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RESUMO

Informacdes sobre intoxicacdes por plantas em ruminantes e equinos no Estado de Roraima sdo
escassas. Portanto, descreve-se surtos de intoxica¢do por plantas em bovinos e equinos no
Estado de Roraima. Este trabalho é composto por trés capitulos formatados com base nas
normas da revista. No primeiro capitulo, publicado na revista TOXICON (v.60, n.3, p.324-328,
2012), relata-se a intoxicagdo por Indigofera lespedezioides. Os sinais clinicos observados em
um cavalo afetado espontaneamente e outro induzido experimentalmente, foram anorexia,
sonoléncia, incoordenacdo, ataxia severa, fraqueza, tropecos e perda de peso progressiva. As
lesdes histolégicas foram lipofuscinose neuronal no cérebro, cerebelo e medula espinhal e
Degeneracdo Walleriana em alguns tratos do mesencéfalo. Na microscopia eletronica,
observou-se degeneracdo e lipofuscinose neuronal e axonal. Os compostos téxicos encontrados
foram indospicina e toxinas nitro. O segundo capitulo, publicado na revista TOXICON (v.82,
p.93-96, 2014), descreve a intoxicac¢ao espontanea por Solanum subinerme Jack como causa de
degeneracdo cerebelar cortical em bovinos no estado de Roraima. Os sinais clinicos foram
crises epileptiformes periddicas com perda de equilibrio, quedas e recuperacdo. As lesdes
histolégicas foram vacuolizacao fina do pericério dos neurdnios de Purkinje, desaparecimento
dessas células e substituicao por células da glia de Bergman. O terceiro capitulo, publicado na
revista TOXICON (v.115, p.22-27, 2016), relata um estudo a respeito da classificacdo e suposta
toxicidade da Fridericia japurensis (Arrabidaea japurensis) no Brasil. O objetivo desta
pesquisa foi determinar se F. japurensis contém monofluoracetato (MFA) e investigar a causa
de morte subita em locais do Estado de Roraima, onde essa planta foi suspeita de causar morte
subita, avaliando os sinais clinicos e as lesdes histoldgicas em coelhos testados. Amostras de
herbério de Tanaecium bilabiatum e F. japurensis e coletas a campo das dreas onde ocorreram
mortes subitas foram avaliadas para a presenca de MFA. T. bilabiatum foi positiva para MFA,
como j4 havia sido descrita anteriormente, enquanto que F. japurensis foi negativa. Amostras
a campo de T. bilabiatum, identificadas erroneamente como F. japurensis, causaram morte
subita em coelhos e foram positivas para MFA. Apés revisdao taxondmica de F. japurensis,
descrita anteriormente como a causa de morte subita em bovinos em Roraima, verificou-se que
esta foi identificada de forma incorreta, sendo que a identificacdo botanica correta para esta

planta é T. bilabiatum. Este trabalho corrige a literatura relatada anteriormente.

Palavras-chave: Intoxicacdo por plantas, Indigofera lespedezioides, Solanum subinerme,

Tanaecium bilabiatum, bovinos, equinos, Estado de Roraima.



ABSTRACT

Information on plant poisonings in ruminants and horses in state of Roraima are scarce.
Wherefore describes outbreaks of poisoning by plants in cattle and horses in state of Roraima.
This work consists of three chapters formatted based on the journal's standards. The first
chapter, published in journal TOXICON (v.60, n.3, p.324-328, 2012), it reports the poisoning
by Indigofera lespedezioides in horses. The clinical signs observed in a horse affected
spontaneously and another induced experimentally, were anorexia, sleepiness, incoordination,
severe ataxia, weakness, stumbling, and progressive weight loss. Histological lesions were
neuronal lipofuscinosis observed in the brain, cerebellum, and spinal cord and Wallerian-type
degeneration on some mesencephalic tracts. The toxic compound found was indospicine and
nitro toxins. The second chapter, published in journal TOXICON (v.82, p.93-96, 2014),
describe the spontaneous poisoning by Solanum subinerme Jack as a cause of cerebellar cortical
degeneration in cattle in state of Roraima. Clinical signs were periodic epileptiform crises loss
of balance, falls and recovery. The histological lesions consisted of slim vacuolation of the
perikaryon of the Purkinje neurons, followed by the loss of these cells and their substitution by
Bergman glia. The third chapter, published in journal TOXICON (v.115, p.22-27, 2016),
reports a study in regard to the classification and putative toxicity of Fridericia japurensis
(Arrabidaea japurensis) in Brazil. The objective of this research was to determine if F.
Japurensis contains monofluoracetate (MFA) and causes sudden death by investigating several
sites in the state of Roraima where this plant was suspected of causing sudden death, evaluating
the clinical signs and histologic lesions in rabbits dosed. Herbarium specimens of F. japurensis
and Tanaecium bilabiatum and field collections of the areas where there were sudden deaths
were evaluated for the presence of MFA. T. bilabiatum was positive for MFA, as already
described above, while the F. japurensis was negative. Field collections have caused sudden
death in rabbits and were positive for MFA. Upon review taxonomic F. japurensis, previously
described as the cause of sudden death in Roraima, it was found that it was incorrectly
identified. The correct botanical name for this plant is 7. bilabiatum. Thus, this paper corrects

the previously reported literature.

Keywords: Poisoning plants, Indigofera lespedezioides, Solanum subinerme, Tanaecium

bilabiatum, cattle, horses, state of Roraima.
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INTRODUCAO

As intoxicagdes por plantas causam grandes perdas econdmicas a pecudria no Brasil,
devido a grande extensdo territorial, onde na maioria dos estabelecimentos os animais de
producdo sdao criados em pastagens nativas ou cultivadas, em sistema extensivo ou
semiextensivo (RIET-CORREA e MEDEIROS, 2001, TOKARNIA et al., 2012, PESSOA et
al., 2013). E muito importante destacar o fato de que as intoxicacdes por plantas devem ser
estudadas como um problema regional, ja que a ocorréncia das intoxicagdes depende de vérios
fatores de importancia varidvel para cada regido, entre eles, os fatores epidemioldgicos, como,
difusdo da planta, grau de desenvolvimento da agricultura e pecudria, condi¢des climéticas, solo
e manejo de pastagens, técnicas de preparacdo do solo, semeaduras e fertilizagdes (RIET-
CORREA et al., 1993). Na regido Norte, o estudo das plantas toxicas iniciou-se com 0s
trabalhos de Tokarnia e colaboradores, publicados em um livro de 1979 e reeditado
posteriormente (TOKARNIA et al., 2007). Especificamente no estado de Roraima, as pesquisas
sobre intoxicagdes por plantas sdo do inicio da década de 1980, em bovinos, com a intoxicagao
espontanea por Fridericia japurensis (=Arrabidaea japurensis) e experimental por Coutoubea
ramosa (TOKARNIA e DOBEREINER, 1981a; TOKARNIA e DOBEREINER, 1981b).

As estimativas dos prejuizos, em consequéncia de mortes em bovinos por intoxicacdes
por plantas no Brasil, sdo elevadas. Contudo, no estado de Roraima, essas perdas nao sdao
estimadas. Acredita-se que a falta de laboratérios de diagndstico na regido dificultem a
identificacdo das causas de mortes em ruminantes € equinos, em especial as intoxicagdes por
plantas. Além disso, com a expansdo da pecudria para a regido sul do Estado e a formacdo de
novas pastagens em dreas de floresta, pode haver casos de intoxicagdes por plantas ainda nao
conhecidas na regido.

Diante da escassez de informagdes sobre a intoxicac@o por plantas em ruminantes e
equinos no estado de Roraima, surgiu a necessidade de estudar o assunto. Esta tese teve o
objetivo de descrever casos de intoxicacdo espontinea por Indigofera lespedezioides em
equinos e intoxicacdo espontanea por Solanum subinerme em bovinos e estudos a respeito da
classificagdo e identificacao do principio toxico da Fridericia japurensis, planta relatada como
toxica por Tokarnia e Dobereiner (1981a). Assim a tese estd dividida em trés artigos formatados
de acordo com o que estabelece a NORMA N° 01/2013 de 09 de julho de 2013 do Programa de
P6s-Graduacdo em Medicina Veterindria da UFCG, Campus de Patos-PB (anexo 1), sendo que
a formatacdo segue as normas da revista. O primeiro capitulo intitulado Intoxicacdo por

Indigofera lespedezioides em cavalos foi publicado pela revista Toxicon e descreve a
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intoxicacdo espontanea e experimental em equinos. O segundo capitulo, denominado
Intoxicacdo espontinea por Solanum subinerme Jack como causa de degeneracio
cerebelar cortical em bovinos foi publicado pela revista Toxicon. O terceiro capitulo foi
realizado com a planta F. japurensis (=A. japurensis), anteriormente relatada como causa de
morte subita no estado de Roraima, por Tokarnia e Dobereiner (1981a) e teve como objetivo
determinar o principio toxico e realizar experimentos em coelhos com a planta coletada em
fazendas onde ocorreram surtos. Assim o trabalho foi intitulado Estudos a respeito da
classificacio e suposta toxicidade de Fridericia japurensis (Arrabidaea japurensis) no

Brasil e foi publicado pela revista Toxicon.
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Resumo

A intoxicacgdo por Indigofera lespedezioides é relatada em cavalos no estado de Roraima, Norte
do Brasil. Os principais sinais clinicos foram anorexia, sonoléncia, andar incoordenado, ataxia
severa, fraqueza, tropecos e perda de peso progressiva. Para a reprodugdo experimental da
doenca, foi introduzido um cavalo da raca Lavradeiro, de 7 anos de idade, num piquete invadido
pela planta. Os primeiros sinais neuroldgicos foram observados 44 dias ap6s o inicio do pastejo,
com a realizagdo da eutandsia no 59° dia, do inicio da ingestdo da planta. Nao foram observadas
lesdes macroscopicas significativas na necropsia dos cavalos intoxicados de forma espontinea
e experimental. Ao exame histoldgico foi observado lipofuscinose neuronal no cérebro,
cerebelo e medula espinhal. Degeneracdo Walleriana foi observada em alguns tratos
mesencefalicos. Na microscopia eletronica foram observadas degeneracdo e lipofuscinose
neuronal e axonal. Indospicina foi detectada em quatro amostras de I. lespedezioides com
concentracdes que variaram de 63-1178 mg/g, enquanto que as toxinas nitro foram encontradas
em apenas uma das amostras, a uma concentracdo de 2,5 mg/g. Em suma, a intoxicacao por /.

lespedezioides € muito semelhante a intoxicacdo por Indigofera linnaei e Indigofera

'Autor para correspondéncia: Franklin Riet-Correa. Hospital Veterindrio, CSTR, Universidade Federal de Campina
Grande, Avenida Universitdria, S/N, Bairro Santa Cecilia, Patos-PB, 58708-110. e-mail: franklin.riet@ pq.cnpq.br



17

hendecaphylla. Com base na quantidade de indospicina e nivel reduzido de toxinas nitro nas

amostras, € proposto que indospicina seja o composto téxico responsavel pela intoxicacao.

Palavras-chave: Cavalos, Indigofera, Indospicina, lipofuscinose, degeneracao neuronal, plantas

toxicas.

Abstract

Poisoning by Indigofera lespedezioides is reported in horses in the state of Roraima, northern
Brazil. The main clinical signs are anorexia, sleepiness, unsteady gait, severe ataxia, weakness,
stumbling, and progressive weight loss. To induce the disease experimentally, a 7-year-old
horse was introduced in a small paddock invaded by the plant. The first nervous signs were
observed 44 days from the start of grazing. The animal was euthanized on day 59. No significant
gross lesions were observed upon necropsies of the experimental horse as well as one
spontaneously affected horse. Upon histologic examination neuronal lipofuscinosis was
observed in the brain, cerebellum, and spinal cord. Wallerian-type degeneration was observed
on some mesencephalic tracts. Neuronal and axonal degeneration and lipofuscinosis were
observed on electron microscopy examination. Indospicine was detected in four samples of 1.
lespedezioides with concentrations ranging from 63 to 1178 mg/g whereas nitro toxins could
be detected in only one of the samples at a concentration of 2.5 mg/g. In conclusion, poisoning
by I lespedezioides is very similar to those poisonings by Indigofera linnaei and Indigofera
hendecaphylla. Based on the preponderance of indospicine and lack of nitro toxins in the

samples it is proposed that indospicine is the toxic compound responsible for the poisoning.

Keywords: Horses, Indigofera, Indospicine, Lipofuscinosis, Neuronal degeneration, Toxic

plants.

O género Indigofera da familia Fabaceae contém cerca de 700 espécies diferentes
(Aylward et al., 1987). Indigofera linnaei (= Indigofera dominii, Indigofera enneaphylla) na
Austrélia (Bell e Hall, 1952; Hooper et al., 1971; Carroll e Swain, 1983) e Indigofera spicata
na Florida (Morton, 1989) foram relatadas como causa de sinais neurolégicos em cavalos. Na
Flérida, I. spicata, hoje considerada uma identifica¢do incorreta da planta, que foi recentemente
reconhecida como [Indigofera hendecaphylla (Wilson e Rowe, 2008), contém indospicina
(Hegarty e Pound, 1968, 1970). Nao ha referéncias sobre a substancia indospicina em /. linnaei,

mas Hooper et al. (1971) citam uma comunicacdo pessoal de Hegarty e Bolton que eles
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detectaram indospicina nesta planta. Hegarty et al. (1988) relataram que os cavalos alimentados
com /. linnaei apresentavam indospicina acumulada no seu musculo. Nao tem sido plenamente
demonstrado que a indospicina seja responsavel pelos sinais clinicos em cavalos; acredita-se
que uma toxina nitro, seja a causa da doenca (Majak et al., 1992). A indospicina é hepatotdxica
para cdes e causou intoxicacao secunddria em cdes que ingeriram carne de cavalo (Hegarty et
al., 1988; Kelly et al., 1992) e camelos intoxicados por 1. linnaei (FitzGerald et al, 2011).

No Brasil Indigofera lespedezioides tem sido associada com uma doenca neuroldgica
em cavalos no estado de Roraima (Braga, 1998) e também ¢ encontrada em &reas imidas do
Mato Grosso, onde € suspeita de ser toxica para bovinos (Pott e Pott, 1994) e peixes (Braga,
1998).

O objetivo deste trabalho € relatar a intoxicagdo por I. lespedezioides (= Indigofera
pascuori) (Fig. 1A e B) em cavalos no estado de Roraima, Norte do Brasil, e determinar as
concentracdes dos principios toxicos indospicina e toxinas nitro na planta. Os dados sobre a
ocorréncia da doenca foram coletados em fevereiro de 2010, durante visitas as fazendas na
regido afetada e em entrevistas com médicos veterinarios e produtores na cidade de Boa Vista.
A doenca ocorre na regido Norte do Estado de Roraima, em pelo menos cinco municipios
(Amajari, Alto Alegre, Normandia, Cantd e Bonfim) e tem sido reconhecida pelos fazendeiros
ha mais de 20 anos. A planta € encontrada na vegetacdo nativa (cerrado), conhecida como
lavrado, principalmente nas dreas limitrofes da floresta. A quantidade de I. lespedezioides foi
significativamente reduzida apds a introdugcdo de pastagens cultivadas, principalmente a
Brachiaria spp. e a doencga deixou de ocorrer nas areas de pastejo. Nesta regido do estado de
Roraima, o clima é tropical, com chuvas anuais de 1100-1400 mm. A estacdo das chuvas, com
precipitacdes mensais de 150-300 mm ocorre a partir de abril/maio-agosto/setembro. Durante
a estacdo seca, as precipitacdes mensais sao de aproximadamente 50 mm (Barbosa, 1997). A
maioria dos casos de intoxicacdo ocorre no final da estacio seca, quando 1. lespedezioides é
quase a Unica vegetacdo disponivel. Geralmente até 10% dos cavalos podem ser afetados, mas
um agricultor relatou a mortalidade de 100% em um rebanho de 30 cavalos. Bovinos e ovinos
alimentados com a planta ndo sio afetados.

Os principais sinais clinicos foram reducdo do apetite, sonoléncia, andar incoordenado,
ataxia severa (Fig. 1C e D), fraqueza, tropecos, e perda de peso progressiva. Alteracdes da
marcha sdo mais acentuadas nos membros posteriores arrastando as pingas e causando desgaste
excessivo dos cascos. Também foram observados lacrimejamento e cegueira. Alguns
fazendeiros tém relatado opacidade da cornea em cavalos afetados. Cavalos de todas as idades

sao afetados. Se os animais sao estimulados ou for¢ados a mover-se, 0s sinais neurol6gicos
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aumentam e os animais podem cair. O aborto é comumente observado em éguas. A morte ocorre
entre 2-4 meses apds a observacdo dos primeiros sinais clinicos. Se o consumo da planta é

interrompido, alguns animais podem se recuperar.

Fig. 1. A) Indigofera lespedezioides. B) I. lespedezioides em floracdao. C e D) Cavalo

intoxicado espontaneamente por 1. lespedezioides apresentando déficit proprioceptivo.

Para induzir a doenca experimentalmente, um cavalo de 7 anos de idade, da raca
Lavradeiro foi introduzido em um piquete invadido pela planta. As primeiras manifestacoes
clinicas foram observadas 44 dias apds o inicio do pastejo. Os sinais clinicos foram perda de
peso, fraqueza, ataxia, membros posteriores arrastando as pincas e sonoléncia. O animal foi
eutanasiado no 59° dia do inicio do experimento.

Um cavalo de 10 anos de idade, afetado espontaneamente e o animal intoxicado
experimentalmente, foram necropsiados. Nao foram observadas lesdes macroscopicas
significativas. Fragmentos de figado, rim, bago, cora¢do, linfonodos mesentéricos, pulmao,

tireoide, intestino grosso e delgado e todo o encéfalo e medula espinhal foram coletados e
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fixados em formalina tamponada a 10%. Apds a fixacdo, cortes seriados de 1 cm de espessura
foram feitos a partir do encéfalo e mantidos em formalina para observacdes de lesdes
macroscopicas. Foram examinados histologicamente, se¢des transversais, feitas a partir da
medula espinhal cervical, tordcica e lombar, medula oblonga, ponte, coliculo rostral, tdlamo,
capsula interna, cortex, pedinculos cerebelares e cerebelo. Foram também estudados cortes
longitudinais da medula espinhal. Todos os tecidos foram embebidos em parafina, seccionados
em 4-6 mm, e corados com hematoxilina e eosina e acido periddico-Schiff (PAS) para cerdide-
lipofuscina. Os cortes selecionados do sistema nervoso central (SNC), também foram coradas
com Luxol fast blue para a mielina.

Dentro de 5-10 min apds a eutandsia, pequenos fragmentos do cérebro, tronco
encefélico, cerebelo e medula espinhal do animal intoxicado experimentalmente foram fixados
em glutaraldeido a 2%, com 2% de paraformaldeido tamponado com cacodilato 0,4 M (pH 7,4).
Os blocos foram pés-fixados em tetréxido de 6smio tamponado a 1% com cacodilato de sédio
0,4 M (pH 7,4), e embebidos em resina Epon 812. Se¢des semifinas foram coradas com azul de
metileno. Cortes ultrafinos foram corados com citrato de chumbo e acetato de uranila e
examinados com microscopio eletronico ME 10 Zeiss a 60 kV.

No exame histopatolégico do SNC de ambos os cavalos, foram observados esferoides
axonais, ocasionalmente com presenca de residuos axonais e macréfagos (camaras de digestao),
sugestivos de degeneracdo Walleriana em alguns tratos mesencefélicos (Fig. 2). Os neurdnios
do cérebro, tronco encefdlico, cerebelo e medula espinhal apresentaram um pigmento PAS
positivo com as caracteristicas de lipofuscina. Nao foram observadas lesdes em outros 6rgaos
examinados.

No exame ultraestrutural do cérebro, tronco encefélico, cerebelo e medula espinhal,
verificaram-se diferentes graus de degeneracdo axonal, caracterizados por axonios dilatados.
Também foram observados degeneracdo e desaparecimento de organelas, neurotubulos e
neurofilamentos. Em alguns casos, o axoplasma estava preenchido por um material floculento
(Fig. 3A). Ao mesmo tempo foi observada uma consideravel diminuicdo e despropor¢do no
nimero de lamelas de mielina entre o didmetro do axdnio e o nimero de lamelas da mielina
(Fig. 3A). No pericdrio de varios neurdnios, as mitocOndrias estavam dilatadas com
desorganizacdo, ruptura e desaparecimento das cristas, além de degranulacdo do reticulo
endoplasmadtico rugoso (Fig. 3B) e granulos de lipofuscina, com aparéncia lipoide e variacao
membranosa e granular (Fig. 3B e C). Também foi observado lipofuscina em astrdcitos

edemaciados, pericitos e células endoteliais (Fig. 3D).
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Fig. 2. Tronco encefélico. Corte histoldgico de telencéfalo de cavalo

intoxicado por Indigofera lespedezioides, mostrando numerosos
esferoides axonais, alguns com resquicios de axdnios (seta preta) ou
macréfagos (camaras de digestdo, seta branca) no fasciculo

longitudinal medial. 200x. H&E.

Os sinais clinicos, da doenga neuroldgica observados em cavalos em Roraima, Brasil,
sao semelhantes aos relatados na doenca de Birdsville causada por I. linnaei na Austrilia
(Carroll e Swain, 1983) e na intoxicagdo por I. hendecaphylla nos EUA (Morton, 1989). Esta
similaridade e a reproducdo da doenca em um cavalo, introduzido num piquete severamente
invadido por I lespedezioides apds 44 dias de pastoreio, confirma que esta planta foi a
responsavel pela intoxicagao.

Lesdes macroscOpicas, histolégicas e ultraestruturais ndo tem sido previamente
relatadas em cavalos intoxicados por 1. linnaei e I. hendecaphylla. Na intoxica¢do por I.
lespedezioides, a microscopia eletronica demonstrou degeneracdo neuronal e axonal. A
degeneracdo do tipo Walleriana, observada em microscépio de luz (Fig. 2), representa a
degeneracao axonal observada em microscopia eletronica. Lipofuscina em diferentes regides
do SNC, foi observada em microscopia de luz e microscopia eletronica. Lipofuscinose-ceroide
tem sido relatada como uma doenga do armazenamento lisossomal hereditdria em diferentes
espécies animais que se acumula nos lisossomos de neurdnios e outras células, com o passar do
tempo, sendo normalmente observada em animais velhos sauddveis (Myers et al., 2012). A

lipofuscinose foi também encontrada em células de Purkinje de cavalos com a doenca de
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Gomen (Hartley et al., 1982). Na intoxicacgdo por I. lespedezioides a acumulagdo de lipofuscina
no SNC, provavelmente ocorre como consequéncia de uma lesdo celular cronica. A presenca
de lipofuscina e degeneracdo axonal em neurOnios, astrécitos e pericitos, também foram
observadas em ovinos intoxicados com a planta Halimium brasiliensis (Riet-Correa et al.,

2009).

Fig. 3. Microscopia Eletronica do sistema nervoso do cavalo intoxicado experimentalmente por
Indigofera lespedezioides. A) Cortex frontal. Observa-se um axonio marcadamente dilatado
com axoplasma flocular, auséncia de organelas, elementos do citoesqueleto e axolema (Barra
=1 um). Detalhe: Ampliacdo da folha de mielina mostrando apenas duas lamelas e auséncia do
axolema (Barra = 100 nm). B) Cerebelo. Célula de Purkinje. Sdo observadas mitocondrias
edemaciadas com desorganizacdo, ruptura e lise das cristas (seta preta). Granulos eletrodensos
de lipofuscina estdo presentes no pericdrio (setas brancas). Degranulacdo € observada no
reticulo endoplasmaético rugoso (Barra = 2 um). C) Medula espinhal cervical. Observa-se um
neurdnio apresentando edema mitocondrial e danos nas cristas (seta). Numerosos granulos de
lipofuscina sdo observados no pericario. D) Tdlamo. Granulos de lipofuscina sdo observados
no citoplasma das células endoteliais dos capilares e pericitos (seta preta na célula endotelial e

seta branca em pericitos) (Barra = 2 um).
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Uma amostra de I. lespedezioides coletada no municipio de Bonfim, em 2008, duas
amostras coletadas em Bonfim e Amajari (Estado de Roraima, Brasil) em 2010 e uma amostra
coletada em Manaus (Estado do Amazonas, Brasil) em 2010 foram analisadas para
identificacdo de indospicina e toxinas nitro (tipicamente glicosideos de 3-nitropropanol e 4cido
3-nitropropidnico). A amostra de Manaus foi analisada a partir de plantas coletadas,
anteriormente em Roraima e introduzidas um ano antes, em um lugar onde ndo ocorreu a doenga
neurolégica. As amostras foram analisadas para indospicina por cromatografia liquida com
espectrometria de massa em-tandem (LC-MS/MS), como descrito por Gardner e Riet-Correa
(2012). Toxinas nitro foram analisadas por ambos os métodos de espectroscopia em
infravermelho transformada de Fourier (IV-TF) (Schoch et al, 1998) e métodos
espectrofotométricos (Matsumoto et al, 1961; Williams, 1981; Majak et al, 1992).

A andlise quimica mostrou a presenca de indospicina em todas as amostras de I.
lespedezioides analisadas (Tabela 1). A concentragdo variou de 63 mg/g até 1.178 mg/g. Em
uma andlise prévia de . lespedezioides, Aylward et al. (1987) relataram uma concentracdo de
indospicina de 0,02% (200 mg/g). Toxinas nitro foram detectadas apenas na amostra coletada
em Amajari. O espectro de IV-TF revelou um sinal fraco a 1.556 cm™! indicativo de 4dcido 3-
nitropropionico. Verificou-se a presenca de toxinas nitro na utilizacdo de um ensaio
colorimétrico (Williams, 1981) em que se observou uma solucdo ligeiramente rosa, mas a
concentracao era inferior ao nivel de quantificagdo. Para confirmar a presenca de toxinas nitro
as amostras foram analisadas usando um terceiro método descrito por Matsumoto et al. (1961).
Apenas na amostra de Amajari foi encontrado um nivel detectdvel de toxina nitro, contendo
uma concentracao de 2,5 mg/g, assim como, o equivalente ao dcido 3-nitropropidnico (3-ANP).
Majak et al. (1992) relataram uma concentragdo ligeiramente inferior a 1,5 mg/g de 3-ANN,
numa amostra de I. linnaei.

1. linnaei e I. hendecaphylla também contém indospicina, mas ndo foi demonstrado que
essa toxina, seja responsavel pela sindrome clinica. Na Austrdlia, a doenca em cavalos foi
tratada e prevenida com arginina ou substancias contendo arginina (Hooper et al., 1971), e tem
sido sugerido que a indospicina possa interferir competitivamente com a incorporagdo de
arginina em proteinas, devido a inibi¢do da atividade da arginase e sintese do 6xido nitrico
(Madsen e Hegarty, 1970; Pass et al., 1996). A presenca de indospicina nas trés espécies de
Indigofera, causando sinais neuroldgicos em cavalos, sugere que este aminodcido € o
responsavel pelos sinais clinicos da doenga, como sugerido anteriormente (Hegarty e Pound,
1968; Hooper et al., 1971). Contudo, a doenga ndo foi reproduzida testando indospicina em

experimentos animais. A toxina nitro também foi suspeita, como uma das causas da doenga
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(Majak et al., 1992), e condi¢des semelhantes foram observadas em outros animais, ingerindo
plantas contendo toxinas nitro (Shenk et al.,1976; James et al., 1981), em gambds e ratos
dosados com 4cido 3-nitropropionico (Hamilton e Gould, 1987; Gregory et al., 2000), e em
seres humanos intoxicados com cana de actiicar mofada, que é considerada uma toxicose de
acido 3-nitropropidnico (Liu et al., 1970; Hu, 1992). No entanto, neste trabalho, encontraram-
se toxinas nitro em nivel ndo detectdvel ou inferior, em comparag¢do com toxinas nitro de plantas
toxicas conhecidas, como algumas espécies de Astragalus, onde se questiona se estes niveis

seriam toxicos, como sugerido anteriormente e relatados por Williams (1981).

Tabela 1

Niveis de indospicina e toxinas nitro em amostras de Indigofera lespedezioides.

Amostra Indospicina (pg/g) Toxina nitro (mg/g)?
Bonfim (2010) 263 n.d.
Manaus (2010) 63 n.d.
Amajari (2010) 1178 2,5
Bonfim (2008) 488 n.d.

“Medidas equivalentes de dcido 3-nitropropidnico.

Em suma, a I. lespedezioides causa sinais neuroldgicos e mortes em cavalos no estado
de Roraima, Brasil. O aminoécido t6xico, indospicina, foi detectado em todas as amostras,
assim como uma baixa concentracdo de toxina nitro em uma amostra, sendo que, o composto
téxico responsdvel pela intoxicagdo € proposto ser a indospicina. No entanto, a presenca de
toxinas nitro poderia agravar os problemas toxicoldgicos encontrados com animais pastando /.

lespedezioides.
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Resumo

O presente trabalho relata a degeneracdo cerebelar em bovinos causada pela ingestdo de
Solanum subinerme Jack no norte do Brasil. Os principais sinais clinicos foram crises
epileptiformes periddicas, com perda de equilibrio, quedas, opistétono e nistagmo. As lesdes
histolégicas consistiram de vacuolizacdo fina e difusa do pericdrio dos neuronios de Purkinje,
seguida pela perda dessas células e a sua substituicao por células da glia de Bergman. Concluiu-
se que S. subinerme Jack € outra espécie de Solanum que provoca degeneragdo cerebelar em

bovinos.

Palavras-chave: doencas de bovinos, sistema nervoso, degeneracdo neuronal, Solanum

subinerme, plantas toxicas.

Abstract

The present work reports cerebellar degeneration in cattle associated with the ingestion of
Solanum subinerme Jack in northern Brazil. The main clinical signs were periodic crises
epileptiform with loss of balance, falls, opisthotonus, and nystagmus. The histological lesions
consisted of diffuse and slim vacuolation of the perikaryon of the Purkinje neurons, followed
by the loss of these cells and their substitution by Bergman glia. It is concluded that S.

subinerme Jack is another species of Solanum that causes cerebellar degeneration in cattle.

" Autor para correspondéncia: Tel.: +55 83 34239734, fax: +55 83 34239537. e-mail: franklin.riet@ pq.cnpq.br,
rmtmed @uol.com.br (F. Riet-Correa).
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O género Solanum da familia Solanaceae contém vérias espécies que afetam bovinos
causando alteracOes degenerativas das células de Purkinje, incluindo Solanum kwebense na
Africa do Sul (Pienaar et al., 1976, van der Lugt et al., 2010), Solanum dimidiatum nos Estados
Unidos (Menzies et al., 1979) e Solanum bonariense L. (= Solanum fastigiatum Willd) no
Uruguai (Verdes et al., 2006) e Argentina (Odriozola et al., 2012). A intoxicagdo também, foi
descrita em caprinos por Solanum cinereum, na Australia (Bourke, 1997) e Solanum viarium
nos Estados Unidos (Porter et al., 2003). No Brasil foi relatada a intoxicagdo em bovinos por
Solanum fastigiatum (Riet-Correa et al., 1983, Rech et al., 2006) e Solanum paniculatum em
Pernambuco (Guarana et al., 2011).

A doenca em bovinos € caracterizada clinicamente por crises epileptiformes periddicas,
com quedas, sem perda da consciéncia, com duracdo de até um minuto e consequente
recuperacgdo (Pienaar et al., 1976; Riet-Correa et al., 1983; Verdes et al., 2006; Guarana et al.,
2011). Alguns animais podem apresentar sinais neurologicos permanentes de origem cerebelar
(Verdes et al., 2006; Guarana et al., 2011). As lesdes induzidas por Solanum spp., sdo vistas
apenas na microscopia, sendo caracterizadas por tumefacdo e vacuolizagdo fina no pericério e
perda dos granulos de Nissl dos neurénios de Purkinje, com o posterior desaparecimento e
substitui¢do por c€lulas da glia de Bergman (Pienaar et al., 1976; Riet-Correa et al., 1983;
Verdes et al., 2006; Guarana et al., 2011). Em casos experimentais foram evidenciadas essas
mesmas lesdes (Zambrano et al., 1985; Medeiros et al., 2004; Guarana et al., 2009; Rego et al.,
2012). Nos casos avangados em que hd acentuada reducdo do nimero de células de Purkinje,
se verifica diminuic¢io da espessura da camada molecular do cerebelo e consequente atrofia do
orgao (Rech et al., 2006).

A Solanum subinerme (Fig. 1), encontrada no estado de Roraima, € conhecida
popularmente como jurubeba na regidao amazonica (Stehmann et al., 2010). A planta localiza-
se em dreas proximas as matas, denominadas ilhas, distribuidas entre a vegetacdo nativa
(savana) conhecida como “lavrados”. Ainda ndo ha relato sobre a intoxicacao por essa planta.
O objetivo deste trabalho € relatar a intoxicacdo por S. subinerme em bovinos no estado de

Roraima, Norte do Brasil.
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Fig.1. Solanum subinerme no municipio de Cantd, Roraima.

Durante visita a uma propriedade no municipio de Cantd, Roraima, Brasil, no més de
fevereiro de 2010, quatro vacas, com mais de 2 anos de idade, apresentaram sinais neurolégicos
cerebelares, com quedas e recuperacdo em um minuto. Os ataques ocorriam esporadicamente,
sempre que as vacas eram excessivamente movimentadas ou quando brigava com outras. Uma
vaca, com seis anos de idade, em lactacdo, foi examinada clinicamente. O animal apresentou
perda de equilibrio e queda com os membros anteriores estendidos, opistétono e nistagmo (Fig.
2), como resultado do head raising test (elevacdo da cabeca do animal por cerca de 60 s e, de
repente, liberd-lo). Na sequéncia do ataque, o animal retornou para a posi¢do de estacdo em
cerca de um minuto, permanecendo, posteriormente, sem sinais clinicos. De acordo com o
proprietdrio, a vaca vinha demonstrando esses sinais, ha aproximadamente um ano. A fazenda
tem uma area de aproximadamente 400 ha, e a S. subinerme comecou a aparecer como uma

erva daninha ap6s o inicio do cultivo de pastagens, principalmente com Brachiaria humidicola,
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ha cerca de 20 anos. A doencga vinha ocorrendo na propriedade nos dltimos 5-10 anos, tendo
acometido 12 animais de um rebanho de aproximadamente 100 bovinos. Quatro, dos animais
afetados anteriormente, foram eutanasiados, e, outros quatro morreram espontaneamente. As
dreas de pastagens apresentavam intensa invasdo por uma planta conhecida como jurubeba, a
qual foi identificada pelo professor Odaci F. de Oliveira, da Universidade Federal do Semidrido
como S. subinerme Jack. Uma amostra da planta autenticada estd depositada no herbario do
Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia (INPA) sob o nimero 99433 Det - M-H-NEE.
Outros agricultores vizinhos mencionaram a ocorréncia da doenga e a presenga de S. subinerme

em suas fazendas.

Fig. 2. Bovino intoxicado por Solanum subinerme apresentando sequéncia da crise

epileptiforme, apds o head raising test (teste de elevacdo da cabeca). A) Quedas e membros
pélvicos estendidos. B) Inicio da recuperagdo — animal em dectbito esternal e opistétono. C)
Animal com dificuldade para se levantar e nistagmo. D) Animal em recuperacio e posterior

posicdo de estacao.
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Nove meses apds o exame clinico, a vaca, foi abatida, apés um periodo de manifestacao
clinica de aproximadamente 21 meses. No momento da eutandsia, o animal apresentou boa
condi¢do corporal. Apds a eutandsia, o encéfalo foi coletado e fixado em formol tamponado a
10%. Secdes do cortex frontal, parietal, temporal e occipital, corpo estriado, tdlamo, coliculo
rostral, pedinculos cerebelares, cerebelo, ponte e 6bex foram cortados a 4-5 um e coradas pela
hematoxilina e eosina.

As lesdes histoldgicas consistiam de vacuolizacdo fina acentuada e difusa do pericario
de neur6nios de Purkinje (Fig. 3), levando ao deslocamento do nicleo para a periferia. Alguns
nicleos das células de Purkinje estavam picnéticos. Em algumas folhas, houve uma acentuada
perda de células de Purkinje, que foram substituidas por células da glia de Bergman. Em
algumas dreas, a camada granular mostrou rarefagdo neuronal e a presenca de raros esferoides

axonais.

Fig. 3. Cerebelo bovino. Severa vacuolizagao fina e marginalizacdo nuclear sdo observadas nos

neurdnios de Purkinje. Barra = 100 um. Detalhe: Neur6nio de Purkinje com vacuolizacdo fina

e nucleo deslocado. 400x. H&E.
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A ocorréncia de crises epileptiformes periddicas de origem cerebelar, em bovinos
maiores de dois anos e as lesdes degenerativas dos neurdnios de Purkinje sdo caracteristicas das
intoxicagdes por diversas espécies de Solanum (Pienaar et al., 1976; Menzies et al., 1979; Riet-
Correa et al., 1983; Bourke, 1997; Porter et al., 2003; Verdes et al., 2006; van der Lugt et al.,
2010; Guarana et al., 2011; Odriozola et al., 2012). Na doenca descrita neste trabalho, além das
caracteristicas clinicas e patoldgicas mencionadas anteriormente, foi observada grande
quantidade de S. subinerme no local onde ocorriam os casos, comprovando que esta planta
causa, também, degeneracdo cerebelar. O composto téxico de Solanum spp. responsavel pelas
alteracdes do cerebelo é desconhecido, mas tem sido proposto que estas plantas induzam uma
doenca do armazenamento lisossomal, provavelmente uma gangliosidose adquirida ou uma
neurolipidose (Riet-Correa et al., 1983), ou que existe uma interagdo fisico-quimica entre o
principio ativo da planta e lipideos normais dentro de neur6nios com a formagdo de complexos
que seriam menos susceptiveis a degradacdo enzimadtica do que os lipideos normais (Barros et
al., 1987).

Sao limitadas as informagdes sobre a ocorréncia de doengas do sistema nervoso central
em bovinos no estado de Roraima, Brasil. No Brasil, a vacuoliza¢do das células de Purkinje
tem sido relatada em bovinos intoxicados por plantas contendo suainsonina, como a Ipomoea
carnea em Mato Grosso (Antoniassi et al., 2007) e Sida carpinifolia, no sul do Brasil (Driemeier
et al, 2000; Furlan et al, 2009). No entanto, nesta intoxicac¢do, a vacuoliza¢do afeta outras
células do sistema nervoso central e os sinais clinicos sdo permanentes. Além disso, essas
plantas ndo estavam presentes na fazenda descrita neste estudo.

S. subinerme encontra-se amplamente distribuida em toda a regido Norte, nos estados
de Roraima, Amap4, Pard, Amazonas, Acre e Rondonia. Na regido Nordeste, é encontrada no
estado do Maranhao e na regido Centro-Oeste, nos estados de Goids e Mato Grosso (Stehmann
et al., 2010). Também hd registros de ocorréncia da planta em outros paises da América Latina,
incluindo a Venezuela, Equador, Guiana Francesa, México, Panamd, Peru, Suriname, ilhas do
Caribe, Colombia e Bolivia (Encyclopedia of Life, 2010).

Em suma, a S. subinerme € outra espécie de Solanum que causa a degeneragdo dos
neurdnios de Purkinje com sinais clinicos de comprometimento cerebelar, incluindo crises
epileptiformes periddicas com perda de equilibrio e quedas. A doenca ocorre no estado de

Roraima, Brasil, mas a ampla distribui¢do da planta, sugere sua ocorréncia em outras regides.
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Resumo

Numerosas espécies de plantas no mundo, incluindo a Palicourea marcgravii (Rubiaceae) e
Tanaecium bilabiatum (Bignoniaceae) no Brasil, causam falha cardiaca aguda (morte subita) e
sdo conhecidas por conter monofluoracetato (MFA). Outras espécies de Bignoniaceae,
incluindo Fridericia japurensis (Arrabidaea japurensis), relatada por causar morte sibita em
bovinos no estado de Roraima, Brasil, sdo suspeitas de conter MFA devido a similaridade dos
sinais clinicos. Neste estudo espécimes de herbario de F. japurensis e amostras coletadas a
campo suspeitas de serem F. japurensis foram analisadas para MFA, e a planta coletada a
campo foi testada em coelhos. Nao foi detectado MFA nas amostras de herbério primariamente
identificadas como F. japurensis; contudo, o MFA foi detectado nas coletas a campo, as quais
foram identificadas como T. bilabiatum. Coelhos testados por via oral com 7. bilabiatum,
morreram de forma aguda. Amostras registradas inicialmente descritas como F. japurensis por

Tokarnia e Dobereiner foram identificadas incorretamente, sendo que a identificacdo botanica
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correta para esta planta é T. bilabiatum (Arrabidaea bilabiata). Com base neste estudo, conclui-
se que ndo ha dados que sustentem a toxicidade de F. japurensis e que, a planta previamente
registrada sob esse nome, como causa de insuficiéncia cardiaca aguda em bovinos em Roraima
€ a T. bilabiatum. Esta pesquisa destaca a importancia de amostras serem depositadas com a
identificacdo correta, como parte de qualquer investigacdo de planta téxica e corrige a literatura

sobre estas plantas toxicas.

Palavras-chave: monofluoroacetato, morte subita, Fridericia, plantas toxicas, Bignoniaceae.

Abstract

Numerous plant species worldwide including Palicourea marcgravii (Rubiaceae) and
Tanaecium bilabiatum (Bignoniaceae) in Brazil cause acute cardiac failure (sudden death) and
are known to contain monofluoroacetate (MFA). Other Bignoniaceae species including
Fridericia japurensis (Arrabidaea japurensis) are reported to cause sudden death in livestock
in the Brazilian state of Roraima and are suspected to contain MFA due to the similarity of
clinical signs. In this study, herbarium specimens of F. japurensis and field collections
suspected to be F. japurensis were analyzed for MFA, and plant material from the field
collections was dosed to rabbits. No MFA was detected in the herbarium specimens
authoritatively identified as F. japurensis; however, MFA was detected in the field collections,
which were identified as T. bilabiatum. Rabbits dosed orally with 7. bilabiatum died acutely.
Voucher specimens initially described as F. japurensis by Tokarnia and Dobereiner were
incorrectly identified, and the correct botanical name for this plant is 7. bilabiatum (Arrabidaea
bilabiata). Based on this study we conclude that there are no data to support the toxicity of F.
Jjapurensis and that the plant previously reported under this name as causing acute cardiac
failure in cattle in Roraima is 7. bilabiatum. This research highlights the importance of voucher
specimens as part of any toxic plant investigation and corrects the literature regarding these

toxic plants.

Key words: monofluoroacetate, sudden death, Fridericia, poisonous plants, Bignoniaceae.

1 Introducao
Numerosas espécies de plantas em todo o mundo causam insuficiéncia cardiaca aguda
(sindrome da morte stibita) em bovinos associada ao exercicio (Burrows and Tyrl, 2013; Lee et

al.,, 2014). Essas plantas sdo encontradas principalmente no Sul do Continente Africano,
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Austrédlia e América do Sul e pertencem as familias Bignoniaceae, Dichapetalaceae, Fabaceae,
Malpighiaceae e Rubiaceae. Elas tém afetado negativamente a producido de bovinos nestas
regides, sendo registrada na literatura. Os sinais clinicos associados a sindrome de morte stibita
sao perda de equilibrio, incoordenacdo, dificuldade respiratéria, tremores musculares e
decubito, causando a morte (Tokarnia et al., 1990, 2002, 2012; Vasconcelos et al., 2008; Riet-
Correa et al., 2009). Vérias destas espécies de plantas foram relatadas ou sdo suspeitas de conter
o composto téxico organofluorado monofluoroacetato (MFA; Twigg et al., 1996). Espécies de
Dichapetalum (Dichapetalaceae), nativas da Africa do Sul (Marais, 1944) e vdrias espécies de
Acacia e Gastrolobium (Fabaceae), nativas da Austrdlia (Alpin et al., 1993), contém MFA e
causam morte stbita.

Virios taxons brasileiros sdo relatados por conter MFA e causar morte subita, incluindo
diversas espécies de Palicourea (Rubiaceae) (Oliveira, 1963; Moraes-Moreau et al., 1995; Lee
et al. 2012; Tokarnia et al., 2012; Cook et al., 2014). A Palicourea marcgravii representa a
primeira planta téxica estudada no Brasil, bem como a planta téxica mais importante no pais,
devido a sua toxicidade aguda, boa palatabilidade e ampla distribui¢do geogréfica (Tokarnia et
al., 2012). Além disso, vérias espécies de Amorimia (Malpighiaceae) sdo relatadas por causar
morte subita e conter MFA (Lee et al., 2012; Tokarnia et al., 2012). Por dltimo, trés espécies
de Bignoniaceae, Tanaecium bilabiatum (sindbnimo Arrabidaea bilabiata), Fridericia elegans
(Pseudocalymma elegans) e Fridericia japurensis (Arrabidaea japurensis) sdo registradas
como causa de morte subita (Tokarnia e Dobereiner, 1981a; Helayel et al., 2009, Tokarnia et
al., 2012). Dessas trés espécies de Bignoniaceae, apenas a 7. bilabiatum foi relatada por conter
MFA (Krebs et al., 1994).

Ddobereiner e Tokarnia descreveram a toxicidade de Arrabidaea japurensis na década de
1980 (Tokarnia e Ddobereiner, 1981a; Dobereiner e Tokarnia, 1983), e, posteriormente, nao
foram relatadas novas investigacdes sobre esta planta toxica. Depois desses relatos, a familia
Bignoniaceae passou por uma revisdo taxondmica (Lohmann e Taylor, 2014), sendo que essa
espécie € agora reconhecida como F. japurensis. Os relatos de Tokarnia e Dobereiner eram das
areas de cerrado, nas regides do Centro e Norte do estado de Roraima, Brasil, que representa a
regido primdria de producao de gado na época. Desde entdo, a produ¢do de bovinos em Roraima
estendeu-se a outras regioes do Sul do estado, onde a vegetacdo predominante é de florestas
(IBGE, 2005). Hoje, as perdas de bovinos, devido as intoxicagdes, continuam a ser relatadas
em todas essas regides. No entanto, os proprietdrios atribuem as mortes subitas em bovinos, no
Estado de Roraima, a uma planta denominada Coutoubea ramosa, conhecida popularmente por

“tingui” ou “cafezinho”. Esta planta foi administrada experimentalmente a bovinos por
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Tokarnia e Dobereiner (1981b) observando-se um quadro clinico caracterizado por distirbios
digestivos agudos.

F. japurensis € suspeita de conter MFA, devido a semelhanca dos sinais clinicos
observados na intoxicac¢do por outras plantas que causam morte sibita em bovinos. No entanto,
a presenca de MFA nao foi verificada nesta espécie. O objetivo desta pesquisa foi determinar
se F. japurensis contém MFA e investigar a causa de morte stibita em bovinos em varios locais
do estado de Roraima, onde se suspeita que F. japurensis cause morte subita. Especificamente
as seguintes questdes foram abordadas: (1) os espécimes de herbdrio e coletas a campo de F.
Jjapurensis contém MFA, e (2) quais sdo os sinais clinicos e as lesdes histologicas em coelhos

que receberam doses de F. japurensis?

2 Material e métodos
2.1 Planta

Foram analisados espécimes de herbério de F. japurensis e T. bilabiatum (n = 37),
disponibilizados pelo Jardim Botanico de Missouri (MO). T. bilabiatum foi incluida como uma
espécie de referéncia positiva para MFA, por ter sido descrita anteriormente por conter MFA
(Krebs et al. 1994). Foram avaliadas amostras da planta seca constituida por folhas e/ou flores
de 18 espécimes de F. japurensis e 19 espécimes de T. bilabiatum. A identificacdo taxondmica
de todos os espécimes depositados foi verificada por membros do Jardim Botanico de Missouri.
O material identificado a partir destes espécimes foi examinado para presenga de MFA.

Uma planta suspeita de ser F. japurensis foi coletada de sete fazendas (A-G) no estado
de Roraima, onde foram observados surtos de morte sibita. Durante o periodo de maio de 2013
a abril 2015, fazendas com casos de morte sibita em bovinos foram visitadas e inspecionadas
para a presenca de F. japurensis ou outras plantas toxicas conhecidas por causar morte subita.
Além disso, foram levantadas informagdes junto aos proprietdrios e tratadores sobre a presenca
de plantas toxicas suspeitas de causar morte subita. Um mapa do estado de Roraima mostrando
os surtos notificados por Tokarnia e Dobereiner (1981a) e os surtos notificados neste trabalho
€ encontrado na Figura 1. Amostras representativas foram fotografadas, coletadas, prensadas e
secadas e enviadas ao Laboratério de Pesquisa de Plantas Toéxicas do Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA)/Servico de Pesquisa em Agricultura (ARS).
Aproximadamente 50 mg de folha da planta foi removida das amostras prensadas para deteccao
de monofluoroacetato. As amostras prensadas foram posteriormente enviadas para o Jardim

Botanico de Missouri para identificacdo. Amostras comprovadas foram depositadas no Jardim
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Botanico de Missouri com os seguintes nimeros de acesso: 6657964 (Farm A), 6.657.968

(Farm B), 6.657.967 (Farm C), 6.659.966 (Farm D) e 6.657.965 (Farm E)
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Fig. 1. Mapa do estado de Roraima, Brasil com os surtos relatados por Tokarnia e Dobereiner

(1981a) e os surtos descritos neste trabalho
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2.2 Extracdo

A extragdo do material vegetal para andlise de monofluoroacetato (MFA) foi realizada
por pesagem de 25 mg da amostra moida, em um tubo de micro-centrifuga com tampa de rosca
de 2 ml. Foi adicionado 4gua (deionizada, 1,5 ml) a cada tubo de ensaio, colocando-se num
agitador mecanico durante 18 horas e depois centrifugou-se para separar o residuo da planta do
extrato aquoso. Uma aliquota de 1 ml do extrato aquoso foi filtrada através de um filtro de
seringa de nylon de 17 mm, com didmetro de poro de 0,2 um (National Scientific, Rockwood,

TN) e transferido para um frasco pequeno com amostrador automaético de 1 ml para andlise.

2.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia-ionizacdo quimica em pressdo atmosférica-
espectrometria de massa (CLAE-IQPA-EM)

O método de CLAE-IQPA-EM (em inglés = HPLC-APCI-MS) utilizado neste estudo foi
baseado num método relatado anteriormente, sendo depois modificado para andlise de MFA
em material vegetal (Noonan et al., 2007; Lee et al., 2012). Neste estudo, as amostras foram
injetadas (20 uL) em um Poroshell 120 CE-C18 de coluna de fase reversa (50 x 3 mm d.i., 2.7
um) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) que foi protegido por uma coluna de guarda
Betasil C-18 (50 x 3 mm d.i., 2.7 um) (Thermo Electron Corporation, Waltham, MA, EUA). O
MFA foi eluido da coluna com um fluxo isocratico (0,300 ml/min.) de 85:15 (5 mM de 4cido
formico, 5 mM de tributilamina: MeOH) como fase mdvel. O fluxo da coluna foi conectado
diretamente a um espectrometro de massa de captura de fons LCQ Thermo Finnigan (San José,
CA EUA), por meio de um produto com origem na ionizagdo quimica em pressao atmosférica
(APCI). Foi utilizada a monitorizagado idnica selecionada (MIS), em m/z 77 para o (MH) ~ ion
de MFA. Uma solu¢do padrao de fluoroacetato de s6dio (MFA) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) foi preparada em dgua a uma concentragdo de 0,002 pg/ml e corria a cada 20 amostras
como um comparativo visual com as amostras testadas. O tempo total de execugdo da CLAE

foi de 7,0 min., com a eluicdo de MFA em 3,7 min.

2.4 Estudos em Animais

Os coelhos foram mantidos em gaiolas individuais com ra¢do comercial para coelhos
(Purina®, Ribeirdo Preto, Sao Paulo) e dgua ad libitum. Folhas frescas da planta, coletadas nas
fazendas A-D foram secadas e moidas, e subsequentemente administradas a coelhos numa dose
unica de 5 g\kg de peso corporal. O p6 foi misturado com dgua e administrados para 1 a 2
coelhos, por fazenda, por meio de uma sonda intragastrica (Dobereiner et al., 1976). Folhas

verdes coletadas nas fazendas F e G foram fornecidas para 1-2 coelhos por fazenda ad libitum,
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durante oito horas. Os coelhos foram mantidos em gaiolas individuais e ap6s a administragdao
das plantas foram deixados em observacdo para verificacdo dos sinais clinicos e resultado
clinico. O experimento foi aprovado pelo comité de ética em experimentacdo animal da
Universidade Federal de Campina Grande (protocolo de niimero CEP 69-2013). Os coelhos que
morreram foram necropsiados e amostras de 6rgdos das cavidades tordcica e abdominal e
cérebro foram fixados em formol 10% tamponado, processado em parafina, cortadas em 4-5

mm e corados por Hematoxilina-Eosina para estudos histolégicos.

3 Resultados e Discussao

O monofluoroacetato foi detectado em dez, das dezenove amostras depositadas de T.
bilabiatum avaliadas. Estes resultados confirmam trabalhos anteriores, de que 7. bilabiatum
contém MFA. A frequéncia de deteccao de MFA em espécimes de T. bilabiatum é semelhante
com a andlise prévia de plantas de herbario para monofluoroacetato, enquanto que a frequéncia
de deteccao entre amostras depositadas de Amorimia spp. € menos de 25% (Lee et al., 2012).
O MFA foi detectado em amostras depositadas em herbério de espécies de Palicourea e
Amorimia (Lee et al., 2012; Cook et al., 2014). O monofluoroacetato nao foi detectado em
nenhuma das dezoito amostras depositadas de F. japurensis. Estes resultados foram
inesperados; contudo, h4 a hipétese de que estes resultados possam ser devido as concentragdes
altamente varidveis de MFA dentre plantas individuais e partes de plantas (Lee et al., 2014).

Para investigar essa hipotese, foram realizadas coletas de F. japurensis no estado de
Roraima, incluindo a regido onde a planta foi relatada pela primeira vez como sendo tdxica e
causou morte subita (Tokarnia e Dobereiner, 1981a). As coletas foram feitas em sete fazendas
(A-G) onde houve relatos de morte subita. Os detalhes dos surtos de morte siibita nas sete
propriedades visitadas sdo apresentados na Tabela 1.

Exsicatas da suposta planta toxica, F. japurensis, coletadas em todas as fazendas,
incluindo folhas, flores e frutos, enviadas para o Jardim Botanico de Missouri e depois para o
Jardim Botanico de Nova York, foram avaliadas taxonomicamente pela Dra. Miriam Kaehler.
Inesperadamente, estes espécimes foram identificados como 7. bilabiatum e ndao como F.
Jjapurensis. Para esclarecer provdveis erros de identificacdo, também foram avaliados os
espécimes registrados e depositados no Jardim Botanico do Rio de Janeiro (RB 173990 e
173991), do trabalho original (Tokarnia e Ddbereiner 1093 e 1098). Esta planta foi
originalmente identificada como A. japurensis, mas foi reidentificada, posteriormente, em
1978, como Arrabidaea bilabiata pelo Dr. Alwyn H. Gentry, um especialista de Bignoniaceae,

e, confirmado como esta espécie, agora denominada 7. bilabiatum, pela Dra. Kaehler, uma



Tabela 1

Intoxicagdo por Tanaecium bilabiatum* em bovinos no estado de Roraima, Brasil. Localiza¢do das fazendas, bovinos afetados, plantas que

os fazendeiros associaram com a doencga e presenga de Tanaecium bilabiatum.

Meés/ Bovinos Planta associada
Fazenda Municipio Rio o
ano Categoria Rebanho Afetados (%) a doenca T. bilabiatum
A 4/2014 Canta Cachorro  Bois e novilhos 150 8(5.3) Coutoubea ramosa Sim
B 2/2015 Iracema Igarapé Bois, vacas e 900 14 (1.5) Coutoubea ramosa Sim
Arara novilhos
C 2/2015 Sao Luiz do Anaua Vacas e novilhos 300 11 (3.7) “Timbd” Sim
Anaua
D 1/2015  Caracarai (Vila Anaua Bois, vacas e 200 6 (3.0) Coutoubea ramosa Sim
do Novo Paraiso) novilhos
E 5/2013 Canta Quitauai  Vacas e novilhos 35 3(8.6) Coutoubea ramosa Sim
F 3/2015 Canta Branco  Vacas e bezerros 30 4 (13.3) Coutoubea ramosa Sim
G 3/2015 Boa Vista Cauamé Vacas 100 1(1.0) Coutoubea ramosa Sim

* Plantas coletadas foram suspeita de ser Fridericia japurensis, mas depois foram identificadas como Tanaecium bilabiatum.
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especialista de Fridericia. Parece que a identificacido correta dos espécimes, feitas pelo Dr.
Gentry, ndo foi repassada para os colecionadores e onome A. japurensis foi incorretamente
aplicada nos estudos de Tokarnia e Dobereiner (1981a) e subsequentes edi¢des do seu livro.

T. bilabiatum e F. japurensis podem ser definitivamente distinguidas por diferencas na
morfologia de suas folhas, flores e frutos. As folhas de 7. bilabiatum s@ao mais de forma eliptica
com veias amareladas quando as folhas estdo secas, enquanto as folhas de F. japurensis sao
mais de forma oval com as veias rosadas quando secas. As flores de 7. bilabiatum, em geral
sdo brancas, exceto com um interior amarelo, enquanto que as flores de F. japurensis sdo rosa-
escuro ao vinho tinto com um interior branco. E, os frutos de 7. bilabiatum sdo fracamente
cheios e faltam glandulas, enquanto que os frutos de F. japurensis sdo achatados e possuem
glandulas. Fotos de T. bilabiatum sdo observadas na Figura 2 e fotos de F. japurensis podem
ser encontradas em:
http://www.kew.org/science/tropamerica/imagedatabase/large202/cat_single202-8.htm e

http://www.tropicos.org/Name/3700153?tab=images.

\

Fig. 2. Tanaecium bilabiatum. Estado de Roraima, Norte do Brasil.
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Os sinais clinicos associados aos surtos aqui estudados foram perda de equilibrio,
dificuldade respiratdria, tremores musculares generalizados e quedas levando a morte. Em
ambas as fazendas D e G, um bovino foi necropsiado, mas ndo foram observadas lesdes
macroscopicas. Os estudos histolégicos mostraram leve vacuolizacdo e necrose de células
epiteliais dos tdbulos renais, em ambos os casos. Como mencionado anteriormente por
Tokarnia e Dobereiner (1981a), os proprietarios e seus funciondrios ndo associaram as perdas
de animais, devido a morte sabita com 7. bilabiatum, mas com C. ramosa, conhecida como
"tingui" ou "cafezinho". Esta confusdo se d4, provavelmente porque as duas plantas ocorrem
em conjunto nas mesmas dreas de vdrzeas, com ambas as plantas disponiveis apenas para o
gado durante a estagdo seca. Além disso, a toxicidade da C. ramosa em experimentos provoca
sinais digestivos agudos (Tokarnia e Dobereiner, 1981b), mas esta planta nunca foi associada a
um relato de intoxicag@o natural. A persisténcia dessa confusdo por mais de 30 anos apds o
primeiro diagndstico de intoxicacao pela suposta F. japurensis, agora corretamente identificada
como T. bilabiatum, sugere a necessidade de um melhor conhecimento entre os produtores e
tratadores sobre a toxicidade e reconhecimento da planta. Essa planta € conhecida popularmente
como ‘“chibata” ou “gibata”, na regido da Bacia Amazdnica, onde causa morte stibita em
bovinos (Tokarnia et al., 2012).

Todos os coelhos que receberam doses de 7. bilabiatum morreram, exceto os coelhos 5 e
6, que foram testados a partir de material coletado da Fazenda C (Tabela 2). O tempo decorrido
entre a administracdo da planta e os primeiros sinais € o periodo de manifestacao clinica sdo
apresentados na Tabela 2. Os sinais clinicos foram movimentos incoordenados, taquicardia e
dispneia severa, seguida de morte. Os coelhos 5 e 6 apresentaram taquicardia, dispneia e
depressao, mas se recuperaram em aproximadamente 4 horas. Nas necropsias, os coelhos 1-4 e
7 apresentaram leve congestdo e edema pulmonar e congestao hepdtica. As lesdes histolégicas
dos coelhos de 1-4 e 7-10 sdo apresentados na Tabela 3. Os sinais clinicos e lesdes aqui relatadas
sdo similares aos observados na intoxica¢do experimental por outras plantas contendo MFA
(Peixoto et al., 1987, Jabour et al., 2006; Medeiros et al., 2002). Nao foram observados sinais
clinicos ou lesdes, no unico coelho controle.

Alguns cuidados devem ser tomados para a avaliacdo dos dados toxicoldgicos, em
respeito as concentragdes de MFA, ja que as concentragdes sdo obtidas a partir de uma pequena
quantidade de folha removida das amostras prensadas. As concentracdes de MFA nas sete
amostras de 7. bilabiatum sdo apresentados na Tabela 2. Essas concentra¢des variaram de ndo
detectado a 0,041%. As concentracdes de MFA aqui relatadas sdo maiores do que as relatadas

para Amorimia spp. € menos do que aquelas notificadas para Palicourea spp. (Lee et al. 2012).



Tabela 2

Resultados clinicos da administracdo de Tanaecium bilabiatum de

diferentes fazendas para coelhos e concentracdes de

monofluoracetato.
Coelho Tempo até os primeiros Periodo das
Fazenda Dose (g/kg)* Resultado MFA**(%)
N®  Peso (kg) sinais clinicos manifestacoes clinicas

1 1.9 5.0 PS 5h e 46 min 6 min Morreu

A 0.0001
2 2.0 5.0PS 3h e 33 min 5 min Morreu
3 1.6 5,0PS 10h e 32min 6 min Morreu

B 0.041
4 1.7 5.0PS 2h e 47min 7 min Morreu
5 1.7 5.0PS 2h e 35 min 4h Recuperou

C n.d.
6 1.7 5.0PS 3h e 54 min 4h Recuperou

D 7 1.8 5.0PS 7h e 27 min 4 min Morreu 0.039

E N3o testado - - - Nao testado n.d.
8 1.9 PF al 29h e 52 min. 3 min Morreu

F 0.025
9 2.0 PF al 49h e 15 min. Encontrado morto Morreu

G 10 2.4 PF al 10h e 45 min. Encontrado morto Morreu 0.021

Controle 11 23 - - - Sem alteracdes

*PS = planta seca, PF al = planta fresca administrada ad libitum; ** MFA = monofluoroacetato, n.d. = ndo detectado
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Tabela 3

Lesdes histolégicas em coelhos intoxicados experimentalmente com Tanaecium bilabiatum.

Figado Rim Pulmao Coracao Baco
Coelho
N Congestao Vacuolizacao Necrose de Congestao Vacuolizacao e necrose Congestio Edema Congestao Congestao
de hepatdcitos hepatdcitos de células tubulares
1 - ++ + - + n.a. n.a. n.a. n.a.
2 + ++ + - - + + n.a. +
3 ++ + + + + + - + n.a.
4 ++ ++ + ++ ++ ++ + ++ +
7 +++ +++ ++ + + ++ - ++ n.a.
8 +++ +++ ++ - + ++ ++ ++ ++
9 ++ ++ ++ - + + + n.a -
10 +++ +++ +++ - + ++ ++ + +
11 - - - - - - - - -
(Controle)

Intensidade das lesdes: - ndo lesdes; + discreta; ++ moderada; +++ severa. n.a. ndo-avaliado
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N

As concentracdes aqui relatadas fornecem evidéncias quantitativas em relacdo a variacdo
considerdvel na toxicidade observada por Tokarnia e Dobereiner, relatado no caso inicial. Os
autores relataram que uma dose de 10 g/kg sempre causou a morte de bovinos, mas doses mais
baixas de 1,25 g/kg, causou a morte em alguns casos, € em outros, ndo. E importante notar que,
no trabalho descrito por Tokarnia e Ddobereiner, os animais ndo foram tratados com uma
amostra composta homogénea, mas sim foram alimentados com folhas que tinham sido
coletadas de vérias plantas.

Em resumo, a planta que causou morte subita, inicialmente descrita como F. japurensis
(A. japurensis) por Tokarnia e Dobereiner (1981a), foi identificada incorretamente. A
identificacdo botanica correta para esta planta € T. bilabiatum. Coletas de campo de T.
bilabiatum, pensando que seria F. japurensis, contém MFA. Além disso, descobriu-se que
amostras depositadas em herbdrio, de T. bilabiatum contém MFA, enquanto que amostras de
herbério, de F. japurensis nao contém MFA. Esta pesquisa destaca a importancia de amostras
serem depositadas com a identificacdo precisa, como parte de qualquer investigacdo de planta
toxica. Além disso, destaca a importancia do uso de amostras depositadas em herbario na

investigacdo dos compostos toxicos associados as plantas toxicas.
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CONSIDERACOES FINAIS

As informagdes apresentadas neste trabalho demonstram a ocorréncia de plantas toxicas
para bovinos e equinos no estado de Roraima.

Acredita-se que haja grandes perdas econdmicas relacionadas as intoxicagdes em animais
de producdo no Estado, sendo necessdrio realizar trabalhos para estimar estes prejuizos e
promover medidas de divulgacdo entre os profissionais médicos veterindrios, técnicos e
proprietarios.

Recomenda-se aprofundar os estudos sobre as intoxicagdes por plantas e realizar
diagnéstico diferencial para outras enfermidades de ruminantes e equinos, criados de forma
extensiva e cavalos lavradeiros. Além disso, deve-se estender pesquisas as criacOes nas dreas
indigenas.

E fundamental a implantacio de laboratérios de diagndstico na regido afim de subsidiar
as pesquisas para tornar conhecidas enfermidades de animais de producdo no Estado de
Roraima, enriquecendo a literatura para outras regidoes do Brasil e do mundo, além de promover
o intercambio entre a universidade e o produtor.

As informacdes apresentadas contribuem para que medidas de controle e profilaxia
possam ser adotadas no intuito de diminuir as perdas econdmicas relacionadas com as

intoxicagdes por plantas no estado de Roraima.



