foram desparafinadas e
hidratadas em xilol e alcool, respectivamente, e posteriormente mantidas em solucao
alcoolica de LFB a 0,1% por 1 hora em estufa a 60° C e lavadas em agua destilada. A
diferenciacéo foi feita com 3 a 5 imersdes rapidas em solucdo aquosa de carbonato de
litio a 0,01%, seguidas de rapidas imersdes em alcool 70% e logo ap6s lavadas em
agua destilada. As laminas foram entdo mergulhadas em Solucgéo de CV a 1% filtrada e
aquecida a 60° C por 10 minutos, e desidratadas em alcool 95%, xilol e montadas para
observacdo em microscopio otico. As secBes foram avaliadas em microscopio Zeiss
Axio Scope Al e as fotomicrografias foram capturadas com camera Zeiss Axiocam
IC5 de 5 megapixels, através do software Zen Blue Lite.

3.7. Lectino-histoquimica

No laboratério de imuno-histoquimica do SAP-UFRRJ, as secdes histoldgicas
de sistema nervoso central, péncreas, tireoide e placenta dos ovinos foram
desparafinadas em xilol, hidratadas em &lcool e incubadas em duas solucdes de
peroxido de hidrogénio a 3% por 15 minutos cada para blogueio de peroxidases
enddgenas. Apds a lavagem das laminas por dois minutos com tampéao fosfato (PBS),
estas ficaram submersas em tampdo citrato (pH 6,0) para recuperacdo antigénica, por
15 minutos a 98° C em banho-maria com posterior resfriamento em temperatura
ambiente por 15 minutos. Para bloqueio de reacdes inespecificas foi utilizado leite
desnatado a 5% (Molico® - Industria Brasileira). Os cortes foram incubados por 12 a
14h “overnight” com lectinas (Lectin Kit Biotinylated BK 1000 e 2000 - Vector
Laboratories, Burlingame, California, 94010, USA) na dilui¢do de Spug/mL em PBS,
com excessdo das lectinas Con A que foi diluida na proporcao de 0,5ug/ml e da lectina
RCA que foi diluida na proporcdo de 1pg/ml (as lectinas utilizadas estdo descritas no
quadro 2). Posteriormente incubamos com o kit Vectastain Elite ABC (Vector
Laboratories Inc.) por 30 minutos e revelamos com Diaminobenzidina (DAB). Todas
as secdes foram contra-coradas com hematoxilina de Harris e avaliadas em

microscopio Optico através de andlise semi-quantitativa com graduacfes de acordo
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com a intensidade de marcagdo encontrada, sendo: (-) marcacao ausente, (+) discreta,
(++) moderada e (+++) intensa. As se¢Oes foram avaliadas em microscépio Zeiss Axio
Scope Al e as fotomicrografias foram capturadas com camera Zeiss Axiocam IC5 de 5

megapixels, atravées do software Zen Blue Lite.

Quadro 2: Lectinas utilizadas e especificidade por acucar. (VECTOR
LABORATORIES INC, 2017.)

Lectina Sigla Especificidade de residuo
primaria

Concanavalia ensiformis agglutinin | Con A a-D-Man; a-D-Glc

Dolichos biflorus agglutinin DBA a-D-GalNAc

Glycine max (Soybean) agglutinin SBA a>p-GalNAc

Arachis hypogaea (peanut) | PNA GalB-3GalNAc

agglutinin

Ricinus communis agglutinin-I RCA-I B-D-Gal

Ulex europaeus agglutinin-I UEA-I a-L-Fuc

Triticum wvulgaris (Wheat germ) | WGA B -D-GIcNAc

agglutinin

Succinylated-  Triticum  vulgaris | SWGA B-(1-4)-D-GIcNAc
(Wheat germ) agglutinin

Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia | GSL a-Gal, a-GalNAc
Sophora japonica SJIA B-GalNAc
Pisum sativum PSA a-Man, a-Glc

Phaseolus vulgaris Erythroagglutinin | PHA-E Galp-4GIcNAcB-2Mana6
(GIcNAcp4) (GIcNAcp4Mana3)
Manp4

Phaseolus vulgaris Leucoagglutinin | PHA-L Galp4GIcNACcp6
(GIcNAcB2Mana3) Mana3

Lens culinaris LCA a-Man, a-Glc

Legenda: Fuc = Fucose; Gal = Galactose; GaINAc = N-Acetilgalactosamina; Glc =

Glicose; GIcNAc N-Acetilglicosamina; Man = Manose;
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3.8. Imuno-histoquimica

Fragmentos de sistema nervoso central, incluidos em parafina, foram enviados
ao Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) para exame imuno-histoquimico de Encefalopatia Espongiforme Ovina
(Scrapie). As secdes histologicas foram mantidas a 60°C por 12h para secagem,
desparafinadas e tratadas com peréxido de hidrogénio a 10% em metanol por 20
minutos. Posteriormente foram incubadas com &cido férmico por 5 minutos, lavadas
com TBS e tratadas com proteinase K por 40 segundos. A imuno-histoquimica foi
realizada com anticorpo priméario anti-PrP monoclonal mAb F99/97.6.1 e anti-PrP
monoclonal mAb P4. Os anticorpos foram diluidos na proporcdo de 1:500 em PBS
antes do uso e incubadas por 18h a 4°C, seguidas por anticorpo secundario biotinalado
por 20 minutos e conjugado streptavidina-proxidase por 20 minutos. Os tecidos foram
expostos ao cromégeno Diaminobenzidina por 1 minuto e contracorados com
hematoxilina de Harris. Para controle foram utilizados fragmentos de 6bex de animais

afetados e livres de Scrapie.

3.9. Microscopia eletrdnica de transmisséo

Fragmentos de 1-2 mm® de pancreas foram fixados em glutaraldeido
tamponado a 3%, em solucdo de cacodilato de sodio a 0.166 M (Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, Pennsylvania), seguido de uma segunda refixacdo em tetroxido de
0smio a 1%. Os tecidos foram desidratados em uma bateria de alcool e incluidos em
resina (Electron Microscopy Sciences). As amostras foram emblocadas e cortadas em
um ultramicrétomo Leica UC6 (Leica Microsystems). Os cortes (60-90 nm) foram
coletados em grades de cobre de 100-mesh (Electron Microscopy Sciences),
contrastados com acetato de uranila a 5% por 20 minutos e lavados por solugdo de
citrato de Satos’ por 6 minutos. As sec¢des foram examinadas em um microscopio
eletronico de transmissdo (JEOL Ltd., Tokyo, Japan). As dimensBes das estruturas
celulares foram analisadas através do software ITEM (Olympus SIS, Munster,
Germany), no Laboratdrio de Diagnostico da Universidade de Medicina Veterinaria de
Minnesota, USA.
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4. RESULTADOS

4.1. Dados epidemioldgicos

Primeira visita (10/10/2014).

A propriedade havia sido recém-adquirida pelo produtor que iniciou a
ovinocultura de corte como atividade principal da fazenda, com a maioria dos animais
da raca Santa Inés e poucos mesti¢os. Segundo o proprietario, a atividade comecgou
com 6 animais e através de compras de animais e novos nascimentos, que ndo foram
devidamente catalogados, o rebanho atingiu um ndmero proximo a 50 animais a época
da primeira visita (dados relatados pelo produtor), mantidos em um mesmo lote (Figura
2). De acordo com o historico colhido com o produtor e com o profissional que o
assistia, alguns animais apresentavam emagrecimento progressivo, fraqueza,
crescimento retardado e “tremedeira” (produtor ndo soube quantificar o nimero de
animais afetados a época). A principal queixa foi exemplificada por um animal com
acentuada caquexia, incapacidade de se levantar e grande aumento de volume nas
articulagcdes do carpo, que o produtor alegou ter evoluido para essa situacdo apds
tremores, dificuldade de locomocgéo e quedas. Uma breve inspecdo dos pastos permitiu
observacdo de diversos exemplares, posteriormente identificados como Sida

planicaulis Cav. (S. carpinifolia) com sinais de ingestdo (Figura 3).
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Figura 1. Doenga do armazenamento lisossomal induzida por Sida planicaulis Cav.
(S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no estado do Rio de Janeiro. Localizagdo da
propriedade por imagem de satélite (Google Maps).

i

e d

Figura 2. Doenga do armazenamento lisossomal induzida por Sida planicaulis
Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no estado do Rio de Janeiro. Parte
dos ovinos de diferentes idades alocados no mesmo lote.
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Figura 3. Doenca do armazenamento lisossomal induzida por Sida planicaulis
Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no estado do Rio de Janeiro. S.
planicaulis na propriedade onde ocorreu o surto. Nova lguacu, RJ.

Segunda visita (04/12/2014)

A segunda visita foi possivel identificar no rebanho dez animais com sinais
neurolégicos; quatro destes tinham sintomas mais acentuados. Adicionalmente havia
pequena quantidade de fezes pastosas pelo aprisco e pela pastagem. A inspecio da
pastagem observaram-se sobretudo S. planicaulis, frequentemente com sinais de
ingestdo e capim “rabo-de-burro” (Andropogon bicornis), além de alguns exemplares
de Cestrum laevigatum (“coerana”), Asclepias curassavica (“oficial-de-sala”),
Amaranthus spinosus (“caruru™) e Solanum aculeatissimum (“jod”, “arrebenta-
cavalo”). O periodo de estiagem combinado com dificuldades em estabelecer boa
irrigacdo das pastagens e da capineira gerou baixa oferta de forragem disponivel e, por
um longo periodo, os animais tiveram S. planicaulis como fonte principal de alimento,
sobretudo para os animais mais jovens que disputam a forragem com os adultos.
Segundo o proprietario, os problemas no sistema de irrigacdo impediam o

estabelecimento da forragicultura adequada (Figura 4).
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Figura 4. Doenca do armazenamento lisossomal induzida por Sida planicaulis
Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no estado do Rio de Janeiro. Pasto
destinado a forragicultura desprovido de forragem para alimentacdo do rebanho.
Nova Iguacu, RJ.

Terceira visita (13/04/2016)

Mais de um ano apos o diagnostico definitivo de intoxicacdo por S. planicaulis
a equipe voltou a propriedade e a pastagem ainda apresentava problemas de irrigacao e
0 produtor mantinha a alimentacdo dos animais com capim elefante proveniente de
uma capineira estabelecida (Figura 5) em outro lote proximo a propriedade. Ainda
foram observados animais com dificuldades de se locomover, tremores, cambaleio e
quedas, entretanto o proprietario preferiu iniciar tratamento de suporte para uma
possivel melhora clinica do animal mais afetado e ndo solicitou a necropsia. Este
animal veio a obito dois dias apds a visita. Foi relatada diminuicdo dos sinais clinicos
dos outros animais com sintomas mais leves apds fornecimento de forragem
alternativa.
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Figura 5. Doenca do armazenamento lisossomal induzida por Sida planicaulis Cav.
(S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no estado do Rio de Janeiro. Capineira de
capim-elefante em terreno anexo a propriedade. Nova Iguacu, RJ.

Quarta visita (01/12/2017)

Na Gltima visita a propriedade, o produtor relatou o descontentamento com a
ovinocultura e relatou tentativas de outras culturas para diminuir 0s prejuizos
econémicos obtidos com ovinos. Na ocasido, contamos 33 animais, entre jovens e
adultos, alimentados com capim elefante (Pennisetum purpureum cv. cameron) e
concentrado a base de milho, e ndo foi possivel perceber qualquer sinal da intoxicacao
por S. planicaulis. Uma analise cuidadosa da pastagem a procura de plantas toxicas
permitiu observacdo de inumeros exemplares de S. planicaulis difusamente
distribuidos por todo o pasto com sinais de ingestdo (pequenos galhos, sem floracéo
e/ou brotacao) (Figuras 6 e 7).

O ineficiente controle do rebanho tornou dificil o estabelecimento de taxas de
morbidade, mortalidade e letalidade da doenca em todas as visitas, uma vez que 0

produtor relatava um namero diferente de animais cada vez que era questionado e,
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frequentemente os animais observados em uma visita eram vendidos ou morriam, o

que inviabilizava acompanhamento clinico a longo prazo.

Figura 6. Doenca do armazenamento lisossomal induzida por Sida planicaulis
Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no estado do Rio de Janeiro.
Pasto severamente invadido por Sida planicaulis Cav. (carpinifolia). Nova
Iguacu, RJ.
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Figura 7. Doenca do armazenamento lisossomal induzida por Sida planicaulis Cav.
(S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no estado do Rio de Janeiro. Detalhe da
figura anterior.

4.2. ldentificacédo botéanica

A partir das exsicatas, identificou-se o espécime suspeito de provocar a doenca
como Sida planicaulis Cav., que por sua vez foi depositado no Herbario da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro sob o numero de tombamento
RBR42728 (Figura 8).
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armazenamento lisossomal induzida por Sida carpinifolia (Malvaceae)
em ovinos no estado do Rio de Janeiro. RBR00042728

Figura 8. Doenga do armazenamento lisossomal induzida por Sida
planicaulis Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no estado do
Rio de Janeiro. Ficha de catalogo do Herbario da UFRRJ.

4.3. Dados clinicos

O primeiro animal foi encontrado com severa letargia, caquético, em decubito e
pouco responsivo aos estimulos externos. Havia ainda grande aumento das articulagbes
do carpo.

Durante a segunda visita, a inspecdo do rebanho a pasto, cerca de 10 animais
apresentavam baixo escore corporal e alguns sinais de andar cambaleante e ataxia.
Quando movimentados mais vigorosamente, 0s animais mais afetados apresentavam
disturbios de marcha que variavam desde leve a grave hipermetria e quedas (Figura 9).
Observou-se, com o0s animais dentro do aprisco, que alguns apresentavam leves

tremores de cabeca que eram regulares em repouso, e se intensificavam durante
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alimentacdo e manejo. Em outros animais, oS tremores eram mais pronunciados,
sobretudo nos que haviam apresentado distdrbios de marcha. Aparentemente, qualquer
situacdo que estressasse 0s animais era capaz de iniciar (nos animais aparentemente
higidos) ou exacerbar os tremores de intencdo, como movimenta-los forcadamente,
puxa-los com a corda, ocluir sua viséo e levantar a cabeca. Com a aplicagdo do HRT
(teste que consiste em estender caudo-dorsalmente a cabeca do animal em estagéo
durante 60 segundos e, em seguida, solta-la subitamente) (Figura 10), evidenciaram-se

os tremores de intencdo e ao fim do procedimento, alguns dos animais ficavam tontos,

caiam ao solo e apresentavam dificuldades para levantar por alguns segundos.

Figura 9. Doenca do armazenamento lisossomal induzida por Sida planicaulis Cav.
(S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no estado do Rio de Janeiro. Ovino 2.
Animal com dificuldade de se levantar apds decubito.
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Figura 10. Doenca do armazenamento lisossomal induzida por Sida
planicaulis Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no estado do Rio de
Janeiro. Realiza¢do do HRT no ovino 4.

O exame clinico neuroldgico detalhado dos quatro animais (trés fémeas e um
macho) com sintomas mais marcados revelou déficit proprioceptivo, em que 0s
animais abduziam os membros toracicos e pélvicos (Figura 11) ou trocavam as
posicdes das patas (Figura 12), incoordenacdo motora, tremores de intencdo. Os
detalhes pormenorizados da avaliacdo clinica estdo dispostos no quadro 3. Devido aos
sinais severos de incoordenacdo motora, tremores de intengdo, sobretudo apés o HRT,
0s animais foram eutanasiados a pedido do produtor.
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Quadro 3. Exame clinico dos animais intoxicados por Sida planicaulis Cav. (S.

carpinifolia)
ov1, F, PL ov2, F, PB Ov3, F, P Ov4, M, macho
jovem
Peso 42 Kg 47 Kg 54 Kg 15 kg
FC 88 84 96 100
FR 68 44 52 20
MR/5min 12 7 10 5
Mucosas Normocoradas Normocoradas Normocoradas Hipocoradas ++
T 38,9°C 38,7°C 39,2°C 38,9°C

Reflexo patelar

Sem alteracBes

Sem alteracBes

Sem alteracGes

Sem alteracdes

Reflexo flexor

Sem altera¢Bes

Sem altera¢Bes

Sem alteragdes

Sem alteracdes

Reflexo pupilar

Sem altera¢Ges

Sem alteracGes

Sem alteragbes

Sem alteracdes

Reflexo da cauda

Sem alteracBes

Sem alteracBes

Sem alteracGes

Ausente

Reflexo anal

Sem altera¢Ges

Sem altera¢Ges

Sem alteragbes

Ausente

Sensibilidade (dor)

Sem alteracBes

Sem alteracBes

Sem alteracGes

Sem alteracdes

Nervos cranianos

Sem altera¢Ges

Sem altera¢Bes

Sem alteragbes

Sem alteracdes

Comportamento,
reagdes posturais e
marcha

Tremores na
cabeca ++(+)
(exacerbados apds
0 HRT com
posterior
desequilibrio e
queda ou durante
a marcha de olhos
vendados)

Incoordenacéo e
debilidade motora
+
(batida em
obstéaculos e
desequilibrio a
suspensdo de um
membro ou apds
decubito lateral)

Apatia

Tremores na
cabeca +++
(muito
exacerbados ap6s
0 HRT com
posterior
desequilibrio e
gueda ou durante
a marcha de olhos
vendados)

Incoordenacdo e
debilidade motora
+ (batida em
obstaculos)

Tremores na cabeca
+(+)
(exacerbados apds
0 HRT e durante a
marcha de olhos
vendados)

Incoordenacdo e
debilidade motora
+
(batida em
obstéculos e
desequilibrio ap6s
decubito lateral
com permanéncia
de apoio nos
cotovelos)

Incoordenacéo e
debilidade motora
++(+)
(cambaleio,
abducéo exagerada
de membros, batida
em obstaculos,
instabilidade de
membros
[principalmente
posteriores],
desequilibrio e
gueda a suspensao
de um membro ou
leve empurrao,
exacerbados
durante a marcha de
olhos vendados)

Legenda: + Discreto, +(+) Leve, ++ Moderado, ++(+) Acentuado, +++ Severo, FC: Frequéncia cardiaca,
FR: Frequéncia respiratéria, MR: Movimentos ruminais, T: Temperatura, F: Fémea, M: Macho, PL: Preto
lanado, PB: Preta e branca, P: Preta.

Até um ano apo6s a identificacdo do surto, novas visitas a propriedade

mostraram que os problemas relacionados ao manejo ainda eram frequentes (pastos

invadidos por S. planicaulis e escassez de forragem) e 0s animais apresentavam sinais

clinicos compativeis com o quadro de intoxicacao por S. planicaulis.
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Figura 11. Doenca do armazenamento lisossomal induzida por Sida
planicaulis Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no estado do
Rio de Janeiro. Ovino 4. Animal com membros abduzidos.

Figura 12. Doenga do armazenamento lisossomal induzida por Sida
planicaulis Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no estado do
Rio de Janeiro. Ovino 4. Sequencia de sinais apés HRT (andar
cambaleante, com membros pélvicos em posicao atipica).
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4.4, Necropsia

Observou-se, a necropsia do primeiro animal, aumento de volume nas
articulacbes  radio-carpicas, com espessamento de tecido periarticular,
linfadenomegalia (mesentéricos e pré-escapular) e leve parasitose por Haemonchus
contortus. Ndo foram observadas alteragdes dignas de nota em nenhum dos outros

ovinos necropsiados.

4.5. Histopatologia e histoquimica

A avaliacdo histopatoldgica das secdes de tireoide e cerebelo do primeiro
animal necropsiado revelou discreta vacuolizacdo de células foliculares da tireoide e
em neurbnios da camada de Purkinje. Adicionalmente observaram-se esferoides
axonais e vacuolizacdo de alguns neurdnios de ndcleos da base.

Nos quatro ovinos que foram submetidos a avaliacdo neuroldgica mais
detalhada, os achados histopatologicos mais significativos foram observados no
sistema nervoso. Os ovinos apresentaram vacuolizacdo/tumefacdo de neurénios da
camada de Purkinje do cerebelo (4/4) (Figura 13), na camada piramidal do cértex (1/4)
e na capsula interna (1/4).

ar

Figura 13. Doenca do armazenamento lisossomal induzida por
Sida planicaulis Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos
no estado do Rio de Janeiro. Ovino 4. Cerebelo. Tumefagéo e
microvacuolizacdo de neurdnios da camada de Purkinje. HE,
obj. 63x.
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Proliferacdo astrocitaria distribuida pela neuropila com astrdcitos bi ou
trinucleados, em processo de amitose, acompanhada de alteracdes morfoldgicas, como
nucleos indentados e de cromatina marginada foi observada no cortex telencefalico
(3/4), cépsula interna (2/4), tdlamo (Figura 14) (2/4), mesencéfalo (4/4), bulbo (Figura
15) e ponte (2/4), cerebelo (2/4) e cornos ventrais da medula espinhal (3/4) (Figura 16).
Usualmente esta proliferacdo tornava-se mais intensa quando concentrada ao redor de
nucleos de neurdnios (satelitose) necrdticos ou em processo degenerativo avangado
(Figura 17) que apresentavam citoplasma fortemente eosinofilico, por vezes, tumefeito
e ndcleos picndticos ou que sofreram cromatolise. Havia ainda, junto ao processo,
degeneracdo axonal que foi observada no talamo (1/4), mesencéfalo (1/4), tronco

encefalico (1/4) e cortex telencefalico (1/4).

Figura 14. Doenca do armazenamento lisossomal induzida por Sida
planicaulis Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no estado do Rio de
Janeiro. Ovino 1. Talamo. Astrdcitos atipicos com nucleos indentados (setas)
e esferoides axonais (cabecas de seta). HE, Obj. 63x (aproximacao).
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Figura 15. Doenca do armazenamento lisossomal induzida por
Sida planicaulis Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no
estado do Rio de Janeiro. Ovino 1. Bulbo. Astrécitos com
maultiplos nicleos em processo de amitose (seta). HE, obj. 63x.

Figura 16. Doenca do armazenamento lisossomal induzida por
Sida planicaulis Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no
estado do Rio de Janeiro. Ovino 4. Medula espinhal. Neurdnios do
corno ventral da medula com tumefacdo e microvacuolizacao
intracitoplasmatica. HE, obj. 20x.
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Figura 17. Doenca do armazenamento lisossomal induzida por Sida
planicaulis Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no estado do Rio de
Janeiro. Ovino 1. Bulbo. Necrose neuronal (setas), alteragdes astrocitarias e
esferoides axonais (cabecas de seta). HE, obj. 20x.

A coloragdo de LFB néo foi capaz de detectar focos de desmielinizacdo nas
secOes histologicas de cerebelo testadas. Os neurdnios cerebelares, sobretudo de
Purkinje apresentaram severa perda de elementos celulares, como a substancia de Nissl
quando observados na coloragdo de Cresil Violeta, o que indica graus variaveis de
degeneracéo a necrose neuronal (Figuras 18 e 19).

Todos os animais apresentaram vacuolizacdo multifocal de células acinares do
pancreas (4/4) (Figura 20) e nos ovinos 1, 2 e 4 (3/4) essa vacuolizacdo foi também
observada nas células foliculares da tireoide (Figura 21). Os ovinos 1 e 4 apresentaram
leve e moderada tumefacdo/microvacuolizagdo do epitélio tubular renal,

respectivamente.

46



Figura 18. Doenca do armazenamento lisossomal induzida por Sida
planicaulis Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no estado
do Rio de Janeiro. Ovino 4. Cerebelo. Integridade das bainhas de
mielina evidenciadas em azul. LFB e CV, obj. 10x.

Figura 19. Doenca do armazenamento lisossomal induzida por Sida
planicaulis Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no estado
do Rio de Janeiro. Ovino 4. Cerebelo. Perda de elementos celulares
em neurdnios de Purkinje. LFB e CV, obj. 40x.
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Figura 20. Doenca do armazenamento lisossomal induzida por
Sida planicaulis Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos
no estado do Rio de Janeiro. Ovino 4. Pancreas. Vacuolizagdo
intracitoplasmatica de células acinares. HE, obj. 63x.

Figura 21. Doenca do armazenamento lisossomal induzida por
Sida planicaulis Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos
no estado do Rio de Janeiro. Ovino 4. Tireoide. Vacuolizacao
de células foliculares. HE, obj. 63x.
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Os achados histopatologicos observados no feto (produto do ovino 3)
restringiam-se a moderada vacuolizacdo das células epiteliais dos tabulos renais.
Adicionalmente, edema e vacuolizacédo citoplasmatica das células do epitélio coriénico
da placenta foram observados, com aparente degeneracao nos placentomas.

Na musculatura esquelética de todos os animais observaram-se cistos de
Sarcocystis sp. sem alteracbes inflamatorias associadas & presenca dos

microrganismos. N&o foram observadas alteracdes nos demais 0rgaos.

4.6. Lectino-histoquimica

As seces histoldgicas de cerebelo submetidas a lectino-histoquimica revelaram
para a lectina Con A reatividade variavel entre discreta a forte em vacuolos
citoplasmaticos de neurdnios de Purkinje (Figura 22) e moderada no citoplasma de
neurdnios de Golgi (Figura 23).

Com relacdo a lectina WGA houve forte reatividade em vacuolos
citoplasmaticos de neurdnios de Purkinje (Figura 24) e leve a moderada em neur6nios
de Golgi.

Houve forte reatividade a lectina SWGA no citoplasma de neurbnios dos
nacleos da base do cerebelo (bulbo e ponte) e fraca imuno-marcacdo no citoplasma de
neurodnios de Purkinje.

A lectina PSA apresentou reatividade moderada no citoplasma de neurdnios de
Purkinje. Outras lectinas ndo apresentaram marcacGes especificas em vacuolos
contidos nas células afetadas pelo armazenamento e por isso foram consideradas
negativas.

As células acinares pancreaticas apresentaram forte reatividade para 0s
vacuolos intracitoplasmaticos na avaliacdo lectino-histoquimica para PHA-L, PHA-E e
SBA, moderada reatividade para Con A, WGA (Figura 25), DBA e LCA, e fraca para
SWGA.

As células foliculares da tireoide ndo apresentaram reatividade para as lectinas

testadas.
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Figura 22. Doenga do armazenamento lisossomal induzida por
Sida planicaulis Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos
no estado do Rio de Janeiro. Ovino 4. Cerebelo. Forte
reatividade para Con A em neurdnios de Purkinje. Lectino-
histoquimica. Obj. 63x.

Figura 23. Doenga do armazenamento lisossomal induzida por
Sida planicaulis Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos
no estado do Rio de Janeiro. Ovino 4. Forte reatividade para
Con A em neurbnios de Purkinje (setas) e em neurdnios de
Golgi (cabecas de seta). Lectino-histoquimica. Obj. 40x.
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Figura 24. Doenca do armazenamento lisossomal induzida por
Sida planicaulis Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no
estado do Rio de Janeiro. Ovino 2. Cerebelo. Forte reatividade
para WGA em neurdnios de Purkinje. Lectino-histoquimica. Obj.

40xX.

Figura 25. Doenca do armazenamento lisossomal induzida por
Sida planicaulis Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos
no estado do Rio de Janeiro. Ovino 3. Pancreas. Moderada
reatividade para WGA em células acinares. Lectino-
histoquimica. Obj. 40x.
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4.7. Imuno-histoquimica

No exame imuno-histoquimico ndo houve reatividade ao anticorpo anti-prion

da Encefalopatia Espongiforme Ovina (Scrapie) nas secOes de cerebelo avaliadas.

4.8. Analise ultraestrutural

Os cortes semi-finos de pancreas revelaram severa vacuolizacao
intracitoplasmatica em células acinares (Figura 26), que a microscopia eletronica de
transmissdo foram caracterizados como vactiolos de até 2,5um de diametro, em sua
maioria vazios, porém alguns apresentavam substancia amorfa, reticular e com
granulos osmiofilicos (Figura 27). Esses vacuolos sdo delineados por uma fina
membrana de camada Unica que media até 20nm de espessura, caracteristica de

lisossomos (Figura 28).
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planicaulis Cav. (S. carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no estado do Rio
de Janeiro. Pancreas. Severa vacuolizacao intracitoplasmatica. Corte semi-
fino, Azul de metileno (Barra = 100um).
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Figura 27. Doenga do armazenamento lisossomal
induzida por Sida planicaulis Cav. (S.
carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no estado do
Rio de Janeiro. Pancreas. Microvacuolizacdo em
células acinares, contendo material osmiofilico
granular. MET, 7500x (Barra = 2pum).

Figura 28. Doenca do armazenamento lisossomal
induzida por Sida planicaulis Cav. (S.
carpinifolia) (Malvaceae) em ovinos no estado do
Rio de Janeiro. Pancreas. Vacuolo lisossomal com
membrana em camada Unica de até 20nm. MET,
15000x (Barra = 200nm).
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5. DISCUSSAO

O diagnostico da intoxicacdo por Sida planicaulis Cav. (S. carpinifolia) foi
estabelecido através dos dados epidemioldgicos obtidos na propriedade, associados aos
achados histopatoldgicos e confirmados pelas avaliagcBes lectino-histoquimica e
ultraestruturais.

No surto observado, a diminuicdo da oferta de forragem, aliada a severa
invasdo de S. planicaulis nos pastos induziu o consumo da planta em grande
guantidade e, consequentemente, a doenca, sobretudo em animais mais fracos na
hierarquia do rebanho, como observado em cervideos cativos (ANJOS et al., 2016). Os
erros no manejo das pastagens e a superlotacéo sdo relatados como fatores importantes
para 0 acontecimento dos surtos envolvendo S. planicaulis. (COLODEL et al., 2002;
FURLAN et al., 2009; PEDROSO et al., 2010; ANJOS et al., 2016)

Quando forcados a ingerir a S. planicaulis, alguns animais desenvolvem paladar
pela planta e, posteriormente, a ingerem mesmo com disponibilidade de outra forragem
(FURLAN et al, 2009; TOKARNIA et al, 2012). O aparente vicio é também
observado na intoxicacdo por outras plantas que contém swainsonina (BARBOSA et
al., 2006; ARMIEN et al., 2007; DANTAS et al., 2007). E possivel que 0s animais
mais jovens afetados tenham comecado a ingerir a planta depois de observarem os
animais adultos a consumirem, fenémeno conhecido por facilitagdo social.

Assim como observado nas intoxicagfes por S. planicaulis em bovinos
(FURLAN et al., 2009), o fato da producdo animal ndo ser a principal fonte de renda
do produtor contribuiu para a ocorréncia do surto, uma vez que alguns fatores do
manejo foram negligenciados, o que levou a casos recorrentes ap0s um ano do
diagnostico definitivo.

Os sinais clinicos de tremores, posicdo de cavalete, marcha cambaleante,
guedas e instabilidade ao HRT observados nos ovinos deste estudo foram similares aos
ja encontrados em ovinos intoxicados experimentalmente por S. planicaulis (SEITZ et
al., 2005a).

Diferentemente dos estudos ja realizados, os animais deste surto ndo perderam
capacidade de apreender o alimento, entraram em estado letargico ou apresentaram
emaciacdo. E provavel que isto ocorra devido ao tempo reduzido de ingestdo da planta,

uma vez que se comparados aos animais experimentalmente intoxicados, os quadros
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clinicos sdo similares aos que ingeriram a planta por tempo médio de 53 a 75 dias.
Animais que ingeriram a planta por periodo mais longo, apresentaram sinais clinicos
mais severos que o0s observados neste estudo (SEITZ et al., 2005a).

O quadro clinico observado foi semelhante ao encontrado nas intoxicacfes por
S. planicaulis em bovinos (FURLAN et al., 2008, 2009; PEDROSO et al., 2012),
caprinos (DRIEMEIER et al., 2000; COLODEL et al., 2002), equideos (LORETTI et
al., 2003; BASSUINO et al., 2017) e cervideos (ANJOS et al., 2016), nas demais
intoxicacOes por plantas que causadoras de glicoproteinose no Brasil, como Ipomoea
carnea ssp. fistulosa (ARMIEN et al., 2007, 2011), Turbina cordata (DANTAS et al.,
2007), Ipomoea riedelli e I. sericophylla (BARBOSA et a., 2006), € no mundo, como
Swaisona spp. (DORLING et al., 1980) e Astragallus spp. (MARSH, 1909;
MATHEWS, 1932; JAMES, 1976).

A necropsia do primeiro animal, as alteracBes observadas em linfonodos
mesentéricos sdo similares as encontradas em caprinos intoxicados por S. planicaulis
(COLODEL et al., 2002), contudo, outras condi¢Ges poderiam ser a causa desta
alteracdo. Nos outros animais, assim como nas outras intoxicacdes por S. planicaulis,
ndo foram encontradas lesGes macroscopicas especificas (DREIEMEIER et al., 2000;
COLODEL et al., 2002; SEITZ et al., 2005a; FURLAN et al., 2008, 2009; PEDROSO
et al., 2012; BASSUINO et al., 2017). A microscopia 6tica do sistema nervoso revelou
severa vacuolizacdo e tumefacdo intracitoplasmatica em neurdnios de diversos pontos
do sistema nervoso central, sobretudo na camada de Purkinje do cerebelo. O mau
funcionamento destas células, ocasionado pelo acimulo de material glicoproteico no
interior dos lisossomos é responsavel pela sindrome cerebelar, com incoordenacao
motora e perda de equilibro nos animais intoxicados (OLIVEIRA JR et al., 2013). Ha
ainda alteracGes degenerativo-necroticas em nucleos cerebelares, bulbares e pontinos
que participam da patogénese dos sinais observados. E possivel que as alteracdes
histologicas observadas nos animais deste estudo estivessem presentes em outros
animais do rebanho, uma vez que alteragbes compativeis com o armazenamento
lisossomal foram descritas em animais intoxicados experimentalmente por S.
planicaulis sem sinais clinicos observaveis (SEITZ et al., 2005a).

Apesar da severa vacuolizacdo encontrada nas células acinares do pancreas e
foliculares da tireoide, ndo foram observadas alteragdes clinicas associadas a disfuncdo

desses 0rgdos neste estudo e em estudos prévios.
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A anélise histopatoldgica do feto revelou vacuolizagdes nas células epiteliais
dos tubulos renais e nos placentomas, assim como observado em fetos ovinos
intoxicados por Ipomoea carnea subsp. fistulosa (ARMIEN et al., 2011), entretanto a
técnica de lectino-histoquimica nao foi capaz de identificar oligossacarideos como 0s
que ocorrem na doenca do armazenamento lisossomal provocada pela swainsonina, o
que indica que fendmenos degenerativos (vacuolizagdo e tumefacdo celular) podem
ocorrer independentemente do armazenamento.

A técnica de lectino-histoquimica foi capaz de identificar reatividade para Con
A, WGA e sSWGA nos neurdnios afetados e células acinares pancreéticas, o que indica
a presenga de residuos de a-glicose, a-manose e B-n-acetilglicosamina. A acdo da
swainsonina nos tecidos animais provoca diminuicao da atividade de a-manosidase do
complexo de Golgi e gera dificuldades no catabolismo de todos os aglcares com
residuos a-manosil. Além disso, a sintese de oligossacarideos complexos em sua
estrutura normal € prejudicada pela inibicdo da manosidase tipo Il do complexo de
Golgi, 0 que também leva ao acimulo de glicoproteinas (ALROY et al., 1985). O
padrdo de marcacdo foi similar ao observado em manosidoses congeénitas, intoxicacdes
por plantas do género Astragallus e Swainsona (ALROY et al., 1985), Ipomoea carnea
ssp. fistulosa (ARMIEN et al., 2007) e S. planicaulis (DRIEMEIER et al., 2000;
PEDROSO et al., 2012; BASSUINO et al., 2017).

A marcacdo adicional das células acinares do péancreas observada para as
lectinas PSA, PHA-E, PHA-L, DBA, LCA e SBA, indica armazenamento de a-glicose,
a-manose, a-N-acetilgalactosamina e aclcares complexos. Seitz et al. (2005b)
observaram marcacdo das células acinares pancreaticas em ovinos para ConA, sWGA,
WGA, UEA-1, PNA, RCA-1, SBA e DBA, contudo as seis Gltimas ndo foram
consideradas diferentes dos controles e as lectinas LCA, PSA, PHA-L e PHA-E - que
marcaram positivamente neste estudo - ndo foram testadas. Esses dados foram também
observados, parcialmente, na intoxicacdo por Ipomoea verbascoideae em cabras
(MENDONCA et al., 2012).

A microscopia eletrnica revelou diversas vacuolizagdes no interior de células
acinares pancreaticas, revestidas por membranas de camadas simples de até 20nm de
largura, que sdo caracteristicas de lisossomos, confirmando a natureza dos vacuolos
observados por microscopia Otica. Os resultados obtidos estdo de acordo com a

intoxicagdo por swainsonina em caprinos, ovinos e bovinos intoxicados por S.
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planicaulis (DRIEMEIER et al., 2000; SEITZ et al., 2005a; FURLAN et al., 2008,
2009) e em caprinos intoxicados por Ipomoea carnea ssp. fistulosa (ARMIEN et al.,
2007).

Os principais diagnosticos diferenciais a serem considerados foram feitos com
doengas que possam cursar com tremores e/ou ataxia. Para tal, os dados
epidemiologicos, exame clinico dos animais, microscopia Otica e eletronica,
histoquimica e lectino-histoquimica foram capazes de diferenciar as possiveis
afeccoes.

A ataxia enzootica provocada pela deficiéncia severa de cobre é uma doenga
que acomete cordeiros, bezerros e cabritos desde seu nascimento até aproximadamente
quatro meses de idade. Clinicamente € possivel observar perda de controle sobre os
membros posteriores que progride de problemas na marcha até total incapacidade de se
locomover (TOKARNIA et al.,, 2010). Alguns animais desenvolvem porencefalia
decorrente de grave degeneracdo da mielina. As principais alteracdes histologicas desta
enfermidade sdo a hemossiderose no baco, linfonodos figado e rim, e quando ha ataxia
enzodtica, severa desmielinizacdo no sistema nervoso central. No presente relato, o
acometimento de animais adultos, auséncia de alteracdes macroscopicas e coloracao de
Luxol Fast Blue evidenciando integridade da mielina excluem a possibilidade
diagnostica de ataxia enzodtica.

O quadro clinico-patoldgico das intoxicacBes por outras plantas causadoras de
glicoproteinoses sdo idénticos aos observados neste surto. Contudo, a presenca de
numerosos exemplares de S. planicaulis com sinais de arrancamento das brotacdes,
aliada a auséncia de Ipomoea carnea ssp. fistulosa na referida propriedade, permitem o
diagndstico preciso da intoxicacdo. As demais plantas deste grupo (Turbina cordata, I.
sericophylla, I. riedelli, 1. verbascoideae), ndo foram observadas na pastagem e s sao
encontradas na regido nordeste e, por este motivo, ndo foram consideradas como
possiveis causadoras da enfermidade (OLIVEIRA JR et al., 2013).

A intoxicacdo por Ipomoea asarifolia causa em ovinos sintomatologia
neuroldgica em parte similar, com tremores, hipermetria, ataxia, andar cambaleante e
quedas (ARAUJO et al., 2008). Todavia, o quadro clinico-patologico foi diferente do
observado neste surto (na intoxicacdo por Ipomoea asarifolia ndo ha armazenamento

de oligossacarideos) e I. asarifolia ndo foi encontrada na pastagem.
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O diagndstico diferencial com a micotoxicose por Claviceps paspali foi obtido
através dos dados epidemioldgicos, uma vez que esta enfermidade é responsavel pelo
aparecimento de doenca tremorgénica apenas em pastos de Paspalum spp. Os achados
histopatoldgicos desta micotoxicose, geralmente ausentes, podem cursar com
degeneragcdo e perda de neurdnios da camada de Purkinje, mas ndo apresentam
vacuolizagBes caracteristicas de armazenamento no cerebelo, péancreas e tireoide
(RIET-CORREA et al., 2013). As possibilidades diagnosticas das micotoxicoses por
Steocarpella maydis e Aspergillus clavatus foram afastadas, uma vez que ndo havia
histérico de administracdo de milho ou cevada para 0s ovinos em questdo e, a
histopatologia ndo evidenciou desmielinizagdo e espongiose, comuns na diplodiose, e
também ndo foram observados neurbnios cromatoliticos tipicos da toxicose por
Aspergillus clavatus (RIET-CORREA et al., 2013; RIBEIRO, 2016).

A encefalopatia espongiforme ovina é uma enfermidade causadora de
vacuolizages e microvacuoliza¢Ges no sistema nervoso, contudo, estas alteracdes se
dao tanto nos neurdnios quanto na neuropila (ZACHARY, 2016), o que néo verificado
no presente caso. De qualquer forma, ndo houve reatividade para o anticorpo anti-prion

no exame imuno-histoquimico e esta enfermidade foi descartada.
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6. CONCLUSOES

Os dados epidemiologicos e clinico-patoldgicos associados aos resultados dos
exames lectino-histoquimicos e ultramicroscopicos confirmam Sida planicaulis
Cav. (S. carpinifolia) como causa do surto de intoxicagdo em ovinos observado
no estado do Rio de Janeiro.

Sida planicaulis Cav. (S. carpinifolia) deve ser considerada no diagndstico
diferencial de doencas do sistema nervoso central em ovinos também na
Regido Sudeste.

Em condi¢Ges de acentuada caréncia de forragem, a intoxicacdo por Sida
planicaulis Cav. (S. carpinifolia) em ovinos pode ocorrer mesmo fora da época
de seca quando a planta predomina na pastagem.

O armazenamento de acUcares, sobretudo com residuos de a-glicose, a-manose
e B-n-acetilglicosamina no sistema nervoso central com reatividade positiva
para ConA, WGA e sWGA sdo caracteristicos das glicoproteinoses, contudo

outros residuos de aclcares podem apresentar reatividade positiva.
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