Pesq. Vet. Bras. 36(5):373-377, maio 2016

Biopsia hepatica como método diagndstico para intoxicagao
por plantas que contém swainsonina’
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With the aim to investigate the use of hepatic biopsies for the diagnosis of poisoning
by swainsonine-containing plants, dry leaves of Ipomoea marcellia containing 0.02% of
swainsonine were administered to goats. Group I, with six goats, ingested 4g/kg of dry plant
(0.8mg of swainsonina/kg) daily until the observation of the first neurologic signs. Two go-
ats that did not receive the plant were used as control (Group II). Hepatic biopsies with the
Menghini needle were performed by the percutaneous technique at day zero and at weekly
intervals after the start of the administration of I. marcellia. Biopsy samples were fixed in
10% formaline, processed routinely, and stained by hematoxilin-eosin and by lectins his-
tochemistry. Hepatocellular vacuolization similar to those described in cases of lysosomal
storage disease were identified in all goats of Group I from the seven day of plant consump-
tion in the samples satained with hematoxylin-eosin. Using lectin histochemistry, consistent
labellings were observed with Concanavalia ensiformis (Con-A) e Triticum vulgaris (WGA). It
is concluded that routinely histological evaluation of liver biopsies can be used in the diag-
nosis of poisoning by swainsonine containing plants, even in goats without clinical signs,
and lectin histochemistry which can be used as supplementary diagnostic method.

INDEX TERMS: Poisonous plants, lysosomal storage disease, swainsonina, plant poisoning, liver biopsy.

RESUMO.- Neste trabalho objetivou-se avaliar a técnica
de bidpsia hepatica como um teste de valor diagndstico
para intoxicacdes por plantas que contém swainsonina.
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Para isso, reproduziu-se experimentalmente a doenga com
as folhas secas de Ipomoea marcellia contendo 0,02% de
swainsonina em caprinos. O Grupo I foi constituido por 6
caprinos que receberam a planta misturada a ragdo na dose
de 4g/kg (0,8mg de swainsonina/kg) até a observagio dos
primeiros sinais clinicos neurolégicos. Outros dois capri-
nos que ndo receberam a planta na dieta constituiram o
grupo controle (Grupo II). Foram realizadas biépsias hepa-
ticas pela técnica percutdnea cega com agulha de Menghi-
ni, no dia zero e com intervalos semanais nos caprinos do
experimento. As bidpsias hepaticas foram fixadas em for-
mol tamponado 10%, processadas rotineiramente, coradas
pela hematoxilina-eosina e histoquimica de lectinas. Va-
cuolizacao hepatocelular similar aquelas descritas em caso
de doenca de deposito lisossomal foram identificadas em
todos os caprinos do Grupo [ no 72 dia de experimento nas
amostras coradas pela hematoxilina-eosina. Em relagdo a
histoquimica de lectinas, marca¢des consistentes foram
obtidas com as lectinas Concanavalia ensiformis (Con-A) e
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Triticum vulgaris (WGA). Concluiu-se que a avaliagio his-
toldgica rotineira de bidpsias hepaticas pode ser usada no
diagndstico de intoxicagdes por plantas que contem swain-
sonina, mesmo em caprinos que nao apresentam sinais
clinicos, e que a histoquimica de lectinas pode ser usada
como método diagndstico complementar.

TERMOS DE INDEXACAO: Plantas téxicas, doenca de depésito li-
sossomal, swainsonina, ruminantes, intoxicacdo por plantas, bi-
opsia hepatica.

INTRODUCAO

No Brasil, as plantas que contém swainsonina compde um
grupo muito importante de plantas toxicas devido aos sérios
prejuizos econdmicos que provoca a pecudria (Oliveira et al.
2013). Nas regides Sul e Sudeste, esse grupo é representa-
do por Sida carpinifolia, que causa intoxicagdo em caprinos,
ovinos, bovinos e equinos (Driemeier et al. 2000, Colodel et
al. 2002a, 2002b, Loretti et al. 2003). Na Ilha de Marajé, a
intoxicagdo por I. carnea subsp. fistulosa é a intoxicagdo mais
importante para caprinos (Oliveira et al. 2009) e, no Centro-
-Oeste, essa planta muito difundida no Pantanal, causa in-
toxicacdes em bovinos (Antoniassi et al. 2007). Porém, é na
regido semiarida nordestina que se concentra a maioria dos
surtos espontaneos de intoxicacdo. Nessa regido, Ipomoea
carnea subsp. fistulosa (Oliveira et al. 2009), Ipomoea rie-
delii, Ipomoea sericophyla (Barbosa et al. 2006, 2007), Ipo-
moea marcellia (=Ilpomoea aff. verbascoidea) (Mendonca et
al. 2012) e Turbina cordata (Dantas et al. 2007) sdo plantas
toxicas importantes para caprinos e ocasionalmente, ovinos,
bovinos e equinos (Oliveira Junior et al. 2013).

Nas condi¢cdes de campo, o diagnéstico da intoxicacdo
por plantas que contém swainsonina é realizado pela pre-
senca das plantas nas pastagens e pela presenca de animais
que apresentam quadro de disfun¢ido cerebelar. A doenca
deve ser confirmada por meio de lesdes histoldgicas, que
consistem principalmente em vacuolizagdes citoplasma-
ticas, ocasionadas pelo acimulo de oligossacarideos nao
processados em neuronios, principalmente das células de
Purkinje do cerebelo, mas também neurdnios do cértex
cerebral, talamo, mesencéfalo e medula espinhal. Vacuoli-
zacdo no epitélio dos tdbulos renais, nas células folicula-
res da tiredide, hepatdcitos e células acinares pancreaticas
também podem ser observadas (Lima et al. 2013, Oliveira
Junior et al. 2013). Utilizando-se histoquimica de lectinas,
é possivel ainda determinar quais oligossacarideos foram
acumulados e realizar a correlagio entre a presenca, quan-
tidade, gravidade e a extensdo das lesdes nos tecidos afeta-
dos (Mendonga et al. 2012).

Quando é feito um diagnoéstico de intoxicacdo por plan-
tas que contém swainsonina num rebanho, é provavel que
varios animais que ndo apresentam sinais clinicos ja este-
jam subclinicamente afetados. Portanto, em surtos de into-
xicagdo por esse grupo de plantas, o uso da biépsia hepatica
pode ser indicado para identificar animais que as estejam
consumindo, mas que ainda nio apresentam sinais clinicos
da doenca. Por esse motivo, este trabalho teve o objetivo
de avaliar a técnica de biépsia hepatica como um teste de
valor diagnéstico para intoxica¢des por plantas que contém
swainsonina.
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MATERIAL E METODOS

Os procedimentos com animais foram aprovados pela Comissdo
de Etica no Uso de Animais da Universidade de Cuiaba (Registro
n? 175 CEP/UNIC).

As folhas de Ipomoea marcellia foram coletadas, secas a som-
bra, trituradas e acondicionadas em sacos de nylon. O peso das fo-
lhas secas representou 40% das folhas verdes. A concentragio de
swainsonina e calysteginas nas folhas dessecadas de I. marcellia foi
mensurada por cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massa como previamente descrito por Gardner et al. (2001).

No experimento foram utilizados oito caprinos machos; clini-
camente sadios, com idade entre 6-9 meses e peso entre 16-21
kg. Desses animais coletou-se sangue e o soro foi destinado a
dosagem de AST (aspartato aminotransferase), GDH (glutamato
desidrogenase) e GGT (gamaglutamiltranspeptidase). Trinta dias
antes do inicio do experimento os caprinos receberam medicacdo
antiparasitaria, foram numerados ao acaso e mantidos em baias
individuais, visando a adaptacdo e observacado clinica. No inicio
da manhg, recebiam ragdo comercial, suplemento mineral, feno
de tifton (Cynodon dactylon) e dgua ad libitum.

Apos o periodo de adaptagdo os caprinos foram distribuidos
em dois grupos: Grupo I, constituido pelos Caprinos 1-6 [recebe-
ram misturadas a racdo I marcellia dessecada contendo 0,02%
de swainsonina na dose de 4g/kg (0,8mg de swainsonina/kg)
até que os primeiros sinais clinicos neurolégicos fossem obser-
vados. Apds isso, o fornecimento da planta foi suspenso. O Grupo
II constituiu o grupo controle, constituido pelos Caprinos 7-8, que
ficaram sob as mesmas condi¢des de manejo que os caprinos do
Grupo [, porém ndo receberam I. marcellia na dieta.

Bidpsias hepdticas foram realizadas no dia zero e com inter-
valos semanais em todos os caprinos, totalizando sete coletas em
cada animal. Utilizou-se a técnica de bidpsia hepatica percutanea
cega com agulha de Menghini. Para isso, uma agulha de Menghi-
ni foi introduzida no sentido cranio-ventral, no 112 espaco inter-
costal direito, no ponto de interse¢cdo com uma linha imaginaria
paralela a coluna vertebral, partindo da extremidade lateral da tu-
berosidade iliaca. Apos ultrapassar a parede toracica a agulha foi
introduzida no parénquima hepatico, por dois a trés centimetros
para que se procedesse a coleta das amostras. Em cada procedi-
mento, as biépsias foram repetidas até se obter um fragmento de
tecido com tamanho adequado para avaliagdo histolégica. Os frag-
mentos oriundos das bidpsias hepaticas foram fixados em formol
tamponado 10%, processados rotineiramente para inclusdo em
parafina e cortados a trés micrometros de espessura. Apos isso, as
laminas foram coradas pela hematoxilina-eosina (HE) e submeti-
das a técnica de histoquimica de lectinas.

A analise histoldgica das laminas coradas em HE foi realizada
em microscopia de luz e as lesdes observadas foram classificadas
de acordo com o grau de comprometimento dos hepatécitos em
grau 0 (auséncia de lesodes), grau 1 (pequena quantidade de he-
patdcitos tumefeitos, multivacuolizados (com aspecto espumoso)
e com nucleo central), grau 2 (comprometimento moderado de
hepatdcitos, os quais apresentavam citoplasma distendido mul-
tivacuolizado, com nucleo central e picnético) e grau 3 (maioria
dos hepatdcitos contendo citoplasma distendido, multivacuoliza-
do, com nucleos picnético ou carioliticos) (Quadro 1).

Para a histoquimica de lectinas, as laminas foram desparafi-
nadas, hidratadas, e incubadas em peroéxido de hidrogénio a 10%
com metanol por 30 minutos para bloqueio de peroxidases en-
dbgenas. Apds a lavagem das laminas com dgua deionizada, estas
ficaram submersas por 40 minutos a 96°C em tampao citrato (pH
6,0) para a recuperagdo antigénica em panela de pressdo digital.
O bloqueio de reagdes inespecificas foi realizado com leite des-
natado Molico® a 5 % por 30 minutos. Os cortes foram incuba-
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dos “overnight” com lectinas (Vector Laboratories, Burlingame,
Califérnia, 94010, USA) na diluicdo de 2,5pg/mL em PBS, com
excecdo da lectina WGA, que foi diluida na proporgao de 1,25ul/
ml. Foram utilizadas as lectinas Canavalia ensiformis agglutinin
(Con-A), Dolichos biflorus agglutinin (DBA), Arachis hypogaea
agglutinin (PNA), Ricinus communis agglutinin-I (RCA - 1), Ulex eu-
ropaeus agglutinin-1 (UEA-1), Triticum vulgaris agglutinin (WGA),
Succinyl-WGA (sWGA), Griffonia simplicifolia agglutinin 1 (GSA-1),
Pisum sativum (PSA), Phaseolus vulgaris erythroagglutinin (PHA-
-E) e Lens culinaris (LCA) (Lectin Kit Biotinylated BK 1000 e 2000,
Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA), e posteriormente
incubadas com o complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector
Laboratories Inc.) por 20 minutos. Os cortes foram revelados com

Quadro 1. Grau de comprometimento dos hepatdcitos de
caprinos intoxicados experimentalmente por Ipomoea
marcellia

Intensidade das lesdes
Caprino Dia 12 22 32 42 52 62 72

n° zero coleta coleta coleta coleta coleta coleta coleta
01 0 1 2 3 3* 3* 3* 2%
02 0 2 2 3 3* 3* 3* 2%
03 0 1 3 3 3* 2% 2% 1*
04 0 2 2 3 3* 3* 3* 2%
05 0 3 3 3 3* 3* 2% 2%
06 0 2 2 2 3* 3* 2% 1*
07 0 0 0 0 0 0 0 0
08 0 0 0 0 0 0 0 0

* Presenca de sinais clinicos.
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Fig.1. Doenca de depdsito lisossomal (DDL) induzida pelo consumo de Ipomoe

diaminobenzidine (DAB) (DAKO) por 5 minutos ou até atingir
coloragdo marrom e contracorados com hematoxilina de Harris.
Para cada lamina foi realizado um controle negativo onde se se-
guiram os mesmos procedimentos, porém, sem adi¢do de lectinas.

RESULTADOS

Ndo se notaram altera¢des na atividade das enzimas AST,
GDH, e GGT nos caprinos previamente ao inicio deste expe-
rimento. No parénquima hepatico, lesdes caracteristicas de
doenca de deposito lisossomal foram identificadas, no 72 dia
de consumo da planta, em todos os caprinos que consumiram
Ipomoea marcellia (Quadro 1). Nessa fase inicial de intoxica-
¢d0, os animais ndo apresentaram sinais clinicos neuroldgi-
cos. Porém, foram observadas lesdes hepaticas que foram
classificadas como grau 1, contendo pequena quantidade de
hepatdcitos com vacuolizagio hepatocelular (Caprinos 1 e 3)
(Fig.1 B), ou Grau 2 com moderada quantidade de hepatdci-
tos com vacuolizacdo hepatocelular (Caprinos 2 e 6) (Fig.1C).

Entre 14 e 21 dias de experimento foram observadas le-
soes classificadas como de Grau 3, contendo a maioria dos
hepatdcitos com citoplasma distendidos, multivacuoliza-
dos e com nucleo picnético (Fig.1D). Um achado constan-
temente observado nos caprinos de ambos os grupos foi a
presenca vacuolos grandes e Unicos no citoplasma dos he-
patécitos, consistentes com os de lipidose hepatica. Sinais
clinicos neurolégicos caracteristicos de doenga de depésito
lisossomal foram observados a partir do 272 dia de consu-
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a marcellia em caprinos. Aspecto histoldgico das lesdes he-

paticas. (A) Parénquima hepatico de caprino do grupo controle sem evidéncia de vacuolizagdo hepatica. HE, obj.40x. (B) Comprome-
timento hepatico grau 1. Pequena quantidade de hepatdcitos tumefeitos, multivacuolizados (com aspecto espumoso) e com nucleo
central. HE, obj.40x. (C) Comprometimento hepdatico grau 2. Comprometimento moderado de hepatdcitos, os quais apresentavam
citoplasma distendido multivacuolizado, com ntcleo central e picnético. HE, obj.40x. (D) Comprometimento hepatico grau 3. Maioria
dos hepatdcitos contendo citoplasma distendido, multivacuolizado, com nticleos picnético ou carioliticos. HE, obj.40x.
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Fig.2. Doenga de depdsito lisossomal (DDL) induzida pelo consumo de I. pomoea marcellia em caprinos. Aspecto histolégico das lesdes
hepaticas marcadas com lectinas. (A) Acentuada reatividade para a lectina Con-A em biépsia hepatica com comprometimento grau 2.
Obj. 40x. (B) Controle negativo com auséncia de reatividade em hepatécitos. Obj.40x. (C) Acentuada reatividade para a lectina WGA
em bidpsia hepatica com comprometimento grau 1. Obj.40x. (D) Acentuada reatividade para a lectina Con-A em bi6épsia hepatica com
comprometimento grau 2 com a presenca de vactiolos de lipidose hepatocelular (nio reativos). Obj.40x.

mo da planta nos Caprinos 1-4 e 6. Caprino 5 apresentou
doenga clinica a partir do 222 dia de consumo da planta. Os
sinais clinicos consistiram principalmente em deficiéncias
proprioceptivas, com alteracoes de equilibrio, postura e co-
ordenacdo. Emagrecimento progressivo, pelos arrepiados,
opacos e quebradicos também foram observados.

Em relacdo a intensidade das lesdes hepaticas, ndo
houve diferenca significativa quando se compararam as la-
minas coradas por hematoxilina-eosina e histoquimica de
lectinas. As laminas coradas por histoquimica de lectinas
apresentavam graus variaveis de marcacdo, desde leves a
moderadas. As marcagdes mais intensas nos hepatdcitos
dos caprinos do Grupo [ foram obtidas com as lectinas Con-
-A e WGA (Fig.2A e 2C) quando comparadas ao controle
negativo (Fig.2B). As lectinas RCA, PNA e DBA mostraram
moderada reatividade. As lectinas PSA, UEA I, s-WGA e GSA
I apresentaram reatividade leve. As lectinas PHA-E e LCA
ndo apresentaram marcacdo. As areas de vacuolizacdo he-
patocelular consistentes com lipidose hepatica nio apre-
sentaram reatividade para as lectinas utilizadas.

DISCUSSAO
Vérias espécies, entre trés géneros da familia Fabaceae (Fa-
bales), Astragalus, Oxytropis e Swainsona contém swainso-
nina e sdo toxicas para ruminantes em todo o mundo. Além
da familia Fabaceae, swainsonina tem sido identificada em
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duas outras familias de plantas: Convolvulaceae (Solana-
ceae) Malvaceae (Malvales) (Huang et al. 2003, Cook et al.
2009). Algumas plantas que contém swainsonina sdo lac-
tescentes e os animais que as consomem podem ser identi-
ficados por apresentarem manchas (n6doas) na boca oca-
sionadas pela lactescéncia da planta (Pimentel et al. 2012).
Porém, na maioria das vezes, essa avaliacdo é insuficiente
e inespecifica por se aplicar a varias plantas lactescentes,
em sua maioria, desprovidas de toxicidade. Outro aspecto
importante na epidemiologia da doenca é que fungos en-
dofiticos sdo os responsaveis pela produgido da swainsoni-
na, posteriormente absorvida pelas plantas. Sendo assim,
plantas ndo infectadas por fungos ndo ocasionam doenca
(Cooketal. 2014). Esses aspectos tornam o diagnostico das
intoxica¢cdes mais dificil. Por isso, na maioria dos casos a
doenca ndo é diagnosticada antes do aparecimento de dis-
funcao cerebelar.

Nesse sentido, a avaliagdo histologica das biépsias mos-
tra-se eficiente para identificar precocemente alteragoes
hepatocelulares que caracterizam a intoxicagido por plantas
que contém swainsonina. Ressalta-se que essas lesdes pu-
deram ser identificadas ap6s sete dias de ingestdo da plan-
ta, mesmo com concentragdes baixas de swainsonina nas
folhas de Ipomoea marcellia (0,02%). Essa eficacia é bas-
tante importante para o diagndstico da doenga, tendo em
vista que a concentracao de swainsonina em outras plantas
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que provocam doenca de depésito lisossomal podem variar
muito, i.e. 0,14% e 0,11% em amostras de . riedelli e I. se-
ricophylla (Barbosa et al. 2006), 0,14% em I. martii (Riet-
-Correa et al. 2009) e 0,05% em I. carnea subsp. fistulosa
(Adrien etal. 2013).

Notou-se nesse experimento variacdo de intensidade de
lesdes hepatocelulares em caprinos que ingeriram a mes-
ma quantidade diaria de swainsonina. Fatores individuais
podem estar relacionados a essa variacdo. Mesmo com
essa variavel, os resultados indicam que as andlises mor-
folégicas de bidpsias hepaticas podem auxiliar na identi-
ficacdo precoce de caprinos que ingerem plantas que con-
tém swainsonina. Levando isso em consideragdo, a técnica
pode auxiliar os médicos veterinarios de campo a identifi-
car caprinos que possuem o habito de ingerir plantas que
contém swainsonina, mas que ainda nio estejam apresen-
tando sinais clinicos neurolégicos. A identificacdo precoce
desses animais é importante, principalmente porque entre
ruminantes ocorre o mecanismo de facilitacdo social, onde
animais que nao ingerem determinadas plantas passam
a ingeri-las na presenca de outros que as ingerem (Riet-
-Correa & Méndez 2007). Dessa maneira, os caprinos que
apresentam doenca subclinica podem ser removidos para
areas livres de plantas que contém swainsonina para que
se recuperem, evitando assim que a doenca se difunda no
rebanho.

Em fazendas do semidrido nordestino onde se tem o
conhecimento prévio sobre a ocorréncia de plantas que
contém swainsonina, a presenca de vacuolizagao hepatica
em caprinos pode ser presumivelmente considerada como
decorrente da ingestdo de plantas que provocam doenca
de deposito lisossomal, visto que as lesdes ndo se confun-
dem com as vacuoliza¢des presentes na hepatopatia por
lipidose (McGavin & Zachary 2009). A técnica de bidpsia
hepatica pode ainda ser aplicada ao diagndstico da doen-
¢a em ruminantes que pastejam em areas onde ndo se tem
conhecimento da existéncia de plantas que contém swain-
sonina. Porém, para confirmagio sobre o tipo de residuo
de oligossacarideo depositado é necessaria a utilizacdo da
técnica de histoquimica de lectinas (Mendonga et al. 2012).
Em casos de suspeita de a-manosidoses as lectinas Con-A
e WGA podem ser utilizadas com seguranca, pois os resul-
tados desse experimento comprovaram que essas lectinas
apresentaram maior intensidade de marcacao.

CONCLUSAO
Conclui-se que a biépsia hepatica é eficiente para diagnos-
ticar a doenca de depdsito lisossomal entre 7 e 20 dias an-
tes do aparecimento dos primeiros sinais clinicos em capri-
nos intoxicados por Ipomoea marcellia.
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