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The leaves of Ateleia glazioviana were fed daily to seven sheep Another sheep was used as
ontrol Totai amounts (g/kg/body weight) of the plant consumed by each animal were 75
durmg 60 days (Sheep 6), 125 during' 25 days (Sheep 4), 130 during 13 days (Sheep 7), 150
during 60 days (Sheep 5), 180 during 18 days (Sheep 3), 330 during 33 days (Sheep 2), and 375
during 25 days (Sheep 1). Six sheep were féd the green leaves while Sheep 7 was fed dried A.
glazioviana leaves. Five sheep (Sheep 1-4 and 7) developed dlinical signs 8 to 16 days after the
first administration of the plant. The clinical course varied from 6 to 50 days and ciinical signs
included apathy, loss of appetite, and increased heart and respiratory rates; affected sheep
were reluctant to move and showed a low carriage of the head, instability of the hind limbs,
and staggering gait. Some sheep supported their weight against the wall of the stable. Sheep
1, 3, and 4 died spontaneously; paddling movements preceded death. Sheep 2 and 7 were
euthanatized when presenting marked clinical signs of the toxicosis. Sheep 5 and 6 did not
get clinically ill and were euthanatized along with the control sheep 103 days after the first
administration of the plant. All sheep were necropsied and several of their organs, including
heart and brain, were evaluated histologically. Additionally, fragments of the myocardium of
Sheep 3 and 4 were evaluated by transmission electron microscopy. To provide more controls
for the myocardial changes, the hearts were collected from six animals at an abattoir known
to slaughter sheep from regions free of A. glazioviana. These hearts were processed for histology
and examined in the same way as the other eight. All seven treated (plant fed) sheep had
gross changes at necropsy. There were firm, irregular white or yellow areas in the myocardium
of all treated sheep. These pale areas were more evident on the cut surface of the heart.
Hydrothorax and/or hydropericardium were observed in five animals (Sheep 1-4 and 7). Nutmeg
livers were seen in Sheep 1 and 7. This latter sheep also had ascites. The main histopathological
findings in treated sheep were degenerative/necrotic changes in the myocardium. The early
changes consisted of acute swollen myocardial fibers associated with bizarre nuclei. Apparently
this change progressed until the sarcoplasm disappeared and an empty collapsed sarcolemmal
tube remained surrounded by interstitial connective tissue and fibrosis. Overt necrosis (hyaline
and floccular) associated with mononuclear infiltration and phagocytosis of fiber fragments
were also observed. Varying degrees of spongy degeneration were seen in the white matter of
the brain of Sheep 1, 3, 4 and 7. Mitochondrial swelling and loss of density of the mitochondrial
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matrix were the earliest ultrastructural changes observed. In advanced lesions cardiac cells
had vacuoles in the sarcoplasm, rupture of the sarcolemma and necrosis with intervening
macrophages and fibroblasts associated with increased- collagen.

INDEX TERMS: Poisonous plants, Ateleia glazioviana, diseases of sheep, myocardial necrosis, myocardial

fibrosis, toxic cardiomyopathy, status spongiosus.

RESUMO.- Sete ovelhas receberam as folhas de Ateleia
glazioviana em doses predeterminadas. Um outro ovino ser-
viu de controle. As quantidades totais (g/kg/peso corporal)
de planta consumidas pelos ovinos foram 75 por 60 dias (Ovi-
no 6), 125 por 25 dias (Ovino 4), 130 por 13 dias (Ovino 7),
150 por 60 dias (Ovino 5), 180 por 18 dias (Ovino 3), 330 por
33 dias (Ovino 2) e 375 por 25 dias (Ovino 1). Seis ovinos
receberam folhas verdes e o Ovino 7 recebeu folhas desseca-
das. Cinco ovinos (Ovinos 1-4 e 7) desenvolveram sinais clini-
cos 8 a 16 dias ap6s a primeira administracao da planta. A
evolucio do quadro clinico foi de 6 a 50 dias e os sinais clini-
cos.incluiram apatia, perda do apetite, taquicardia e
taquipnéia. Os ovinos afetados apresentavam relutincia em
mover-se, cabe¢a baixa, instabilidade dos membros pélvicos
e andar cambaleante. Alguns dos ovinos afetados apoiavam
o corpo contra a parede da baia. Os Ovinos 1, 3 e 4 morreram
espontaneamente; movimentos de pedalagem precederam a
morte. Os Ovinos 2 e 7 foram submetidos a eutanasia com
sinais clinicos avan¢ados da toxicose. Os Ovinos 5 e 6 nao
adoeceram e foram sacrificados junto com o controle 103
dias apés a primeira administracao da planta. Todos os ovi-
nos foram necropsiados e vérios 6rgaos, incluindo coragao e
encéfalo, foram avaliados histologicamente. Além disso, frag-
mentos de miocardio dos Ovinos 3 e 4 foram avaliados por
microscopia eletronica de transmissao. A fim de se obter mais
controles para a avaliagdao das lesoes do miocardio, coleta-
ram-se os coragoes de seis ovinos abatidos para consumo em
um abatedouro que sabidamente recebe ovinos originarios
de uma regiao livre de A. glazioviana. Esses coragoes foram
processados para histologia e examinados da mesma manei-
ra que os outros oito. Todos os ovinos tratados (que recebe-
ram a planta) apresentaram lesoes macroscépicas. Havia are-
as firmes, irregulares, branco-amareladas no miocardio de
todos os ovinos tratados. Essas areas palidas eram mais bem
vistas na superficie de corte do coragao. Hidrotorax efou
hidropericardio foram observados em cinco animais (Ovinos
1-4 e 7). O figado dos Ovinos 1 e 7 tinha aspecto de noz-
moscada. O Ovino 7 apresentava ascite. Os principais acha-
dos histopatoldgicos nos ovinos tratados foram alteragoes
degenerativas/necréticas no miocdrdio. As alteragoes iniciais
consistiam de tumefa¢ao aguda das fibras cardiacas, associa-
da a niacleos com formas bizarras. Essa alteracao aparente-
mente progredia até o desaparecimento do sarcoplasma, re-
sultando num tubo sarcolemal vazio e colapsado envolto por
tecido conjuntivo intersticial e fibrose. Necrose franca (hialina
e flocular) associada a infiltracao mononuclear e fagocitose
de fragmentos de fibras foi também observada. Graus varia-
veis de degeneragao esponjosa foram observados na subs-
tancia branca do encéfalo dos Ovinos 1, 3, 4-e 7. Tumefacao
de mitocondrias e perda da densidade da matriz das mito-

condrias foram as alteragoes ultra-estruturais mais precoces.
Em lesoes avanc¢adas os cardiomidcitos apresentavam
vactolos no sarcoplasma, ruptura do sarcolema e necrose com
aparecimento de macréfagos e fibroblastos associados a au-
mento de colageno.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Plantas toxicas, Ateleia glazioviana, doen-
cas de ovinos, necrose do miocardio, fibrose do miocardio,
cardiomiopatia tdxica, status spongiosus.

INTRODUCAO

Ateleia glazioviana. é uma arvore da familia Leguminosae
Papilionoidéae que ocorre no noroeste do Rio Grande do Sul
e oeste e meio-oeste de Santa Catarina, onde é conhecida
como “timbé”, “cinamomo bravo”, “maria-preta” ou "amar-
go” (Gava et al. 2001). ,

A intoxicacao espontinea por A. glazioviana tem sido des-
crita apenas em bovinos. Inicialmente foi associada a abor-
tos (Stolf et al. 1994) e, mais recentemente, a alteracoes re-
gressivas. cronicas domiocardio e degeneragao esponjosa da
substancia branca do encéfalo (Gava & Barros 2001). Os si-
nais clinicos associados as lesoes cardiacas incluem insufici-
éncia cardiaca congestiva (insuficiéncia cardiaca crénica) e
morte stbita (insuficiéncia .cardiaca aguda). As lesoes
encefilicas sdo responsaveis por sinais clinicos de distirbios
nervosos que incluem letargia, cegueira, incoordenagao e
enfraquecimento.

O conhecimento da pategenia das alteragoes do miocardio
e do sistema nervoso central que ocorrem na intoxica¢ao por
A. glazioviana em bovinos é necessario para controle da do-
en¢a. O estudo experimental da intoxicagao em bovinos para
determina¢ao da patogenia apresenta algumas dificuldades.
O custo dos animais de experimento é alto, sua manuten¢ao
é cara, a quantidade de planta a ser administrada e a dificul-
dade de manejo sdo grandes. E necessario, portanto, estabe-
lecer um modelo experimental num animal menor, de mane-
jo mais facil e menos dispendioso. No entanto, é pouco reco-
mendavel, neste estagio das investigacoes sobre a intoxica-
¢ao por A. glazioviana, que se usem animais de laboratério
(camundongos, coelhos, cobaias ou ratos), pois esses apre-
sentam fisiologia muito diversa da dos ruminantes. Ovinos
prestar-se-iam melhor para ésses estudos comparativos, pois
sao animais mais baratos, menores e mais ddceis para o ma-
nejo que os bovinos. Adicionalmente, como ruminantes, sua
fisiologia esta mais proxima a da espécie naturalmente afeta-
da pela intoxicagdo.

Este estudo foi desenvolvido para determinar o quadro
clinico, os achados de necropsia, a histopatologia das lesoes
cardiacas e encefalicas e a ultra-estrutura das lesoes cardia-
cas na intoxicacao experimental por A. glazioviana em’ ovi-
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nos, com a finalidade de verificar a possibilidade do uso des-
sa espécie como modelo experimental para o estudo da
patogeria das lesoes na intoxica¢ao espontdnea por essa plan-
ta.

MATERIAL E METODOS

Oito ovinos adultos, fémeas, sem raga definida foram mantidos por
periodos de tempo variaveis em baias de alvenaria onde recebiam
4gua e feno de alfafa a vontade Quantidades variaveis de folhas de
Ateleia glazioviana foram administradas por via oral ou oferecidas no
coc¢ho a sete desses ovinos. As folhas da planta foram administradas
em estado verde a seis ovinos e dessecadas a um outro. Um ovino
que ndo recebeu a planta foi mantido nas mesmas instalagoes que
0s outros sete e serviu como controle. Dados sobre os ovinos que
receberam a planta e as quantidades de planta ingeridas por.cada
um deles estdo no Quadro 1."Todos os ovinos receberam a planta
em dias consecutivos, com exce¢dao do Ovino 2, em que as
administracoes diarias eram suspensas quando os sinais clinicos se
tornavam muito intensos, e eram retomadas quando os sinais clinicos
melhoravam. Desse modo, trés séries interrompidas de adminis-
tracoes diarias foram realizadas nesse ovino. Os Ovinos 5 e 6'pararam
dé-ingerir a planta ao completar a dose total de 150 e 75 g/kg. Essas
duias dosagens visaram estabelecer um protocelo de-tonsumo
prolongado e intoxicacao crdnica por A. glazioviana. O mésmo
objetivo orientou as doses dos outros ovinos do experimento, mas
a administracdo da planta foi suspensa sempre que o animal
adoecesse e se recusasse a ingerir espontaneamente a planta.

As folhas de A. glazioviana foram colhidas no campus da
Universidade Federal de Santa Maria e conservadas em cimara fria
(4°C), no maximo por 5 dias, até serem administradas aos ovinos. Parte
da planta foi secada a sombra por 45 dias antes de ser administrada
ao Ovino 7. Quinhentos gramas da planta foram pesados antes e depois
da secagem a fim de estabelecer a quebra de peso entre planta verde
e planta seca que foi de aproximadamente 50%. ™

para cada um dos ovinos: freqiiéncia cardiaca e respiratéria,
freqliéncia e intensidade dos movimentos do riimen, temperatura
retal, modificagoes do comportamento, da postura e movimentaggo.
Por ocasiao do exame, os animais eram retirados das baias e forcados
a se movimentar por cerca de 20 minutos. Os ovinos que nao tiveram
morte espontdnea, inclusive o controle, foram sacrificados por
injecao endovenosa de barbitdrico. Todos os ovinos foram
necropsiados e fragmentos de diversos 6rgaos foram fixados em
formol a 10%, processados rotineiramente para histopatologia e
corados pela hematoxilina-eosina (H.-E.). Para 0 exame macroscopico
do coracdo, o 6rgdo foi fatiado em cortes transversais com intervalos
de aproximadamente 2 cm e depois fixado em formol a 10%. Amostras
do bordo livre do ventriculo direito, do bordo livre do ventriculo
esquerdo, do septo, do atrio direito e ‘do, 4trio esquerdo foram
processadas rotineiramente para hlstopatologla e coradas pela H.-
E. e tricrdmico de Masson modificado por Goldner para fibras
colagenas. A fim de que 0 mesmo niimero de cortes de miocardio de
ovinos nao-expostos a planta e de 6vinos intoxicados por A.
glazioviana fosse examinado na microscopia 6ptica, os coragdes de
seis ovinos procedentes de zona livre de A. glazioviana foram colhidos
no matadouro e processados da mesma maneira que a dos outros
oito ovinos do experimento.

Depois de fixado, o encéfalo foi seccionado longitudinalmente e
cada hemisfério foi seccionado transversalmente a intervalos de
aproximadamente 1 cm. De um dos hemisférios, cinco regioes
distintas foram sistematicamente processadas para histopatologia:.
1) bulbo na altura do ébex, 2) cerebelo e pediinculos celebelales 3)
coliculos rostrais, 4) hemisfério cerebral e tdlamo na altura da massa
intermédia e 5) cortex frontal e niicleos basais.

Tanto as lesoes encontradas no miocardio como as do encéfalo
foram anotadas quanto a sua intensidade e distribui¢do nos
diferentes fragmentos examinados. Uma gradua¢ao de zero (ausente)
a 3 (acentuada) foi estabelecida para a intensidade as leses. Para a
melhor visualiza¢do da intensidade e distribui¢ao das lesoes foram
preparados histogramas da seguinte maneira. Cada niimero de
intensidade correspondia a uma unidade linear. Assim a barra de

Os seguintes parametros clinicos foram avaliados diariamente

Quadro 1. Delineamento experimental da intoxicagao por Ateleia glazioviana em ovinos

B Ovino Peso  Quantidade  Niamerode  Total de Inicio dos Duracao Desfecho
£V (kg) de planta adminis- planta sinais clinicos dos sinais
administrada tragoes adminis- (dias apds a clinicos
diariamente diarias trada primeira ad- (dias)
(g/kg) (g/kg) ministragao
da planta)
1 - 35 152 25 375 13 50 Mb
2 39 10¢ 33d 330 8 Variavel se
3 35 102 18 180 13 6 M
4 38 54 25 125 16 ' 10 M
5 44 2,50 60 150 - - S
6 50 1,25f 60 75 - - S
7 42 10¢ 13 1308 9 . 11 S

aplanta colhida em janeiro/fevereiro.

bMorte espontinea.

Planta colhida em janeiro/marco.

dpara este ovino, a administracdo da planta era interrompida cada vez que havna manifestagdes de sinais

clinicos. As administrages eram retomadas quando o animal se recuperava. Todos. 0s outros ovinos rece-
- beram a planta em dias consecutivos.

€Sacrificado.

fPlanta colhida em julho/setembro.

8Recebeu 5g/kg diarios de folhas secas de A. glazioviana que correspondem a aproximadamente 10 g/kg da

planta verde. Todos os outros ovinos receberam a planta verde.

Pesq. Vet. Bras. 21(3):98-108, jul./set. 2001



Intoxicagao experimental por Ateleia glazioviana em ovinos 101

Fig. 1. Incoordenacao e instabilidade dos membros posteriores do
ovino 5 na intoxicagao experimental por Ateleia glazioviana. O ani-
mal tinha andar cambaleante e se apoiava nas paredes da baia.

Fig. 3. Moderado hidrotérax na cavidade toracica (seta) do ovino 7
na intoxicacao experimental por Ateleia glazioviana.

um histograma representando uma lesao com intensidade 3
(acentuada) teria o triplo da altura da barra representando uma lesao
de intensidade 1 (leve). Os critérios para a colocagao das lesoes num
desses trés niveis foram subjetivos e dependeram da percepgao de
dois dos autores (A.L.S e C.S.L.B.) que revisaram as laminas. No caso
da presenga de cistos de Sarcocystis sp nas fibras cardiacas, todos os
cistos foram contados em cada uma das cinco sec¢oes de miocardio
examinadas em cada um dos 14 ovinos. Nimeros de cistos de 1-8
foram considerados infestagao leve, de 8-30 infestagao média e acima
de 30, infestagao acentuada.

Fragmentos de 1x1 mm do bordo livre do ventriculo direito, do
bordo livre do ventriculo esquerdo, do septo, do atrio direito e do
atrio esquerdo dos Ovinos 3 e 4 foram fixados em solugao de
glutaraldeido a 2%, pos-fixados em tetroxido de 6smio a 1% e incluidos
em resina Epon. Cortes semifinos foram corados pelo azul de
metileno e regioes desses cortes foram selecionadas para realizacao
dos cortes ultrafinos, que foram duplamente contrastados com
acetato de uranila e citrato de chumbo e examinados em microscépio
eletronico de transmissao.

Fig. 2. Areas irregulares branco-amareladas podem ser observadas
na superficie de corte transversal do cora¢ao do ovino 4 intoxi-
cado experimentalmente por Ateleia glazioviana.

Fig. 4. Aspecto de noz-moscada na superficie de corte do figado do
ovino 1 na intoxicagao experimental por Ateleia glazioviana.

RESULTADOS

Sinais clinicos

0 desfecho clinico dos experimentos com folhas verdes e
folhas secas de Ateleia glazioviana realizados em ovinos cons-
tam do Quadro 1. Dos sete ovinos do experimento, trés tive-
ram morte espontanea (Ov. 1, 3 e 4), dois (Ov. 2 e 7) foram
sacrificados ap6s apresentar quadro clinico avangado da
toxicose e dois (Ov. 5 e 6) nao adoeceram e foram sacrifica-
dos 103 dias ap0s a ultima administracao da planta. Os sinais
clinicos iniciaram de 8 a 16 dias ap6s a Gltima administragao
da planta e, nos ovinos que tiveram morte espontanea, a du-
racao do quadro clinico variou de 6 a 50 dias. Quando sacrifi-
cado, o Ovino 8 ja nao apresentava sinais clinicos. No Ovino
2 (em que a administracao da planta foi feita em trés séries),
os sinais clinicos iniciaram respectivamente 8, 5 e 4 dias apods
o inicio de cada série.

Os sinais clinicos, comuns aos cinco ovinos que adoeceram,

Pesq. Vet. Bras. 21(3):98-108, jul./set. 2001
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Fig. 5. Miocardio do ventriculo direito do Ovino 3, mostrando a fibrose intersticial acentuada na intoxicagao experimental por Ateleia
glazioviana. (A) Hematoxilina-eosina, (B) Tricromico de Masson. Obj. 40.

incluiam apatia, anorexia, taquipnéia e taquicardia. O
animal relutava em se mover, mantinha a cabeg¢a baixa e proxi-
ma ao solo, apresentava instabilidade dos membros posterio-
res, andar cambaleante e procurava apoiar o corpo nas pare-
des na baia (Fig. 1) Além desses sinais clinicos, dois animais
(Ov. e 4) apresentaram, nas fases finais do quadro clinico, pou-
cas horas antes da morte, dectbito lateral e movimentos de
pedalagem. Um dos animais (Ov. 3) teve “morte sibita”. Esse
animal caiu repentinamente ao solo quando estava sendo exer-
citado, morrendo poucos minutos ap6s. O Ovino 4 foi encon-
trado morto pela manha, tendo sido observado pela Gltima
vez as 20 horas do dia anterior. E provavel que esse animal
tenha morrido de modo semelhante ao Ovino 3.

Achados de necropsia

As lesoes macroscopicas observadas consistentemente nos
sete ovinos necropsiados foram areas firmes, irregulares e
branco-amareladas no miocardio. Essas areas podiam ser vis-
tas através do epicardio, mas eram observadas mais facilmente
em cortes transversais do coragao (Fig. 2). Essa lesao era acen-
tuada no Ovino 3, moderada nos Ovinos 1, 2,4, 5 e 7 e leve
no Ovino 6. Hidrotérax (Fig. 3), caracterizado por liquido
citrino na cavidade toracica, foi observado em quatro ovi-
nos. Essa lesao era leve no Ovino 3 e moderada nos Ovinos 1,
4 e 7. Adicionalmente, havia filamentos de fibrina sobre a
pleura visceral do Ovino 4. Hidropericardio, caracterizado por
liquido citrino, foi observado em quatro dos ovinos intoxica-
dos; a lesao era acentuada no Ovino 1, moderada nos Ovinos
2 e 7 e leve no Ovino 4. Ascite moderada foi vista no Ovino 7.
O figado dos Ovinos 1 e 7 estavam levemente tumefeitos e
com aspecto de noz-moscada; na superficie capsular e de
corte, o padrao lobular estava acentuado por areas verme-
lhas, firmes, de aspecto arboriforme circundadas por areas
de coloragao mais clara (figado de noz-moscada) (Fig. 4). Nos
Ovinos 5 e 6, as lesoes eram restritas ao cora¢ao. O Ovino 7
estava prenhe de um feto normal com aproximadamente trés
meses de gesta¢ao. Os achados de necropsia nos sete ovinos
que receberam a planta encontram-se no Quadro 2.
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Quadro 2. Intoxicagao por Ateleia glazioviana em ovinos. Principais
lesoes de necropsia nos sete ovinos necropsiados

Ovino ~ Lesao
Areas Hidrotorax  Hidroperi-  Figado Ascite
palidas no cardio de noz-

o miocardio ~ moscada o

1 22 2 3 3 0

2 2 0 2 0 0

3 3 1 0 0 0

4 2 2 1 0 0

5 2 0 0 0 0

6 1 0 0 0 0

7 2 2 2 2 2

3A presenca ou auséncia e a intensidade das lesoes esta indicada por 0 (au-
sente), 1 (lesao leve), 2 (lesao moderada) e 3 (lesao acentuada).

Histopatologia

As alteragoes observadas no exame histologico do miocar-
dio dos ovinos deste experimento serao apresentadas em dois
grupos: alteragoes presentes apenas nos animais tratados (que
receberam a planta) e alteragcoes presentes tanto nos animais
tratados como nos controles.

Nos animais tratados as lesoes iniciais eram caracteriza-
das por tumefagao de fibras. O sarcoplasma dessas fibras era
finamente granular, com perda das estriacoes e palidez (rare-
facao das miofibrilas), principalmente ao redor do ncleo.
Essa alteracao era particularmente visivel nas fibras em cor-
tes transversais. Alteragoes nucleares estavam presentes nos
cardiomiocitos de virtualmente todos os animais tratados e
consistentemente ausentes nos animais controle. Consisti-
am de aumento de volume, aumento no niimero e alteragao
na forma. Os ntcleos apresentavam duas a trés vezes o tama-
nho apresentado nos controles e eram vesiculares, arredon-
dados, ovais ou alongados. Dois ou trés niicleos, ocasional-
mente mais, eram observados freqiientemente agrupados no
sarcoplasma ou em fileiras. Os contornos nucleares apresen-
tavam indentacoes ou tinham um aspecto convoluto. Em casos
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mais acentuados havia desaparecimento completo do
sarcoplasma, restando apenas as laminas basais colapsadas
em meio a estroma intersticial condensado (fibrose passiva)
e muitas vezes se observava uma lesao residual constituida
por proliferacao fibroblastica e deposicao de colageno acen-
tuadas (Fig. 5). Em alguns casos havia necrose hialina e flocular

oaQaDa—® 30 ~3 —
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de grande nimero de fibras ocasionalmente invadidas por
células inflamatorias; regeneragao incompleta associada a
células gigantes foi observada ocasionalmente. A distribui-
¢ao e intensidade dessas alteragoes sao apresentadas no Qua-
dro 3 e na Fig. 6.

Alteragoes presentes tanto no miocardio dos ovinos tra-
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Fig. 6. Intoxicacao experimental por Ateleia glazioviana em ovinos. Histogramas com a intensidade e distribui¢ao das lesoes no miocardio dos
sete ovinos tratados com a planta. Foram atribuidos graus (0-3) para a intensidade das lesoes. Para a confec¢ao dos histogramas cada
grau de intensidade corresponde a uma unidade linear. Assim a barra de um histograma representando uma lesao com intensidade 3
(acentuada) tem o triplo da altura da barra representando uma lesao de intensidade 1 (leve). (A) Intensidade das lesoes por regiao do
coracao examinada. Cada barra representa a média das intensidades por ovino. AD, atrio direito; AE, atrio esquerdo; S, septo; VD,
ventriculo direito; VE, ventriculo esquerdo. (B) Intensidade das lesoes miocardicas por ovino. Cada barra representa a soma das médias
das intensidades de todos os cinco fragmentos examinados (ver Fig. 6A) por cada ovino.
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Fig. 7. Fotomicrografia eletronica do miocardio do Ovino 3 na into-
xicacao experimental por Aleleia glazioviana. As mitocondrias
estao tumefeitas, apresentam desorganizacao das cristas e au-
mento da eletroluscéncia da matriz. Barra = 1um (15,4 mm).

Fig. 8. Fotomicrografia eletronica do miocardio do Ovino 3 na into-
xicacao experimental por Ateleia glazioviana. As mitocondrias
apresentam alteracoes semelhantes as descritas na Fig. 8, po-
rém mais acentuadas. Capilar com células endoteliais e pericitos
tumefeitos (seta) e macrofago (M) no intersticio. Barra = 1 pm
(6 mm).
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tados como no dos controles consistiam de eosinofilia de
fibras e picnose nuclear. Essas aiteracoes foram vistas em fi-
bras isoladas e em agrupamentos de fibras. Ocasionalmente,
esses agrupamentos de fibras eosinofilicas eram associados
a infiltrado inflamatorio mononuciear e fragmentos de fibras
necroticas. No miocardio de todos os 14 ovinos examinados
observaram-se cistos de Sarcocystis sp que ocorriam em niime-
ros variaveis. Nos cortes, os cistos apareciam em formas
tubulares esféricas ou elipticas no sarcopiasma de miofibras
cardiacas, no interior de fibras de Purkinje ou, ocasionalmen-
te, no citoplasma de células endoteliais. Os cistos variavam
de 20 mm até cerca de 200 mm de diametro e continham
numerosos bradizoitos de 4 a 8 mm, basofilicos, elipticos ou
em forma de banana. Em apenas um caso ocorreu inflama-
¢ao nao-supurativa associada a esses cistos quiescentes. O
exame histoldgico do encéfalo dos Ovinos 2, 5, 6 e 8 (con-
trole) nao revelou aiteragoes. O principal achado histologico
no encéfalo dos Ovinos 1, 3, 4 e 7 foi degeneragao esponjo-
sa (status spongiosus) da substancia branca. Essa alteracao
consistia de vacuolos redondos, ovoides ou alongados com
diametro entre 5 e 50 mm que davam um aspecto cribroso a
substancia branca. Esses vactiolos nao eram associados a va-
sos ou a neuronios. Ocorriam principalmente na substancia

branca do cerebelo, nos pedtinculos cerebelares, nos coliculos
e na substancia branca subcortical, na jungao cortico-medular.
A intensidade e distribuigao do status spongiosus por ovi-
no e porregiao do encéfalo encontram-se no Quadro 4.

No exame histologico, a regiao centrolobular do figado dos
Ovinos 1 e 7 apresentava necrose, distensao dos sinusoides e
hemorragia. Moderada fibrose era observada no Ovino 1. Os
hepatocitos mediozonais apresentavam degeneracao gordu-
rosa. Nao foram observadas lesoes significativas nos outros
orgaos examinados.

Achados ultra-estruturais

Na microscopia eletronica de transmissao, a tumefagao
das mitocondrias e o aumento da eletroluscéncia da matriz
das mitocondrias foram as lesoes observadas mais precoce-
mente (Fig. 7 e 8). Diversos cardiomiocitos exibiam degene-
racao e atrofia de miofibrilas e desaparecimento de sarco-
meros, dispersao das linhas “Z” e deplecao dos granulos de
glicogénio; essas alteragoes eram acompanhadas de desor-
ganizagao e ruptura das membranas interna e externa das
mitocondrias. Nos nicleos, se observavam agrupamentos de
cromatina e aumento da eletroiuscéncia do nucleoplasma (Fig.
9). Ocasionalmente era observada duplicacao nuclear. Em fa-

Fig. 9. Cardiomidcito degenerado com atrofia e desaparecimento
dos feixes de miofibrilas na intoxica¢ao experimental por Ateleia
glazioviana em ovinos (Ovino 3). Ha desorganizacao e dispersao
das linhas “Z” (seta), acentuada tumefacao das mitocondrias com
desorganizagao e ruptura das cristas e numerosos vacuolos no
sarcoplasma (ponta de seta). Observe o aumento da eletrolus-
céncia do nucieoplasma. Barra = 1 pm (9 mm).
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Fig. 10. Fotomicrografia eletronica do miocardio do Ovino 3 na in-
toxicagao experimental por Ateleia glazioviana. Um cardiomiocito
aparece degenerado, com vacuolizagao do sarcoplasma e figu-
ras de mielina (seta). Bastonetes (ponta de seta) sao observados
entre restos de fibrilas miocardicas. Ha desaparecimento da la-
mina basal. Restos celulares e aumento de fibras colagenas po-
dem ser observados no intersticio. Barra = 1 um (9,7 mm).



Intoxicagao experimental por Ateleia glazioviana em ovinos 105

Quadro 3. Intoxicagao experimental por Ateleia glazioviana em ovinos. Tipo, intensidade? e
distribui¢do® das alteragdes histolégicas do miocardio nos sete ovinos que receberam a planta

Ovino  Regiao Alteragoes histologicas
Eosinofilia - Infiltrado  Sarcospo- Alteragoes Tumefa¢do - Necrose  Fibrose
de fibra inflamatério  ridiose nucleares celular de fibras

1 AD 3 -0 1 3 1 C 2
AE 2 (] 1 3 1 0 2

S 2 1 2 3 0 1 2

VD 1 1 1 2 0 1 1

VE 2 1 2 2 1 0 2

2 AD 1 2 1 3 1 1 3
AE 2 1 1 3 2 2 2

S 2 2 3 2 2 1 1

VD 2 2 1 2 2 1 1

VE 2 1 2 2 2 1 2

3 AD 2 2 1 2 2 2 3
AE 2 2 1 2 3 3 2

S 3 2 2 2 3 3 3

VD 3 3 1 2 3 3 3

VE 2 2 2 2 2 2 2

4 AD 2 2 2 2 2 2 1
AE 2 2 2 2 2 2 1

S 2 2 3 1 1 0 0

VD 3 1 1 2 2 2 2

VE 3 2 1 2 2 2 3

5 AD 1 0 1 1 2 0 0
AE 1 0 0 1 2 1 1

S 1 1 2 2 1 1 0

VD 2 2 2 2 2 1 1

VE 3 1 2 2 3 0 0

6 AD 1 1 1 1 1 1 0
AE 1 1 1 1 1 1 0

S 2 1 3 2 2 1 1

VD 3 3 3 2 1 3 0

VE 2 1 3 2 1 2 2

7 AD 2 0 1 3 0 2 2
AE 3 "0 1 3 1 2 2

S 2 1 Y2 2 0 2 2

VD 3 0 | 3i 1 3 3

VE 2 0 1 3 0 2 2

40, auséncia de lesdo; 1, lesdo leve; 2, lesdao moderada; 3, lesao acentuada.
bAD, 4trio direito; AE, 4trio esquerdo; S, septo; VD, ventriculo direito; VE, ventriculo esquerdo.

Quadro 4. Intoxicagdo-experimental por Ateleia glazioviana em ovinos. Distribuicio e
- intensidade? das lesGes de status spongiosus no encéfalo de quatro ovinos que desenvolveram
sinais clinicos de disttirbios nervosos

Ovino ’ Lesdes histolégicas
Obex Pediinculos Substincia Coliculos Tilamo Cértex Cortex  Nicleos
cerebelares  branca do Parietal Frontal Basais
Cerebelo

1 1 2 3 2 1 3 2 2

3 1 2 0 3 0 0 0 0

4 0 0 0 1 1 0 0 1

7 0 2 1 2 2 0 0 1

30, auséncia de lesoes; 1, lesao leve; 2, lesio moderada; 3, lesdao acentuada.
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ses mais avanc¢adas, numerosos vactiolos apareciam no sarco-
plasma, alguns deles contendo corpos residuais, com ruptu-
ra do sarcolema, liberagao de elementos do sarcoplasma para
o intersticio e necrose dos cardiomidcitos. Ao redor das célu-
las degeneradas ou necréticas, podiam ser observados macré-
fagos, fibroblastos e deposi¢ao de colageno (Fig. 10).

DISCUSSAO

A administracdo de folhas de Ateleia glazioviana causou into-
xicagdo em ovinos. Quantidades didrias de 5 a 15 g/kg da
planta induziram o quadro clinico da intoxicagao em cinco
ovinos, quando consumidas doses totais de até 125 a 375 g/
kg. Quantidades diarias menores nao produziram sinais cli-
nicos; ovinos que receberam 60 administragoes diarias de 2,5
(total de 75 g/kg) e 1,25 g/kg (total de 75 g/kg) nao adoece-
ram, embora apresentassem lesdes macro e microscépicas
caracteristicas da intoxicac@o por A. glazioviana. Nao esta afas-
tada, portanto, a possibilidade que viessem a adoecer se lhes
fosse permitido viver por mais tempo.

Os sinais clinicos e as lesdes dos ovinos deste experimen-
to sdo muito semelhantes aos que ocorrem na intoxicagao
espontanea por A. glazioviana em bovinos (Gava & Barros 2001,
Gava et al. 2001). O quadro clinico foi caracterizado por insu-
ficiéncia cardiaca cronica e sinais clinicos de distarbios ner-
vosos. Pelo menos um dos ovinos, que consumiu 180 g/kg
em 18 dias, teve morte stbita.

Pelos dados deste experimento e dos experimentos e des-
cricao da doenga espontdnea em bovinos (Gava & Barros 2001,
Gava et al. 2001), parece claro que tanto ovinos como bovi-
nos que consomem A. glazioviana em grandes quantidades
em poucos dias desenvolvem sinais clinicos de distirbios
nervosos que podem causar a morte, mas que sao potencial-
mente reversiveis. Quantidades menores por periodos lon-
gos induzem lesao miocardica e insuficiéncia cardiaca. Na
intoxicacao experimental por A. glazioviana em bovinos (Gava
et al. 2001), apenas dois dos 14 terneiros testados tiveram
morte espontdnea, embora seis fossem sacrificados com si-
nais clinicos acentuados; esses seis terneiros receberam do-
ses totais de 10 a 120 g/kg, administradas em doses tnicas
(10 e 50 g/kg) ou doses diarias de 10 g/kg (totais de 50, 70 e
120 g/kg) ou de 20 g/kg (total de 60 g/kg), mas nenhum deles
desenvolveu lesio significativa no miocardio. E descrito (Gava
et al. 2001) que bovinos que consomem 10 g/kg da planta
por dia mostram sinais clinicos a partir do quarto dia (40 g/
kg); caso a ingestao continue, os sinais clinicos se agravam e
ocorre a morte a partir do sétimo dia (70 g/kg). Neste experi-
mento, os trés ovinos que ingeriram 10 g/kg por dia inicia-
ram a manifestacao dos sinais clinicos no oitavo (80 g/kg),

nono (90 g/kg) e décimo terceiro (130 g/kg) dias. Esses dados -

sugerem que os bovinos sao mais sensiveis que os ovinos a
acao toxica de A. glazioviana. Além disso, doses diarias me-
nores (7,5 a 2,5 g/kg) provocam, nos bovinos, sinais clinicos a
partir do quinto e décimo sexto dia respectivamente, quan-
do a dose total atinge 40 g/kg (Gava et al. 2001); nesses casos
pode haver recuperagao se a ingestao da planta for interrom-
pida, mas ocorrerao lesoes cardiacas e morte em casos com
ingestao de quantidades acima de 100 g/kg.

Pesq. Vet. Bras. 21(3):98-108, jul./set. 2001

406 ' Adriana Liicke Stigger et al.

0 quadro clinico e as lesoes dos ovinos intoxicados por A.
glazioviana sao semelhantes aos da intoxicacao espontinea
por essa planta em bovinos o que permite o uso dessa espé-
cie animal como modelo para estudo da patogenia das le-
soes induzidas pela intoxicacao. As vantagens de se usar os
ovinos nesses estudos consistem em ser esses animais mais
baratos e mais doceis, consumir menos planta e apresentar
resultados experimentais mais consistentes. Neste estudo,
foi demonstrado que os ovinos desenvolvem facilmente a
insuficiéncia cardiaca e os distarbios nervosos associados as
lesoes cardiacas e encefalicas caracteristicas da doenca.

As lesoes cardiacas macroscopicas relacionadas com a
administracao da planta em ovinos consistiram de areas cla-
ras no miocardio. Na microscopia 6ptica, essas reas corres-
pondiam a degeneracao/necrose de miofibras e fibrose
intersticial. Essa lesao era difusa no miocardio, mas é parti-
cularmente acentuada no ventriculo esquerdo e nos atrios. A
primeira altera¢do observada na microscopia parece ser
tumefagao das fibras e perda da eosinofilia da miofibra cardi-
aca, principalmente ao redor do nicleo. Essa impressao foi
confirmada pela microscopia eletronica de transmissao que
revelou tumefa¢ao das mitocondrias e diminui¢ao da matriz
das mitocondrias como lesoes mais precoces. As observagoes
em microscopia dptica e eletronica sugerem a seguinte se-
qiiéncia de eventos: em casos mais avan¢ados ocorre perda
de miofibrilas até um ponto em que a fibra se torna um tubo
vazio limitado pelo sarcolema que acaba colapsando. Ao se
examinar uma ldmina do miocéardio nesse estagio, véem-se
areas multifocais palidas (menos eosinofilicas) que corres-
pondem a areas de perdas de fibras e fibrose passiva. Com o
tempo a fibrose pode dominar o quadro histolégico. Em vari-
os casos observou-se necrose hialina e flocular das fibras
cadiacas. Essas lesoes eram associadas a fendmenos inflama-
térios e a tentativas de regeneracao (fagocitose por macré-
fagos e, ocasionalmente, células multinucleadas). Nao foi
possivel determinar se essas lesoes eram estagios mais avan-
¢ados das lesoes iniciais de tumefacao celular ou se ocorriam
independentemente.

As lesoes iniciais no miocardio de ovinos na intoxica¢ao
experimental por A. glazioviana se enquadram no que é des-
crito em histopatologia como miocitolise coliquativa (Robin-
son & Maxie 1993). O correspondente ultra-estrutural dessas
alteragoes é descrito como degenerag¢ao miofibrilar (Ghadially
1998) e é caracterizado como edema intracelular com dege-
neracao de miofibrilas e outras organelas. Essas alteracoes,
no entanto, sao inespecificas e podem estar associadas a va-
rias causas. Embora existam variagoes no aspecto microscé-
pico dos cardiomidcitos em casos de necrose/degeneracio
cardiaca e tenha havido tentativas de associar esses diferen-
tes padroes microscopicos a determinadas causas, ndo é ain-
da possivel a realizacdo de qualquer associag¢ao conclusiva
desse tipo (Robinson & Maxie 1993). As altera¢des ultra-es-
truturais encontradas nos ovinos deste experimento sdo
muito semelhantes as descritas para os casos de intoxica¢io
experimental em ovinos por Pachystigma pygmaeum (Kellerman
et al. 1988), também considerada uma les3o inespecifica.

Cinco entre sete dos ovinos dos ovinos intoxicados por A.



Intoxicagdo experimental por Ateleia glazioviana em ovinos 107

glazioviana apresentaram sinais de distdrbios nervosos, ca-
racterizados principalmente por incoordenagao, instabilida-
de e apatia. Sinais de distarbios nervosos semelhantes tém
sido relatados em bovinos intoxicados espontanea e experi-
mentalmente por A. glazioviana (Gava & Barros 2001, Gava et
al. 2001). Na intoxicac¢ao por A. glazioviana em bovinos esses
sinais clinicos tém sido atribuidos a degeneragao esponjosa
(status spongiosus) da substancia branca do encéfalo e tem sido
sugerido que essa alteracao tende a regredir uma vez que a
causa seja retirada (Hooper 1975, Gava et al. 2001). Os dados
deste experimento confirmam essas afirmagoes. Dos cinco
ovinos que apresentavam sinais clinicos de distirbios nervo-
. sos, quatro tinham degeneracao esponjosa da substancia bran-
ca no exame histol6gico do encéfalo. O Ovino 2 que nao apre-
sentou essa alteracdo neurologica foi o Gnico animal cujos
sinais clinicos regrediram e que estava clinicamente normal
no momento da eutanasia. Esse fato é uma indica¢ao adicio-
nal que a lesao é reversivel e responsavel pelos sinais clini-
cos. A intensidade das lesoes de status spongiosus foram pro-
porcionais a durag¢ao do quadro clinico, isto é, os Ovinos 3, 4
e 7 que tiveram cursos clinicos variando de 6 a 11 dias apre-
sentaram lesoes leves ou moderadas; o Ovino 1, que teve um
curso clinico de 50 dias, apresentou lesoes moderadas ou
acentuadas. .

0 aspecto morfoldgico de degeneragao esponjosa da subs-
tancia branca nos ovinos deste experimento se assemelha
muito ao que foi descrito na hiperamonemia em terneiros
(Cho & Leipold 1977) e na intoxicagao Helichrysum argy-
rosphaerum em ovinos e cabras (Van der Lugt et al. 1996).
Nessas duas condicoes, a lesao consiste de um edema intra-
mielinico com separacao das lamelas de mielina ao longo das
linhas intraperi6dicas. A distribuicao de status spongiosus nos
ovinos deste experimento sao também semelhantes as des-
critas nessas duas condicoes e nos casos de intoxicagao por
Senecio spp em bovinos (Barros et al. 1992) e envolvem prin-
cipalmente a substdncia medular do cerebelo, os pedinculos
cerebelares, os coliculos cerébelares e a substdncia branca
subcortical, na juncao com a substancia cinzenta.

As lesoes microscopicas encontradas no miocardio dos
ovinos deste experimento sao qualitativamente as mesmas
encontradas em outras cardiomiopatias toxicas induzidas em
ruminantes domésticos por plantas como A. glazioviana em
bovinos (Gava & Barros 2001), Tetrapterys acutifolia e T.
multiglandulosa (Tokarnia et al. 1990, Peixoto et al. 1995),
Pachystigma pygmaeum, P. thamnus, Pavetta harborii, P.
schumaniana e Fadogia monticola (Kellerman et al. 1988) e Acacia
georginae (Whittem & Murray 1963), ou substéncias tdxicas
como antibidticos ion6foros (Bastianello et al. 1995, Barros
1998a) e por deficiéncia de selénio e/ou vitamina E (Barros
1998b).

Algumas alteracoes observadas no miocardio dos ovi-
nos deste experimento ocorreram tanto nos animais trata-
dos como nos controles. Um conhecimento dessas lesoes
inespecificas é essencial para a avaliagao histoldgica do
miocardio. Essas alteracoes consistiram de fibras eosino-
filicas e com nucleos picnéticos, infiltrados inflamatorios
mistos no intersticio (algumas vezes associados a fagocitose

de restos de fibras necréticas) e cistos parasitarios (Sarcocystis
sp). Esses cistos parasitarios sao comuns nos misculos
esqueléticos e cardiaco de ovinos e bovinos. Como as alte-
racoes de eosinofilia e as altera¢Ges inflamatdrias foram
observadas igualmente nos ovinos tratados e nos contro-

-les, elas obviamente nao podem ser atribuidas aos efeitos

da planta. A eosinofilia tem sido descrita em casos de insu-
ficiéncia cardiaca aguda, mas também num ndmero igual
de coragoes de ovinos normais (Newsholme & Coetzer 1984)
e é provavel que, em ambos os casos, uma percentagem se
trate de artefatos causados pela contracao da fibra no
fixador. Como a eosinofilia de fibras é também uma altera-
¢ao precoce do miocardio causada por isquemia (Robinson
& Maxie 1993) e pela acdo de catecolaminas end6genas
(Bastianello et al. 1995), é importante uma comparagio cui-
dadosa com um niimero suficientemente grande de contro-
les para permitir uma correta avaliacdo das lesoes toxicas
do miocardio.

Infiltrados inflamatérios associados ou ndo a focos de
necrose de miofribas ocorreram, neste experimento, igual-
mente no miocdrdio de ovinos tratados e de ovinos contro-
les e sao um achado comum no miocardio de ovinos e bovi-
nos (Newsholme & Coetzer 1984). Sarcosporidios (Sarcocystis
spp) sdo causas potenciais de miocardite focal em ovinos e
bovinos (Robinson & Maxie 1993, Taylor 2000). Cistos de
Sarcocystis sp foram encontrados nas fibras de conducio car-
diaca (fibras de Purkinje), nas fibras miocardicas e no citoplas-
ma de células endoteliais no miocardio de todos os ovinos
deste estudo. Raramente havia infiltrado inflamatério asso-
ciado a cistos integros. E descrito que cistos degenerados
ocorrem associados a focos de miocardite nao-supurativa e
degeneracao focal de fibras miocardicas (Robinson & Maxie
1993), como é o caso das lesoes incidentais descritas aqui no
miocardio dos ovinos. Embora a sarcocistose seja a causa mais
provavel da miocardite multifocal ndo supurativa incidental
observada neste estudo, nao foi possivel, pelas técnicas
histoldgicas aqui empregadas, identificar-se fragmentos de
cistos degenerados associados aos focos inflamatérios. E dis-
cutido se a degenerac¢ao de miofibras que ocorre associada a
sarcocistose é primaria (devida a acao do parasita) ou se a
degeneracao da fibra libera bradizoitos para o intersticio
(Robinson & Maxie 1993) onde nao mais estariam protegidos
da resposta imunoldgica e incitariam resposta inflamatoria e
necrose adicional de fibras. Isso sugere uma possibilidade
interessante de que as lesoes toxicas do miocardio e dos
muasculos esqueléticos poderiam ser amplificadas por esse
mecanismo.

O principio ativo de A. glazioviana permanece indetermi-
nado. No entanto, a planta é reconhecida como ictiotoxica
(Ortega & Schenkel 1987) e isoflavonas foram relatadas como
responsaveis por esse efeito (Ortega & Schenkel 1986). Extra-
tos aquosos e hidroetanoélicos obtidos das folhas de A. glazio-
viana, quando administrados por injecao intraperitoneal a
ratas prenhes, induziram aumento da reabsorc¢ao fetal, dimi-
nuicao do ganho de peso e abortos (Langeloh et al. 1992,
Marona et al. 1992).
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