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To evaluate the toxicity of different concentrations of pods of Stryphnodendron fissuratum
to pregnant cows, the pods of this tree were grounded, mixed in a commercial food and given
to eight pregnant cows in total doses of 6.5g/kg, 7.5g/kg, 9g/kg and 10g/kg. The animals that
received doses of 6.5g/kg delivered normal calves and those that received 7.5g/kg delivered
weak calves that did not survive. Doses of 9g/kg resulted in the birth of an immature calf
and another with congenital bilateral distichiasis, corneal opacity, and microphthalmia. Both
cows that ingested 10g/kg died, and one of these aborted before death. In the dead cows, the
gross and histological lesions of the digestive system and liver were similar to those previ-
ously described in S. fissuratum poisoning. No significant lesions were observed in the calves
and in the aborted fetus. The phytochemical analysis of methanol extracts from pods of S. fis-
suratum revealed the presence of soluble tannins, proanthocyanidins, leucoanthocyanidins
and the triterpenoid saponin (3-amyrin. Triterpenoid saponins had been associated with the
toxicity of Stryphnodendron spp. and Enterolobium spp., which cause clinical signs similar
to those observed in the poisoning by S. fissuratum. The results presented herein confirmed
the toxicity of S. fissuratum to bovines. However, the abortive effects of this plant was not
confirmed; thus because the abortion and neonatal deaths could be due to the toxicity of the
pods to the cows. New research should be done to demonstrate if S. fissuratum is a cause of
malformations similar to those observed in one of the calves born from the treated cows.

INDEX TERMS: Poisonous plants, Stryphnodendron fissuratum, Mimosoideae, abortion, fetal malfor-
mation, plant poisoning, cattle.
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RESUMO.- Com o objetivo de avaliar a toxicidade de dife-
rentes concentra¢des das favas de Stryphnodendron fis-
suratum em vacas prenhes, as favas desta arvore foram
moidas, misturadas a racdo comercial e fornecidas a oito
vacas nas doses totais de 6,5g/kg, 7,5g/kg, 9g/kg e 10g/kg.
Os animais que receberam doses de 6,5g/kg pariram be-
zerros normais e aqueles que receberam 7,5g/kg pariram
bezerros fracos que ndo sobreviveram. Doses de 9g/kg re-
sultaram no nascimento de um bezerro imaturo e de outro
bezerro com distiquiase, opacidade congénita das corne-
as e microftalmia. Ambas as vacas que ingeriram 10g/kg
morreram, porém uma vaca abortou antes de morrer. Nas
vacas que morreram, as lesdes macroscépicas e histologi-
cas do sistema digestivo e figado foram semelhantes as des-
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critas anteriormente na intoxicagdo por S. fissuratum. Nos
bezerros e no feto abortado ndo foram observadas lesoes
macroscopicas ou histologicas significantes. A analise fito-
quimica dos extratos metandlicos das favas de S. fissuratum
revelou a presenca de taninos hidrossoluveis, proantocia-
nidinas, leucoantocianidinas e da saponina triterpénica
B-amirina. Saponinas triterpénicas tém sido associadas
com a toxicidade das favas de Stryphnodendron spp. e Ente-
rolobium spp., que causam sinais clinicos semelhantes aos
observados na intoxicagdo por S. fissuratum. Esta pesquisa
confirmou a toxicidade das favas de S. fissuratum para bovi-
nos, no entanto nio foram confirmados os efeitos abortivos
das mesmas, pois o aborto e as mortes neonatais observa-
das podem ser decorrentes dos efeitos téxicos da planta
nas maes. Novas pesquisas sdo necessarias para pesquisar
se as favas da planta causam malformacgdes semelhantes as
observas em um dos bezerros nascidos vivos.

TERMOS DE INDEXAGAO: Plantas téxicas, Stryphnodendron fissu-
ratum, Mimosoideae, aborto, malformacgio fetal, intoxicagdo por
plantas, bovinos.

INTRODUCAO

A intoxicacdo natural pelas favas de Stryphnodendron fis-
suratum tem sido registrada nos Estados de Mato Grosso
e Mato Grosso do Sul afetando apenas bovinos (Rodrigues
et al. 2005, Lemos et al. 2008, Ferreira et al. 2009). Nessa
espécie, provoca uma doenga severa, cujos indices de mor-
bidade e letalidade variaram de 0,9 a 25% e de 15 a 100%,
respectivamente (Ferreira et al. 2009). A morte dos ani-
mais ocorre principalmente por complicagdes decorrentes
de tlceras multifocais no abomaso, hemorragias gastrin-
testinais e necrose hepatica (Rodrigues et al. 2005, Ferreira
etal. 2009, Mendonga et al. 2010).

Em estudos sobre as causas de abortamentos de bovi-
nos na Regido Centro-Oeste, a toxidez das favas de S. fissu-
ratum é, por vezes, mencionada por pecuaristas e médicos
veterinarios como causa de abortos e pelo nascimento de
bezerros debilitados que nao sobrevivem. As propriedades
abortivas das favas dessa planta foram demonstradas em
caprinos (Alburquerque et al. 2011) porém, estudos mais
abrangentes com bovinos ainda ndo haviam sido realiza-
dos.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a toxicidade de
diferentes concentragdes das favas de S. fissuratum para
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comprovar se esta planta é responsavel por alteragdes re-
produtivas observadas em surtos de intoxica¢cdes naturais
em bovinos.

MATERIAL E METODOS

Coleta de favas de Stryphnodendron fissuratum

As favas maduras de S. fissuratum foram coletadas no Muni-
cipio de Rondondpolis, MT, entre os meses de julho e agosto de
2010, diretamente das arvores e do solo. Apés coletadas, as favas
foram acondicionadas em sacos de pano e mantidas sob refrige-
ragdo para posterior utilizagdo no experimento. A classificacdo do
material botanico foi realizada no Herbario Central da Universi-
dade Federal de Mato Grosso.

Animais experimentais

O grupo experimental consistiu de oito vacas mesticas, com
idades entre 24 e 36 meses, clinicamente sadias e em ter¢o médio
ou final de gestagdo. Dois bovinos foram utilizados como contro-
les. O diagnéstico de gestagdo foi feito através de palpacgdo retal de
acordo com Dirksen (1993).

Trinta dias antes do inicio dos experimentos os animais rece-
beram medicacdo antiparasitaria e foram mantidos em um cur-
ral coletivo, visando a adaptagdo e observacdo clinica prévia. No
infcio da manh3, recebiam ragdo comercial, suplemento mineral,
feno de tifton (Cynodon dactylon) e agua ad libitum. Posterior-
mente, eram mantidos em local sombreado para pastar e reco-
lhidos no fim da tarde. Apés o periodo de adaptagdo, os animais
foram numerados de 1 a 10, de forma casualizada. As favas de S.
fissuratum foram trituradas e ofertadas aos bovinos misturadas a
racdo comercial em doses fracionadas por trés dias consecutivos,
totalizando 6,5g/kg, 7,5g/kg, 9g/kg e 10g/kg (Quadro 1).

Avaliacao clinica e necropsia

Durante o periodo de adaptacdo e em todo o periodo de ex-
perimentos, os animais foram submetidos a exames clinicos duas
vezes ao dia. As vacas foram avaliadas segundo descreveram Sto-
ber (1993) e Dirksen (1993), quanto ao seu estado geral, com-
portamento, atitude, apetite, cor das mucosas, vasos espisclerais,
temperatura retal, frequéncias cardiaca e respiratoéria, forma do
abdomen, motilidade reticulo-ruminal, exame fisico das fezes,
apareéncia da pele e ocorréncia de abortamento.

Os bovinos que morreram em consequéncia da doenc¢a foram
necropsiados; coletaram-se fragmentos de 6rgdos da cavidade
toracica, abdominal, encéfalo, além de utero e placenta. Os frag-
mentos destinados ao estudo histopatolégico foram fixados em
formalina a 10% tamponada com fosfato a 4%, processados pelos
métodos usuais, incluidos em parafina, cortados na espessura de
5um e corados pela hematoxilina-eosina (HE).

Quadro 1. Idade gestacional das vacas no inicio do experimento, dose administrada e resultados das intoxicagdes

Bovino  Estagio gestacio- Dose  Dose Dose Total Inicio dos sinais Intensidade dos  Desfecho da Desfecho da
N2 Peso nalnoiniciodo diaria diaria total ingerido clinicosapdsa sinais clinicos intoxicacdo gestacdo
(kg) experimento  (g/kg) (g8) (g/kg) (kg) intoxicagdo
(semanas)

1 318 25 2,1 667 6,5 2,067 3edia +2 Recuperou-se  Bezerro normal
2 440 20 2,1 924 6,5 2,860 32 dia + Recuperou-se  Bezerro normal
3 330 30 2,5 825 7,5 2,475 12 dia + Recuperou-se Bezerro fraco
4 340 35 2,5 850 7,5 2,550 2°dia + Recuperou-se Bezerro fraco
5 350 35 3,0 1050 9 3,150 2¢ dia ++ Recuperou-se  Bezerro imaturo
6 440 15 3,0 1320 9 3,960 1°dia ++ Recuperou-se Malformacdo fetal
7 380 10 3,3 1254 10 3,800 12 dia +++ Morreu Aborto

8 420 15 3,3 1386 10 4,200 1° dia +++ Morreu -

9 410 25 Controle - - - - - - -

10 420 30 Controle - - - - - - -
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IHQ para BVDV

A THQ foi realizada para verificar se as alteracdes reprodutivas
foram decorrentes do virus da diarreia viral bovina (BVDV). Para
isto, foram coletadas amostras de orelhas de todos os bezerros
de acordo com a técnica descrita por Santos et al. (2011). No feto
abortado a [HQ foi realizada em amostras de pulmdo, baco, timo
e figado. Para realiza¢do da IHQ, foi utilizado um anticorpo mono-
clonal anti-BVDV (15C5 Syracuse, USA), na dilui¢ao de 1:500 em
PBS. Realizou-se a recuperagio antigénica com protease 0,05%
por 15 minutos a 37°C e as marcagdes inespecificas (background)
foram reduzidas pela aplicacdo de leite desnatado a 5% por 15
minutos. O anticorpo primario foi aplicado durante 50 minutos
a temperatura de 37°C, seguido do anticorpo secundario conju-
gado a fosfatase alcalina (Dako, USA) por aproximadamente 20
minutos cada, a temperatura ambiente. O cromégeno utilizado foi
o vermelho permanente (Dako, 0695-code). Como contra-corante
foi utilizada hematoxilina por aproximadamente 1 minuto (Sch-
mitz 2006).

Estudo fitoquimico

Apbs a coleta, as favas de S. fissuratum foram secas em tem-
peratura ambiente (25+22C) durante uma semana. Em seguida, o
material foi triturado e reduzido a pé. A extracdo dos componen-
tes das favas foi feita por infusdo metandlica, os extratos foram
filtrados e os residuos re-extraidos. As solugdes obtidas neste pro-
cesso foram destiladas a pressdo reduzida em evaporador rotati-
vo a 50£59C, obtendo-se assim o extrato bruto (EBF). Para a pros-
pecgdo fitoquimica, placas de silica foram utilizadas. Aliquotas de
10uL do EBF foram submetidas a cromatografia em camada del-
gada (CCD) para a andlise da presenca de polifendis (flavondides,
derivados cindmicos, cumarinas, fenilpropanoglicosideos, proan-
tocianidinas condensadas, leucoantocianidinas, taninos galicos),
terpendides (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triter-
penos e esterodides), glicosideos cardiacos, alcaldides e agticares
redutores (Harbone 1984, Wagner & Bladt 1996). Para a identi-
ficacdo de saponosideos foi empregado o teste de afrogenicida-
de que consiste no aquecimento de 12 mL do extrato metanélico
para a eliminagdo do solvente. Os extratos secos foram diluidos
em tubos de ensaio com agua destilada, submetidos a agitacdo
manual por trinta segundos, e posteriormente mantidos em re-
pouso por um periodo de duas horas (Costa 2001).

RESULTADOS

Quadro clinico-patolégico

Os resultados dos experimentos estdo apresentados no
Quadro 1. Os Bovinos que receberam doses de 6,5g/kg (Bo-
vinos 1 e 2) e 7,5g/kg (Bovinos 3 e 4) apresentaram sinais
clinicos discretos entre o 12 e 32 dia apds a administracdo
das favas de Stryphnodendron fissuratum. Os sinais clini-
cos consistiram em apatia, vasos episclerais ingurgitados,
lacrimejamento, anorexia e movimentos ruminais incom-
pletos. No 82 dia de experimento esses bovinos haviam se
recuperado totalmente. Ao fim do periodo de gestacao, os
Bovinos 1 e 2 pariram bezerros normais e os Bovinos 3 e 4
pariram bezerros fracos (Bezerros 3 e 4) que morreram no
92 e 142 dia p6s-parto respectivamente. Nao foram obser-
vadas lesdes significativas nas necropsias nem no estudo
histologico destes bezerros.

Os Bovinos que receberam doses de 9g/kg (Bovinos 5
e 6) apresentaram sinais clinicos entre o 12 e 22 dias apo6s
o término da administracdo das favas. Além dos sinais pre-
viamente descritos, havia desidratacdo, enoftalmia, timpa-

nismo, anorexia, movimentos ruminais incompletos e fezes
pastosas contendo muco, estrias de sangue e sementes da
planta. Os bovinos também apresentavam agressividade,
polidipsia, dismetria e permaneciam por longos periodos
com o alimento na boca sem movimentos de mastigacao.
No 72 dia de experimento, o Bovino 5 pariu precocemente
um bezerro imaturo (Bezerro 5) e se recuperou totalmen-
te no 222 dia. O Bezerro 5 apresentava pelagem comple-
ta, porém curta e de espessura fina; a pelagem da barbela,
barriga e umbigo também era rarefeita, curta e ericada. Os
dentes incisivos e os cascos apresentavam menor grau de
desenvolvimento. O Bovino 6 se recuperou completamente
no 262 dia de experimento e pariu um bezerro fraco (Be-
zerro 6) com distiquiase, opacidade congénita das cérneas
e microftalmia (Fig.1A e 1B). A necropsia desse bezerro nio
havia outras mas formagdes.

Os Bovinos que receberam doses de 10g/kg (Bovinos
7 e 8) apresentaram os primeiros sinais clinicos no 12 dia
ap6s o fim da administragdo das favas. Os sinais foram in-
tensos e consistiram em fraqueza, bruxismo, ataxia, disme-
tria, distasia, desidratacdo acentuada e sialorreia devido a
presenca de erosdes e ulceras na mucosa oral e do palato.
No 52 dia de experimento, o Bovino 7 apresentou tremores
de cabeca, respiracdo ruidosa, diarréia liquida, atonia ru-
minal e decubito esternal prolongado. Ocorreu aborto no
5¢ dia apds o consumo da planta e morte no 72 dia de expe-
rimento. A necropsia do feto abortado havia areas difusas
de hemorragias petequio-equimdticas na pele (Fig.1C). Nao
foram observadas lesdes histologicas significantes. O Bovi-
no 8 apresentou sinais clinicos similares aos observados no
Bovino 7, porém nao houve aborto. A morte ocorreu no 5¢
dia ap6s a ingestao da planta.

A imunohistoquimica ndo mostrou marcac¢do para diar-
reia viral bovina em nenhum bezerro ou no feto abortado.
Nio foram encontradas alteragdes histologicas significati-
vas nas placentas das vacas que ingeriram a planta assim
como nas placentas das vacas do grupo controle. Nos bo-
vinos que morreram, os principais achados de necropsia
consistiram em tulceras na mucosa do palato (Fig. 1D) e
esbfago, além de hiperemia na mucosa do rimen, reticulo e
omaso. No abomaso havia hemorragia e necrose difusa da
mucosa. As algas intestinais estavam distendidas e intensa-
mente avermelhadas e continham significativa quantidade
de muco. O ceco apresentava-se dilatado, com um contetido
pastoso escuro e com estrias de sangue. Os linfonodos me-
sentéricos estavam aumentados de volume e edematosos
ao corte. O figado estava aumentado de volume, congesto,
com aumento do padrdo lobular e com a vesicula biliar
distendida. Os rins estavam ligeiramente aumentados de
volume e congestos. Os demais 6rgdos ndo apresentaram
lesdes significativas. Histologicamente havia degeneracao,
espongiose, presenca de células acantoliticas e necréticas
na mucosa do ramen, reticulo e omaso. Derrame serofibri-
noso e rea¢do inflamatdria ocorreram principalmente nas
areas de ulceras do rimen e na mucosa do duodeno. No
intestino grosso ocorreram alteragdes discretas na lamina
prépria que consistiram em edema, secre¢do fibrinosa e
congestao de capilares. No figado havia marcado edema de
hepatdcitos, vacuolizacdo hepatocelular, focos individuais
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Fig.1. Intoxicacdo por Stryphnodendron fissuratum em bovinos. (A) Bezerro 9 (esquerda),
utilizado como controle, aos 65 dias de vida e bezerro 6 (direita), (B) com 60 dias de
vida com desenvolvimento retardado, distiquiase, opacidade congénita da cérnea e
microftalmia (inset). (C) Feto abortado cuja mae consumiu 9g/kg das favas da planta,
com 4reas difusas de hemorragias cutaneas petequio-equiméticas. (D) Ulceras difu-
sas na mucosa do palato em bovino intoxicado com 9g/kg das favas de S. fissuratum.

Quadro 2. Estudo fitoquimico das favas de Stryphnodendron
fissuratum por cromatografia em camada delgada

Metabdlitos secundarios Resultado das reagdes

0-glicosideos de canferol -2
Quercetina -
Taninos hidrossoluveis +
Cumarinas -
Proantocianidinas ++
Leucoantocianidinas +

Derivados galicos e elagicos -
Acido clorogénico -
Glicosideos de luteolina -
Alcaldides -

Triterpenos (B-amirina) +

2Intensidade reagdes: - negativo, + positivo, ++ fortemente positivo.

e aleatoriamente distribuidos de necrose hepatocelular e
colestase. Nos rins, as altera¢des foram discretas e consis-
tiram em necrose epitelial tubular com depésitos ocasio-
nais de material eosinofilico no limen dos tdbulos renais.
Les0Oes no sistema nervoso central foram identificadas no
cortex, mesencéfalo e tronco cerebral e consistiram em leve
espongiose da substadncia branca.
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Estudo fitoquimico

A analise fitoquimica dos extratos metanoélicos das favas
de Stryphnodendron fissuratum revelou a presenc¢a de tani-
nos hidrossoluveis, proantocianidinas, leucoantocianidinas
e a saponina triterpenéide 3-amirina (Quadro 2).

DISCUSSAO

Esta pesquisa confirmou a toxicidade das favas de S. fis-
suratum para bovinos, com sinais clinicos e lesdes seme-
lhantes aos relatados anteriormente (Rodrigues et al. 2005,
Lemos et al. 2008, Ferreira et al. 2009); no entanto, nio fo-
ram confirmados os efeitos abortivos das mesmas, ja que
o aborto e as mortes neonatais observadas podem ter sido
consequéncia dos efeitos téxicos da planta nas maes. No-
vas pesquisas sdo necessarias para pesquisar se as favas da
planta causam malformacdes semelhantes as observas em
um dos bezerros nascidos vivos.

Na regido Centro-Oeste do Brasil, o consumo de favas
de um grupo de arvores leguminosas da subfamilia Mimo-
soideae, familia Fabaceae durante a estagdo seca do ano, in-
cluindo Enterolobium contortisiliquum (Grecco et al. 2002;
Mendonga et al. 2009; Lemos et al. 2011), Enterolobium
gummiferum (Deutsch et al. 1965), e Stryphnodendron
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obovatum (Brito et al., 2001ab) tém sido associados com
alteracdes digestorias, fotossensibilizacdo, abortos e mor-
tandade de bovinos (Tokarnia et al. 2012) semelhantes as
causadas por S. fissuratum (Rodrigues et al. 2005, Lemos et
al. 2008, Ferreira et al. 2009).

Varias substancias isoladas das favas de S. fissuratum
podem ter relacdo com o quadro clinico-patolégico da in-
toxicac¢do. Os taninos hidrossoluveis (THs) estdo presentes
em varias leguminosas arbéreas tropicais e sua toxicidade
ocorre devido a sua transformagao em substancias absor-
viveis de baixo peso molecular pela microfauna ruminal
e posterior absorg¢io gastrica. As principais lesdes provo-
cadas por THs sdo gastroenterite hemorragica e necrose
hepatica e dos tibulos contorcidos proximais renais (Reed
1995). Proantocianidinas (PAs) e leucoantocianidinas
(LAs) sdo taninos condensados ndo absorviveis, porém,
apesar disso, podem provocar lesdes no trato gastrointesti-
nal por prejudicarem a absorc¢ao de nutrientes e reduzindo
a absor¢ao dos aminoacidos metionina e lisina. O decrés-
cimo nos niveis de metionina pode provocar intoxicacdo
por glicosideos cianogénicos porque este aminoacido esta
envolvido na detoxificacdo dos cianideos via metilagao de
tiocianatos (Haslam 1989). Porém, ndo ha evidéncias cien-
tificas que os taninos hidrossoltveis ou condensados sejam
primariamente responsaveis pelas alteracdes observadas
nos bovinos deste estudo.

As alteragodes causadas por S. fissuratum se devem pos-
sivelmente aos efeitos téxicos de saponinas. Saponinas tri-
terpenoides foram isoladas anteriormente de S. fissuratum
(Haraguchi et al. 2006, Yokosuka et al., 2008). Diferentes
tipos de saponinas foram identificadas em E. contortisili-
qquum; destas, enterolosaponina A e contortisilioside B
resultaram téxicas para macroéfagos e linfoma murino (Mi-
maki etal. 2003, 2004). Saponinas de E. gummiferum foram
associadas a hepatotoxicidade e abortos em cobaias (Car-
valho et al. 1981, Bonel-Raposo et al. 2008). Neste trabalho
a Unica saponina identificada foi $-amirina. Propriedades
abortivas, antizigoéticas e efeitos deletérios sobre a implan-
tacdo de embrides de animais foram também associadas
as saponinas contidas em Phytolacca dodecandra (Stol-
zenberg & Parkhurst 1976), Costus speciosus (Tewary et al.
1973) e Gutierrezia sarothrae (Knight & Walter 2001). Em
ratas, o extrato butandlico de Mussaenda pubescens, que
contém significativa quantidade de saponinas, induziu o
nascimento de crias prematuras e fracas (Quin & Xu 1998).

Em um trabalho anterior, as favas de S. fissuratum cau-
saram aborto em cabras (Albuquerque et al. 2011); porem
neste trabalho com bovinos pareceria que os abortos e a
mortalidade neonatal as alteracdes fetais ocorreram em
consequéncia da toxicidade da planta nas maes. Existem
diversas plantas no Brasil, que pelo fato de produzirem gra-
ves alteracdes em 6rgdos como rim e figado das vacas que
as ingerem, induzem ao aborto em fun¢do da toxemia, como
por exemplo, Lantana glutinosa (Riet-Correa et al. 1984) e
Amaranthus spinosus em ovinos (Peixoto et al. 2003).

A observacao de malformagdes oculares em um dos be-
zerros nascidos, que resultou negativo para o virus da diar-
reia viral bovina sugere a possibilidade de que as favas de
S. fissuratum tenham causado essa malformacgao. Diversas

plantas, incluindo Astragalus lentiginosus, Conium macu-
latum, Lupinus spp, Nicotiana glauca, Nicotiana tabacum,
Oxytropis spp., Veratrum californicum (Keeler 1990, Cheeke
1998, Gardner et al. 1998, Panter et al. 2000, 2011, James
et al. 2004) e Mimosa tenuiflora (Pimentel et al. 2007), cau-
sam malformag¢des em ruminantes. Os principais teratége-
nos descritos nessas plantas sdo alcaléides indolizidinicos,
piperidinicos e quinolizidinicos (Keeler 1984, Panter et al.
1994). Os resultados das analises fitoquimicas das favas de
S. fissuratum quanto a presenca de alcaldides foram negati-
vos (Quadro 2). Estudos adicionais sobre as propriedades
teratogénicas das toxinas contidas nas favas de S. fissura-
tum devem ser realizados.
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