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RESUMO
Foram estudados os casos de fibrose cardiaca em bovinos observado em materiais

recebidos da regido nordeste do Rio Grande do Sul. Descrevem-se os achados
histolégicos da intoxicacdo espontdnea em bovinos. Sdo reproduzidas
experimentalmente em coelhos com a administracdo da planta Amorimia exotropica a
intoxicacdo aguda e a forma cronica da intoxicagdo com manifestacdo de fibrose
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Amorimia (Mascagnia) exotropica POISONING: STUDY OF SPONTANEOUS
CASES IN CATTLE AND EXPERIMENTAL INTOXICATION IN RABIT.
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ABSTRACT

Were studied the cases of cardiac fibrosis observed in cattle of materials received from
northeast region of Rio Grande do Sul. Were describe the histological findings of
poisoning in cattle. Are reproduced experimentally in rabbits with the administration of
the plant Amorimia exotropica the acute and chronic poisoning. The chronic poisoning
produced cardiac fibrosis. The experimental reproduction is performed in rabbits to
study macroscopic, histological and electron microscopy. The pathogenesis for acute

poisoning is presented with ultrastructural lesions.
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1 INTRODUCAO

Amorimia exotropica, planta previamente classificada e descrita como
Mascagnia sp., ndo tem nome popular e ocorre no Sul do Brasil, sobretudo em beiras de
matas, onde se desenvolve como trepadeira sobre arbustos e arvores. Na regido nordeste
do Rio Grande do Sul e na regido litordnea de Santa Catarina essa planta é associada
com mortes em bovinos (TOKARNIA et al., 2000; ANDERSON 2006).

As plantas cardiotdxicas que produzem morte sem lesdes morfoldgicas visiveis
macroscopicamente causam consideravel prejuizo econdmico ao pais, uma vez que sdo
responsaveis por cerca de 60% das mortes causadas por plantas toxicas em todo o Brasil
(TOKARNIA et al., 2000).

As plantas que afetam o funcionamento do coracdo eram divididas em critérios
morfolégicos em dois grandes grupos: o grupo das plantas que causam intoxicagdo e
morte sem lesdes morfoldgicas apreciaveis macroscopicamente e o grupo das plantas
que causam insuficiéncia cardiaca cronica associada a lesdes degenerativas e fibrosantes
no miocardio detectadas ao exame macroscopico (KELLERMAN et al., 1988;
TOKARNIA et al., 1990; PEIXOTO et al., 1995; TOKARNIA et al., 2000).

Até o presente momento, no Brasil, 12 plantas sdo capazes de provocar
intoxicacdo e morte sem lesGes morfolGgicas aprecidveis macroscopicamente s&o:
Palicourea marcgravii, Palicourea aeneofusca, Palicourea juruana, Palicourea
grandiflora, Arrabidaea bilabiata, Arrabidaea japurensis, Pseudocalymma elegans,
Amorimia rigida, A. elegans, A. pubiflora, A. aff. rigida e A. exotropica que era
conhecida anteriormente como Mascagnia sp (TOKARNIA et al.,, 1990 2000). O
quadro clinico-patolégico sugere que essas plantas tenham principios toxicos que
interferem no funcionamento do coracdo e causem insuficiéncia cardiaca aguda
(TOKARNIA et al., 2000).

No Brasil as plantas que causam que tem causado insuficiéncia cardiaca crénica
devido a producdo de fibrose cardiaca sdo Tetrapterys acutifolia, Tetrapterys
multiglandulosa (TOKARNIA et al., 1989b; PEIXOTO et al.,, 1995) e Ateleia
glazioviana (GAVA & BARROS, 2001, GAVA et al., 2001).

Na regido nordeste do Rio Grande do Sul tem ocorrido casos de fibrose cardiaca
em bovinos de etiologia desconhecida.

Os objetivos desse trabalho foram estudar os casos espontaneos de fibrose

cardiaca observados em bovinos, da regido Nordeste do Rio Grande do Sul. Estudar as
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alterac6es macroscopicas histoldgicas e ultraestruturais na intoxicacdo experimental por
A. exotropica em coelhos bem como associar a fibrose cardiaca observada
espontaneamente em bovinos com a ingestdo de pequenas doses de A. exotropica, por

um periodo prolongado de tempo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

As plantas cardiotdxicas que produzem morte sem lesdes morfoldgicas visiveis
macroscopicamente causam consideravel prejuizo econémico ao pais, uma vez que sdo
responsaveis por cerca de 60% das mortes causadas por plantas toxicas em todo o Brasil
(TOKARNIA et al., 2000).

As plantas que afetam o funcionamento do coracdo podem ser divididas por
criterios morfolégicos em dois grandes grupos: o grupo das plantas que causam
intoxicacdo e morte sem lesGes morfolOgicas aprecidveis macroscopicamente e 0 grupo
das plantas que causam insuficiéncia cardiaca cronica, associada a lesdes degenerativas
e fibrosantes no miocardio, que podem ser facilmente detectadas ao exame
macroscopico (KELLERMAN et al., 1988; TOKARNIA et al., 1990; PEIXOTO et al.,
1995; TOKARNIA et al., 2000).

Até o presente momento, h& descricbes de 12 plantas no Brasil capazes de
provocar intoxicagdo e morte em bovinos sem lesdes morfolégicas apreciaveis
macroscopicamente: Palicourea marcgravii, Palicourea aeneofusca, Palicourea
juruana, Palicourea grandiflora, Arrabidaea bilabiata, Arrabidaea japurensis,
Pseudocalyma elegans, Amorimia rigida, A. elegans, A. pubiflora, A. aff. rigida e A.
exotropica que era conhecida anteriormente como Mascagnia sp (TOKARNIA et al.,
1990 2000). O quadro clinico-patologico sugere que essas plantas tenham principios
toxicos que interferem no funcionamento do coracdo e tudo indica que os animais
morrem de uma insuficiéncia cardiaca aguda (TOKARNIA et al., 2000).

As plantas capazes de provocar intoxicacdo e morte sem lesdes morfoldgicas
apreciaveis macroscopicamente geralmente causam um quadro clinico que muitas vezes
ocorre quando 0s animais sao movimentados, caracteriza-se por subita instabilidade,
tremores musculares, decubito precipitado, ou queda seguidos de movimentos de
pedalagem e morte, quase sempre entre 2 e 10 minutos (TOKARNIA et al., 2000). A
necropsia ndo sdo observadas alteracOes significativas. Histologicamente, porém, alguns
animais intoxicados desenvolvem nos rins uma lesdo considerada tipica, uma variante
especial de degeneracdo hidrdpica, com marcada tumefagdo citoplasmética e picnose
nuclear, geralmente restrita aos tObulos contornados distais (GAVA et al., 1998;
Tokarnia et al., 2000). Em alguns casos, vacuolizacdo dos hepatdcitos e congestdo ou

edema pulmonar tém sido observados; em outros casos ha dilatacdo e vacuolizagédo
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difusa das fibras de Purkinje do coracdo (TOKARNIA et al., 1998, VASCONCELOS et
al., 2008).

No Brasil, 0 grupo das plantas que causam insuficiéncia cardiaca cronica devido
a producdo de fibrose cardiaca é composto por Tetrapterys acutifolia, Tetrapterys
multiglandulosa (TOKARNIA et al., 1989b; PEIXOTO et al.,, 1995) e Ateleia
glazioviana (GAVA & BARROS, 2001, GAVA et al., 2001).

As espécies de Tetrapterys sdo cipds ou arbustos escandentes da familia
Malpighiaceae que ocorrem na Regido Sudeste do Brasil. T. acutifolia € conhecida pelos
nomes populares de “cipé-preto” e “cip6-rudo” e ocorre na regido de Governador
Valadares, Estado de Minas Gerais e em alguns municipios do Espirito Santo. T.
multiglandulosa € conhecida popularmente como “cip6-vermelho” e “cipd-ferro” e
ocorre no Rio de Janeiro e Sdo Paulo (TOKARNIA et al., 2000).

A intoxicagéo por Tetrapterys spp. foi descrita pela primeira vez por Tokarnia et
al., (1989) no Rio de Janeiro, S&o Paulo e Minas Gerais e, recentemente, ocorreu no
Mato Grosso do Sul (CARVALHO et al,. 2006). Os sinais clinicos sdo caracteristicos
de insuficiéncia cardiaca congestiva e incluem edema de barbela, veia jugular
ingurgitada, pulso jugular e arritmia cardiaca. Os animais morrem ap0s um curso
subagudo ou crdnico, mas pode ocorrer morte sem a observacao de sinais clinicos. As
lesbes mais importantes sdo fibrose cardiaca, ascite, hidrotdrax, hidropericardio e figado
com congestdo passiva crbnica, caracterizada macroscopicamente por aumento do
padrdo lobular ou aspecto de noz-moscada. Alguns animais apresentam alteracdes na
marcha e lerdeza. No sistema nervoso central, histologicamente, pode-se observar
espongiose, por vezes acentuada, atingindo principalmente a jungdo entre a substancia
branca e a substancia cinzenta (TOKARNIA et al., 1989b CARVALHO et al,. 2006).

Ateleia glazioviana é uma arvore que, no Brasil, distribui-se geograficamente na
regido oeste e meio-oeste de Santa Catarina e Parand, no Rio Grande do Sul ocorre na
mata latifoliada da Bacia do Alto Uruguai, no noroeste do estado e no nordeste da
Argentina. (LONGHI, 1995, TOKARNIA et al., 2000). Dependendo da regido onde
ocorre, a planta recebe diferentes denominacBes populares como “timb6”, “maria-
preta”, “cinamomo bravo”, “amargo”. E particularmente frequente na vegetagdo
secundaria, na orla de capdes, em beira de estradas, mas pode invadir as pastagens
(LONGHI 1995, GAVA & BARROQOS, 2001). A intoxicagdo espontanea foi descrita em
bovinos e ovinos. Por ser palatavel a planta € ingerida prontamente quando ha escassez

de pastagem, principalmente em casos de seca ou de superpopulacdo dos campos
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(GAVA, 1993). Os animais apresentam edemas de declive, veias jugulares ingurgitadas
e pulso venoso positivo, precedidos ou ndo de apatia, letargia e cegueira. Pode ocorrer
morte sem a observacdo de sinais clinicos previamente. A doenca afeta bovinos com
mais de um ano, principalmente no outono e inverno, com morbidade de 10 a 60% e
mortalidade de até 95%. As lesbes macroscopicas consistem de areas esbranquicadas e
firmes no miocérdio, principalmente nas proximidades dos vasos coronarios e no septo
interventricular. Em parte dos animais o figado se apresenta aumentado de volume e
com aspecto de noz-moscada. Alteracdes histologicas incluem tumefacdo e necrose de
miofibras cardiacas, fibrose e infiltrado de macréfagos no intersticio do mdsculo
cardiaco, marcada congestdo centrolobular e leve fibrose no figado. No encéfalo dos
bovinos com letargia, a substancia branca apresenta degeneragdo esponjosa. A doenca
com manifestacBes neuroldgicas foi reproduzida em bovinos com o fornecimento de
folhas de Ateleia glazioviana no cocho, na dose Unica de 40 e 50 g/kg e em doses
fracionadas de 2,5, 5, 7,5 e 10 g/kg. Lesdes cardiacas cronicas foram reproduzidas com
doses fracionadas de 2,5, 5, e 7,5 g/kg por longo periodo e com dose inicial de 1 g/kg,
acrescida de 1g/kg/dia até atingir 15 g/kg, em um total de 120 g/kg (GAVA &
BARROS, 2001).

Abortos também sdo associados as intoxicacbes por T. acutifolia, T.
multiglandulosa e A. glazioviana (TOKARNIA et al., 1989b, STOLF et al., 1994) e na
intoxicacdo por A. glazioviana também inclui um quadro neurolégico caracterizado,
principalmente, por apatia e cegueira (GAVA & BARROS, 2001).

Mascagnia exotropica, anteriormente conhecida como Mascagnia sp., foi
reclassificada como Amorimia exotropica assim como as demais plantas do género
(ANDERSON 2006). Amorimia exotropica ndo tem nome popular e ocorre no Sul do
Brasil, sobretudo em beiras de matas, onde se desenvolve como trepadeira sobre
arbustos e arvores. Na regido nordeste do Rio Grande do Sul e litordnea de Santa
Catarina esta planta é descrita como causa de morte em bovinos sem lesdes
morfologicas apreciaveis macroscopicamente (TOKARNIA et al., 2000).

Em pequenas propriedades no litoral de Santa Catarina tem ocorrido casos de
morte em bovinos sem lesdes morfoldgicas apreciaveis macroscopicamente inclusive
algumas delas tem perdido até 40% do rebanho em apenas um ano (GAVA et al., 1998).
Posteriormente, estes surtos de morte sem lesdes apreciaveis macroscopicamente foram
esclarecidos com experimentos nas quais se administrou Amorimia exotropica a

bovinos, reproduzindo-se a enfermidade pela administracdo de doses Unicas de 7,5 g/kg
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a 10 g/kg. Administracfes unicas de 5 g/kg de folhas frescas de Amorimia exotropica
causaram intoxicacao ndo-letal. Com dosagens de 5 a 10 g/kg, as manifestac@es clinicas
foram observadas quando os animais foram movimentados, e consistiram em cansaco,
jugular ingurgitada, leves tremores musculares e, as vezes, contraces bruscas. A
taquicardia, ja notada antes do exercicio se acentuava Se 0S animais eram
movimentados. Se a movimentacdo era mantida os animais tendiam a deitar ou caiam
subitamente. A evolucgéo da intoxicacdo nos dois bovinos que morreram foi de 40 e 75
minutos. Doses mais elevadas (15 e 20 g/kg) provocaram intoxicacdo protraida e os
animais se mostravam lerdos e apéticos, evitavam quaisquer movimentos e foram
encontrados mortos, entre 7 e 21 horas, apds os primeiros sinais clinicos. Esses dois
ultimos experimentos demonstram que a movimentacdo € um fator importante para a
manifestacdo da morte. Os principais achados de necropsia foram coloracdo vermelha
da mucosa do intestino delgado e edema da parede da vesicula biliar. As mais
importantes alteragdes histolégicas foram degeneracdo hidrépico-vacuolar do epitélio
tubular renal presente em trés dos cinco bovinos que morreram (GAVA et al., 1998).

O fluoroacetato foi identificado como o principio ativo de P. marcgravii, A.
bilabiata (MORAES, 1993, KREBS et al., 1994) e Amorimia rigida (CUNHA et al.,
2006). Nas plantas, Palicourea aeneofusca, Palicourea juruana, Palicourea
grandiflora, Arrabidaea japurensis, Pseudocalymma elegans, A. elegans, A. pubiflora e
A. aff. rigida n&o tiveram seus principios ativos identificados; contudo, sugere-se que 0
fluoroacetato seja também a substancia envolvida devido a semelhanca nas alteracdes
clinico-patologicas observadas (RIET-CORREA et al., 2006).

O(s) principio(s) tdéxico(s) presente(s) em A. exotropica ainda ndo sdo
conhecidos, mas em A. rigida, além de fluoroacetato foram isoladas cromonas, que
provavelmente ndo sejam responsaveis pelas intoxicacbes (RIET-CORREA et al.,
2006). Em virtude da similaridade no quadro clinico-patolégico da intoxicacdo causada
pela ingestdo de fluoracetato comparado com a intoxicacdo por plantas que contém este
agente toxico (TOKARNIA et al., 1990; MEDEIROS et al., 2002), acredita-se que o
fluoracetato, ou substancia correlata, provavelmente seja um dos principios ativos
presentes nessa planta (RIET-CORREA et al., 2006).

No Brasil as miocardiopatias toxicas incluem a intoxicacdo pelas plantas
Tetrapterys acutifolia e T. multiglandulosa (TOKARNIA et al., 1989b; PEIXOTO, et
al., 1995; TOKARNIA et al., 1990), Nerium oleander (PEDROSO et al., 2009) e a
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intoxicacdo por antibidticos ionoforos (GAVA et al., 1997, BARROS, 2007a). Entre as
causas nutricionais ha a deficiéncia de selénio e vitamina E (BARROS, 2007b).

A intoxicagdo por Senna occidentalis (fedegoso) € descrita em varias espécies
(RIET-CORREA & MENDEZ, 2007). Essa planta causa lesbes degenerativas e
necrosantes nos musculos esqueléticos e, em menor grau, no miocardio e é geralmente
mencionada no diagnostico diferencial das miocardiopatias tdxicas e nutricionais de
ruminantes (BARROS, 2007b). No entanto, na intoxicacéo por S. occidentalis, as lesdes
cardiacas, se de fato ocorrem, sdo minimas, ndo se comparam as causadas por A.
glazioviana e Tetrapterys spp (BARROS et al., 1990) e nunca sdo associadas a fibrose.
Além disso, as lesbes degenerativas dos musculos esqueléticos, vistas na intoxicagdo
por S. occidentalis, ndo sdo observadas na intoxicacdo pelas plantas cardiotoxicas
(RIET-CORREA & MENDEZ, 2007).

Surtos de mortalidade ou insuficiéncia cardiaca congestiva tém sido descritos em
bovinos e ovinos intoxicados por antibidticos iondforos (GAVA et al., 1997; BARROS,
2007a). Alguns aspectos clinicos e achados de necropsia nesses casos podem se
assemelhar aos da intoxicacdo por A. glazioviana. Os animais intoxicados mostram
anorexia, incoordenacdo, rigidez muscular, diarreia, emagrecimento e cansaco facil.
Edema subcutaneo de declive e nas cavidades organicas, e figado de noz-moscada
podem ocorrer associados as lesdes macroscopicas do miocardio que consistem de areas
branco-amareladas. Na histopatologia, ha necrose de fibras e, em casos avancados,
fibrose. Lesbes degenerativas nos musculos esqueléticos fazem parte dos achados de
necropsia (BASTIANELLO et al., 1995; WOUTERS et al., 1997).

A miopatia nutricional por deficiéncia de vitamina E/selénio tém causado surtos
de mortalidade no Rio Grande do Sul. Caracteriza-se por degeneracdo dos musculos
esqueléticos e cardiaco e afeta principalmente bezerros e cordeiros jovens (2-4 meses)
de crescimento rapido e deficientes em vitamina E/selénio. A forma mais comum tem
curso clinico subagudo, com evolucdo de alguns dias a uma semana. Os sinais clinicos
se caracterizam por rigidez dos mausculos, dificuldade de locomocdo, tremores
musculares, posturas anormais, depressdo e morte. As lesdes de necropsia sdo
principalmente relacionadas a musculatura esquelética e ao miocérdio e, geralmente, séo
simétricas e bilaterais localizadas nos masculos mais utilizados. Lesfes iniciais
aparecem como areas e listras palidas na musculatura e podem passar facilmente
despercebidas, particularmente em mdusculos normalmente palidos. No entanto, a

medida que a lesdo evolui, ocorre calcificacdo sobre a fibra do masculo degenerado, as
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lesGes se tornam opacas, brancas e muito mais conspicuas. Lesdes histoldgicas incluem
alteracbes degenerativas, regenerativas e calcificagdo no masculo esquelético e no
miocardio (BARROS, 2007b).

Nerium oleander, conhecida popularmente como “espirradeira”, é nativa do
Mediterraneo e Asia, e foi introduzida como planta ornamental em quase todas as
regides do mundo, inclusive no Brasil (ARMIEN et al., 1994; ASLANI et al., 2004;
KELLERMAN et al., 2005). Todas as partes da planta contém glicosideos cardiotoxicos
(ARMIEN et al., 1994, OSWEILER 1995), oleandrina e neriina (GALEY 2004). A
intoxicagdo ocorre com certa frequéncia em seres humanos (KELLERMAN et al.,
2005). Em animais de producdo, sédo raros os casos (TOKARNIA et al., 2000),
provavelmente devido a baixa palatabilidade e as restricbes ao acesso dos animais a
essas plantas (TOKARNIA et al., 2000, SOTO-BLANCO et al., 2006). Entretanto, a
ingestdo de pequenas quantidades de folhas é suficiente para causar a morte de animais
(TOKARNIA et al., 1996). A intoxicacdo geralmente ocorre quando a planta ou seus
galhos sdo cortados e deixados ao alcance dos animais (RIET-CORREA & MENDEZ
2007). Intoxicagdes espontaneas foram registradas em bovinos (THIMMIAH 1972,
ASSIS et al., 2008), equinos (HUGHES et al., 2002), ovinos e caprinos (KELLERMAN
et al., 2005, BARBOSA et al., 2008; PEDROSO et al., 2009). De um modo geral, 0s
sintomas descritos, tanto para 0 homem como para 0s animais, sdo o0s de gastroenterite e
alteracdes cardiacas. Em animais, a sintomatologia inclui taquicardia, extremidades
frias, midriase, sudorese, anorexia, dor abdominal, fraqueza e fezes sanguinolentas
(KINGSBURY, 1964). Os principais achados macroscopicos sao observados no coragdo
e incluem petéquias e equimoses no epicardio, codgulos e hemorragias no endocardio
do ventriculo esquerdo. Espuma na porcao final da traquéia e bronquios, figado de
coloracdo vermelho-escura, rins palidos, bem como avermelhamento da mucosa do
abomaso, rumen e reticulo (PEDROSO et al., 2009). Histologicamente, observa-se
necrose de coagulacdo de fibras cardiacas individuais em pequenos agrupamentos,
caracterizada por aumento de eosinofilia citoplasmatica e nucleos picnoticos. Essas
lesbes sdo mais acentuadas no masculo papilar. Algumas areas apresentam material
proteindceo no intersticio e hemorragia subendocardica. O rimen apresenta degeneragdo
hidropica das camadas superficiais do epitélio. No figado, ha congestdo difusa
acentuada e, no baco, infiltrado linfohistiocitario nos foliculos e hemossiderina no

interior de macrofagos (PEDROSO et al., 2009). No diagnostico diferencial desta
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intoxicacdo & importante considerar as intoxicagdes por plantas ornamentais como
Thevetia peruviana e Rhododendron spp. (PEDROSO et al., 2009).

Cryptostegia venusta, € uma planta com um potente efeito cardiotoxico,
conhecida popularmente como viuvinha, pertence a familia Apocynaceae e € toxica para
caprinos e ratos (NUNES, et al., 2010). Os primeiros sinais da intoxicagdo surgem
quatro a seis horas apds a ingestdo da planta e incluem apatia, salivacdo, polacilria,
cansaco apods qualquer esforco e morte em um periodo de aproximadamente vinte horas.
Macroscopicamente, pode-se observar edema pulmonar caracterizado pelo aumento de
volume do pulméo, auséncia de retracdo da pleura e presenca de liquido espumoso na
traquéia e nos brénquios. As principais lesbes microscopicas sdo observadas no musculo
cardiaco e se caracterizam por degeneracdo e necrose multifocal das miofibrilas, as
quais estdo tumefeitas, algumas com grandes vactolos e outras necréticas, com o
sarcoplasma eosinofilico, refringente e sem estriacBes transversais. Varias fibras se
apresentam sinuosas, hipercontraidas e separadas por liquido de edema. No pulmao,
observa-se obliteracdo do Iimen dos bronquiolos e alvéolos por liquido homogéneo
eosinofilico (NUNES et al., 2010). Os efeitos toxicos observados com C. venusta séo
semelhantes aos observados com N. oleander (SOTO-BLANCO et al., 2006). Alem
disso, pertencem a mesma familia botanica, Apocynaceae, 0 que sugere que apresentem
principios toxicos similares (NUNES et al., 2010).

Outra doenca cardiaca, provavelmente associada a ingestdo de uma planta toxica
ocorre em bovinos no planalto leste de Santa Catarina (TOKARNIA et al., 1989a). A
doenca é conhecida como “doenca do peito inchado” em razdo do edema subcuténeo de
declive que ocorre como resultado da insuficiéncia cardiaca congestiva. Outro sinal
clinico de insuficiéncia cardiaca congestiva observado nesses casos € o0 ingurgitamento
jugular. Na necropsia, observam-se figado noz-moscada, dilatacdo cardiaca e areas
brancas de contorno irregular no miocérdio, principalmente no septo interventricular.
Achados histopatoldgicos incluem tumefacdo difusa de miofibrilas cardiacas,
vacuolizacdo de fibras isoladas e fibrose intersticial (TOKARNIA et al., 2000).

Frequentemente tém sido diagnosticados pelo Setor de Patologia Veterinaria da
UFRGS casos de fibrose cardiaca em bovinos da regido nordeste do Rio Grande do Sul.
Entretanto, as plantas que causam fibrose cardiaca tais como Ateleia glazioviana e
Tetrapterys spp (T. acutifolia e T. multiglandulosa) ndo ocorrem nessa area geografica
(TOKARNIA et al., 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Levantamento dos casos de fibrose cardiaca em bovinos

Realizou-se um estudo retrospectivo nos arquivos do Setor de Patologia
Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS) a procura dos
casos de fibrose cardiaca oriundos da regido nordeste do Rio Grande do Sul
diagnosticados no periodo de 1998 a 2008.
3.2 Estudo histoldgico dos casos espontaneos

Os casos de fibrose cardiaca oriundos da regido nordeste do Rio Grande do Sul
que estavam em formol e em blocos de parafina pertencentes aos arquivos (SPV-
UFRGS) foram processados rotineiramente para histologia e observados em
microscopio otico.
3.3 Visitas as propriedades com histérico de fibrose cardiaca e casos de intoxicagéo
aguda

As propriedades com historico de fibrose cardiaca e mortalidade sem lesdes
morfolégicas macroscopicas foram visitadas para inspe¢Ges nos potreiros e areas de
mata a procura de plantas toxicas ou outros agentes que pudessem estar causando a
enfermidade.
3.4 Intoxicacdo Experimental em Coelhos
3.4.1 Preparo da planta

A planta madura foi coletada no més de abril no municipio de Taquara, em uma
propriedade com histérico de fibrose cardiaca e morte sem lesdes morfologicas
macroscopicas. A planta foi secada a sombra e moida inicialmente em desintegrador
forrageiro e posteriormente em Moinho Wiley com malha 60. Ap6s serem moidas, as
plantas foram acondicionadas em vidros hermeticamente fechados a temperatura
ambiente e na sombra.
3.4.2 Experimentos em Coelhos

Foram utilizados 12 coelhos da raca Nova Zelandia com pesos entre 2.100g e

3.730qg e identificados com numeros de 1 a 12 (Tabela 1). Os coelhos utilizados nunca

foram submetidos previamente a coleta de sangue por puncdo cardiaca. Para a

determinacéo da dose toxica letal foram utilizados dois coelhos que receberam doses
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com intervalos de 3 a 4 horas sendo que Coelho 1 recebeu 8 doses de 1,5 g (total de 12g
kg™) e 0 Coelho 2 recebeu 4 doses de 4,5g kg™ (total de 18 g kg™).

Apbs a determinacéo da dose toxica letal que foi de 18 g kg™, utilizaram-se as
seguintes doses:

- dose letal fracionada em trés vezes a cada 4 dias, Coelhos 3 e 4;

- dose letal fracionada em cinco vezes a cada 4 dias Coelho 5;

- 0 dobro da dose letal fracionada em 6 vezes a cada 4 dias Coelhos 6, 7 e 8;

- 0 dobro da dose letal fracionada em 10 vezes a cada 4 dias Coelho 9.

Um experimento adicional foi realizado com doses diarias de 2g kg™ até
alcancar a dose toxica letal, Coelho 10.

Dois coelhos (11 e 12) foram utilizados como controle e eutanasiados no final do
experimento.

Os coelhos foram mantidos em gaiolas individuais com &gua a vontade.
Aproximadamente 12 horas antes da administracdo da planta os animais eram pesados
deixados em jejum e as doses eram calculadas. No momento do fornecimento da planta,
a mesma era misturada em agua e administrada imediatamente. A dosagem da planta era
realizada com sondagem esofégica, utilizando-se sonda uretral para humanos N° 18
adaptada em uma seringa de 50ml.

3.4.3 Procedimento de eutanasia, necropsia e histologia

O procedimento de eutandsia dos coelhos foi realizado com base nas
recomendacdes constantes na Resolucdo No. 714, de 20 de junho de 2002 do Conselho
Regional de Medicina Veterinaria.

Nos casos fatais, imediatamente foi realizada a necropsia e coletado fragmentos
de 6rgdos em solucao de formalina a 10%. O material foi processado rotineiramente e
corado por hematoxilina-eosina (HE) (PROPHET et al., 1992). ColoracGes adicionais
pelos métodos acido periédico de Schiff (P.A.S.) e tricrdmico de Masson (TM) foram
também realizadas. Nos casos ndo fatais, os animais foram eutanasiados ap6s um
intervalo de 3 a 4 dias da ultima administracao da planta.

3.4.4 Microscopia eletronica de transmissao

Imediatamente apds a morte dos coelhos ou imediatamente ap6s a eutanasia
eram coletados fragmentos do ventriculo esquerdo e septo cardiaco para a microscopia
eletrbnica de transmissdo. Este material foi fixado em solugdo de glutaraldeido 2% e
paraformaldeido 2% em tampdo cacodilato de sédio, desidratados em uma série

crescente de etandis e incluidos em resina Epon 812. Os cortes semi-finos foram
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corados por azul de metileno. Em areas selecionadas dos blocos foram feitos cortes

ultrafinos que foram contrastados por acetato de uranila e citrato de chumbo e

observados em microscopio eletronico de transmissédo a 80 Kilovolts.

Tabela 1 - Reproducao experimental da intoxicacdo aguda e da fibrose cardiaca em

coelhos com Amorimia exotropica.

Identificacdo Dose de Numero de doses Dose total de Intervalo entre as Duracéo do
dos coelhos planta a cada administradas planta administracGes Experimento e
administracao durante o administrada desfecho
o/Kg experimento g/Kg
01 1,59 08 12¢g 4 horas 36 horas
Eutanasia
02 4,59 04 18¢g 3 horase 13 horas
30 minutos Morte espontanea
03 69 03 18¢g 4 dias 16 dias
Eutanésia
04 69 03 18¢g 4 dias 16 dias
Eutanasia
05 3,69 05 18¢g 4 dias 24 dias
Eutanasia
06 69 05 30g 4 dias 21 dias
Morte espontanea
07 69 05 30g 4 dias 21 dias
Morte espontanea
08 69 06 369 4 dias 28 dias
Eutanasia
09 3,69 10 369 4 dias 44 dias
Eutanasia
10 29 09 18¢g 01 dia 11 dias
Eutanésia
11e12 - - - - Controle
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4 RESULTADOS

4.1 Levantamento dos casos de fibrose cardiaca em bovinos

Entre os anos de 1998 e 2008 foram recebidos cinco materiais de bovinos com
fibrose cardiaca oriundos da regido nordeste do Rio Grande do Sul. Os animais tinham
idades entre 2 e 7 anos e eram provenientes dos municipios onde ocorre A. exotropica e
onde ja haviam sido diagnosticados casos de intoxicacdo aguda por A. exotropica.
Nesses casos, observou-se morte sem lesdes morfologicas macroscopicas e, em alguns
animais de tracdo, dificuldade para o trabalho e engurgitamento da jugular, quando
submetidos ao esforgo.
4.2 Estudo histolégico dos casos espontaneos em bovinos

As alteracdes histologicas dos casos espontaneos de fibrose cardiaca em bovinos
apresentam dois padrdes distintos de lesdo: um caracterizado por areas de fibrose
multifocais a coalescentes (Fig. 1), principalmente no septo cardiaco ou nas
proximidades dos grandes vasos. Observam-se nestas dareas vacuolos
intracitoplasmaticos nos cardiomidcitos, células hipereosinofilicas com o nucleo
picndtico e areas com células necréticas que se apresentam como restos celulares
contraidos delimitados pela membrana sarcoplasmatica (Fig 2) e, em alguns pontos,
apenas o vacuolo formado pela membrana sarcoplasmatica. Pouca resposta inflamatéria
¢ observada nestas regides e, quando presente, € constituida por células mononucleares;
0 outro padréo de lesdo encontrado consiste de diminui¢édo da celularidade do miocéardio
devido a perda aleatoria de cardiomiocitos, associada a proliferacdo de tecido
conjuntivo fibroso ao redor de cardiomidcitos remanescentes, o que conferiu ao tecido
cardiaco um aspecto rarefeito (Fig. 3). Neste padrao de lesdo ndo ha fibrose multifocal

ou extensas areas de fibrose.
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Figura 1. Bovino. Miocardio. Extensas areas de fibrose multifocais a coalescentes. HE.
Tricrémicro de Masson. 100X.

Figura 2. Bovino. Miocardio. Cardiomidcitos exibindo vacuolos de diversos tamanhos

no sarcoplasma, alguns com nucleos picnoéticos. HE. 400X.
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Figura 3. Bovino. Miocérdio. Diminuigdo da celularidade do miocéardio devido a perda
aleatoria de cardiomiocitos com proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso ao redor de
cardiomidcitos remanescentes. Tricromicro de Masson. 200X.

4.3 Visitas as propriedades com historico de fibrose cardiaca e casos de intoxicagao
aguda

As propriedades com histérico de fibrose cardiaca e morte sem lesbes
morfoldgicas macroscopicas foram visitadas e se observou que, em areas pastejadas por
bovinos, havia poucos espécimes de Amorimia exotropica no solo (Fig. 4), restando
apenas grande quantidade de plantas sobre arbustos ou arvores. No entanto em matas e
capoeiras fora dos potreiros, havia grande quantidade dessa planta no solo (Fig. 5) e
também sobre as arvores, pois a planta é uma trepadeira, o que indica que a planta é

palatavel e os animais quando tem acesso as plantas a ingerem facilmente.
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Figura 4. Area de interior de mata na qual havia bovinos e poucos exemplares de A.

exotropica. Podem ser observadas fezes de bovinos entre as plantas.
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Figura 5. Grande quantidade de A. exotropica em uma area de beira de mata e outra de

interior de mata, ambas ndo ocupadas por bovinos.
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4.4 Intoxicagao experimental em coelhos
4.4.1 Preparo da planta

A planta foi secada a sombra e a porcentagem de materia seca foi 50%.
4.4.2 Alteragdes macroscopicas e histologicas

O Coelho 1 que recebeu 12g kg™ foi eutanasiado ap6s 36 horas de experimento.
Apresentou  macroscopicamente no figado acentuacdo do padrdo lobular.
Histogicamente se observou principalmente, no septo cardiaco, dissociacdo das
miofibrilas pelo acimulo de fluido intracelular, podendo-se observar microvesiculas
intracelulares. Os cardiomidcitos estavam separados. O figado apresentava 0s
hepatdcitos vacuolizados, principalmente nas regides centrolobular a medizonal. Na
coloracédo de PAS, observou-se, nessas areas, acumulo de glicogénio. Os rins e demais
Orgdos ndo apresentaram alteracdes histoldgicas significativas.

O Coelho 2 que recebeu 18g kg morreu apés 13 horas de experimento.
Macroscopicamente, foi observado no figado acentuacdo do padrdo lobular.
Histologicamente o coracdo exibia apenas focos aleatérios de dissociacdo das
miofibrilas e separacdo dos cardiomidcitos. O figado apresentava a regido centrolobular
congesta e alguns hepatdcitos apresentavam pequenos vacuolos intracitoplasmaticos. Na
coloracdo de PAS, observou-se, nesta area, acimulo de glicogénio. Os rins e demais
0rgdos ndo apresentaram alteracGes histoldgicas significativas.

O Coelho 3 que recebeu a dose letal fracionada em 3 vezes (1/3 a cada 4 dias),
foi eutanasiado e apresentou o0 rim rugoso e com aderéncia de capsula.
Histologicamente, observou-se principalmente na regido subendocardica do septo
cardiaco e do ventriculo direito, tumefacdo dos cardiomiocitos evidenciado pela
presenca de pequenos e grandes vacuolos intracitoplasmaticos e o citoplasma com
aspecto granulado (Fig. 6). Observou-se nessas areas feixes de miofibras contendo
células tumefeitas (Fig. 7) ao lado de células normais e areas de proliferacdo de
coldgeno. Muitas miofibrilas tinham tumefacdo acentuada e, algumas vezes,
apresentavam vacuolos ao redor do nucleo. Foi observado ainda hepatite periportal e
nefrite multifocal moderada que ndo se atribuiu a planta e foi repetido o experimento
com o coelho 4. Este coelho ndo apresentou as lesdes macroscopicas e histoldgicas do
figado e rim do coelho 3 e as lesdes histologicas do coracdo foram similares as do

coelho 3.
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Figura 6. Coelho 3. Septo cardiaco. Tumefacdo dos cardiomiocitos. Edema do

intersticio. Presenga de vacuolos intrasarcoplasmicos. Algumas células mostram
dissociacdo dos feixes de miofibrilas, dando, ao corte transversal, um aspecto granular.
HE. 400X.
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Figura 7. Coelho 3. Septo cardiaco. Tumefacdo das células cardiacas. Presenca de

vacuolos intrasarcoplasmicos. Algumas células mostram dissociacdo dos feixes de
miofibrilas. HE. 400X.

O Coelho 5 que recebeu a dose letal fracionada em 5 vezes (1/5 a cada 4 dias),
foi eutanasiado. N&o apresentou alteracdes macroscépicas ou histoldgicas significativas.

O Coelho 6 que receberia o dobro da dose letal fracionada em 6 vezes (1/3 a
cada 4 dias) morreu apés um dia da ingestdo da quinta dose. Na necropsia, foi
observado figado aumentado de tamanho com marcada acentuacdo do padrdo lobular,
pulméo congesto e coracdo globoso. Ao ser fatiado em cortes transversais, havia focos
esbranquicados na musculatura adjacente aos pontos de insercdo das cordas tendineas
do ventriculo esquerdo. Histologicamente foram encontrados no coragdo, focos de
fibrose com predominio de colageno (Fig. 8) principalmente na musculatura adjacente
aos pontos de insercdo das cordas tendineas do ventriculo esquerdo e de forma
multifocal no septo cardiaco. No ventriculo direito, observou-se aumento do espaco
intercelular evidenciado pelo afastamento entre os cardiomidcitos e o colageno
proliferado. Nessas areas havia cardiomidcitos hipercontraidos ao lado de células
hipereosinofilicas e de células tumefeitas com vacutolos intrasarcoplasmicos. Discreto
infiltrado inflamatério mononuclear estava presente em algumas dessas areas (Fig. 9). O
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figado se apresentava congesto e 0 pulmé&o exibia congestdo, enfisema e hemossiderina.
Os rins e os demais 6rgdos ndo apresentaram alteracGes histoldgicas significativas. Este
experimento foi repetido com mais dois animais (Coelhos 7 e 8). O coelho 7 morreu
também ap6s 1 dia da ingestdo da quinta dose e as lesdes macroscopicas e histoldgicas
(Fig. 10) foram similares as do Coelho 6. O Coelho 8 recebeu as 6 doses e foi
sacrificado apds 4 dias da ultima administracdo e apresentou lesdes macroscopicas e
histolégicas (Fig. 11) similares aos Coelho 6 e 7.

Figura 8. Coelho 6. Ventriculo esquerdo. Area de fibrose com predominio de colageno.
HE. 400X.
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Figura 9. Coelho 6. Ventriculo direito. Musculatura com aumento do espaco intercelular

apresentando discreta deposicdo de colageno entre as fibras cardiacas. Edema
intersticial com infiltrado discreto de células mononucleares. HE. 200X.
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Figura 10. Coelho 7. Septo interventricular. Extensa area de fibrose (canto inferior

direito). Tricromico de Masson. 40X.
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Figura 11. Coelho 8. Ventriculo direito. Musculatura apresentando aumento do espaco

intercelular e deposicdo de colédgeno entre as fibras cardiacas. Tricromico de Masson.
200X.

O Coelho 9 que recebeu o dobro da dose letal fracionada em 10 vezes (1/5 a
cada 4 dias), foi eutanasiado. Apresentou queda de peso durante o experimento (15% do
peso corporal) ao final de 44 dias de experimento e ndo exibiu lesGes macroscopicas.
Histologicamente, foi observado no coracdo tumefacdo dos cardiomidcitos evidenciado
pela presenca de pequenos e grandes vacuolos intrasarcopldsmicos e o citoplasma com
aspecto de granulacdo fina. Observou-se, nestas areas, feixes de miofibras contendo
células tumefeitas e células normais e areas de proliferacdo de colageno formando
extensas areas cicatriciais (Fig. 12). O septo cardiaco e a musculatura adjacente as

cordas tendineas apresentavam extensas areas de fibrose (Fig. 13, 14 e 15).
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Figura 12. Coelho 9. Ventriculo esquerdo. Tumefagdo dos cardiomidcitos evidenciada

pela presenca de pequenos e grandes vacuolos intrasarcoplasmicos e o citoplasma com
aspecto de granulacdo fina. Pode ser observado a deposicdo de colageno entre as fibras.
HE. 400X.
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Figura 13. Coelho 9. Septo cardiaco. Extensa area de fibrose. HE. 200X.
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Figura 14. Coelho 9. Miocardio. Foto Submacroscopica. Extensa area de fibrose na
musculatura adjacente as cordas tendineas. Tricromico de Masson.

Figura 15. Coelho 9. Miocéardio. Histologia do miocardio da foto submacroscopica.
Extensas areas de fibrose. Tricromico de Masson. 100X.



41

O Coelho 10 que recebeu a dose letal fracionada em 9 vezes e administrada
diariamente (1/9 a cada dia) foi eutanasiado. N&o apresentou altera¢cBes macroscopicas

ou histologicas significativas.

4.4.3 Microscopia eletronica de transmissao

Os coelhos da determinacdo da dose toxica letal (Coelhos 1 e 2) apresentaram
acentuada tumefacdo dos cardiomidcitos, alguns com miofibrilas rompidas e grande
quantidade de mitocondrias com acentuada tumefacdo, desorganizacéo, atrofia e ruptura
das cristas e matriz acentuadamente eletrodensa. Muitas mitocondrias exibem projecdes
da membrana mitocondrial e ruptura inicial da membrana mitocondrial externa e
posteriormente da membrana mitocondrial interna. A tumefacdo dos cardiomiocitos
provoca inicialmente separacdo das miofibrilas com ruptura e desorganizacdo dos
sarcomeros, com permanéncia, em alguns locais, somente de fragmentos de linhas Z,
algumas com restos de miofibrilas aderidas (Fig. 16-21). O reticulo sarcoplasmatico ndo
exibe alteragbes notaveis, mas os sistemas T se mostravam dilatados e rompidos em
alguns pontos. Néo foi observado acimulo de glicogénio no interior destas células.

Os coelhos que receberam a planta com intervalos de 4 dias apresentaram as
mitocondrias tumefeitas, com as cristas rompidas € a membrana mitocondrial com
projecdes das membranas delimitantes. As miofibrilas dos sarcomeros se apresentavam
rompidas e o sarcoplasma mostrava acimulo de fluido e de granulos de glicogénio sob a
forma monoparticulada (Fig. 22). Em todos os coelhos que receberam a planta com
intervalos de 4 dias, foi observado acimulo de glicogénio no sarcoplasma. O reticulo
sarcoplasmico ndo exibia alteracGes notaveis, mas os sistemas T se mostravam dilatados
e rompidos em alguns pontos (Fig. 23). O padréo de lesdo celular ndo era uniforme,
observando-se em um campo algumas células com graves alteracbes e outras,
praticamente normais (Fig. 24). Algumas células apresentavam perda de miofibrilas ao
redor do nucleo, resultando em acumulo de fluido na regido perinuclear (Fig. 25-26). No
intersticio, foi observado deposicdo de colageno que aparecia em maior quantidade ao
redor de capilares (Fig. 27-30). O colageno era observado geralmente formando septos
entre um vaso e outro. O aumento da fibrose no endomisio cria pontes conjuntivas com
o0 colageno perivascular. Os vacuolos intracitoplasmaticos observados mais nitidamente
no coelho 3 continham fluido e granulagBes grosseiras, provavelmente restos de
miofibrilas degeneradas. Restos de membranas puderam também ser observados. Esses

vacuolos ndo eram delimitados por membrana (Fig. 31).
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Figura 16. Coelho. Controle. Miocardio.
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7000 x|80 kV —2 ym——

Figura 17. Coelho 1. Miocérdio. Célula com grande quantidade de sarcomeros rompidos
e acumulo de liquido intracitoplasmatico. H& desorganizagdo dos sarcomeros e
separacdo de feixes de miofibrilas por edema (seta). As mitocondrias encontram-se
tumefeitas, rompidas e com projecdes da membrana mitocondrial.
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7000 x|80 kV 5 ym

Figura 18. Coelho 2. Miocardio. Célula com acumulo de liquido intracitoplasmatico
grande quantidade de mitocondrias tumefeitas, rompidas e com projecGes da membrana
mitocondrial. Ha ruptura e desorganizacdo dos sarcomeros podendo ser observado
fragmentos de linhas Z (seta), algumas com restos de miofibrilas aderidas
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12000 x /80 kV —1 hm——

Figura 19. Coelho 2. Miocérdio. Tumefacdo de cardiomidcito, separacdo e ruptura dos
feixes de miofibrilas. Tumefagcdo das mitocondrias com desorganizacdo e ruptura das

cristas e das membranas externa e interna (seta).
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Mag HV
20000 x|80 kV 1 um

Figura 20. Coelho 1. Miocardio. Mitocondrias tumefeitas apresentando desorganizacéo,
atrofia e ruptura das cristas e matriz acentuadamente eletrodensa. Ha projecdes da
membrana mitocondrial para o exterior e ruptura da membrana mitocondria externa.

Ponto de ruptura (seta).
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Mag HV
50000 x|80 kV —200 nm—

Figura 21. Coelho 2. Miocardio. Mitocéndria tumefeita apresentando ruptura da

membrana mitocondrial externa (seta).
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7000 x|80 kY

Figura 22. Coelho 8. Miocéardio. Cardiomiocito tumefeito com sarcoplasma exibindo
abundantes depdsitos de glicogénio sob a forma monoparticulada. Tumefacdo das
mitocondrias com ruptura e desorganizacao das cristas. Ha atrofia, separacdo e ruptura

dos feixes de miofibrilas.
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Figura 23. Coelho 3. Miocardio. Sistema T dilatado (seta).
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7000 x80 kV ——5um

Figura 24. Coelho 8. Miocardio. Célula a esquerda exibindo desorganizacdo dos
sarcomeros pelo edema intracelular. Célula ao centro com mitocdndrias tumefeitas e
sarcomeros aparentemente normais. Célula da direita com desorganizacdo dos

sarcomeros, edema intracelular e acumulo de glicogénio.
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Figura 25. Coelho 3. Miocardio. Perda de miofibrilas ao redor do ndcleo resultando em
acumulo de fluido na regido perinuclear (célula a esquerda). Discreta lesdo nos
sarcomeros (célula da direita). Ambas as células apresentam tumefacdo mitocondrial.

Figura 26. Coelho 3. Miocardio. Edema perinuclear. Ruptura de miofibrilas, sarcbmeros
desorganizados e mitocondrias tumefeitas. Tubulo T discretamente dilatado (seta).
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Figura 27. Coelho 8. Miocéardio. Cardiomiocito exibindo atrofia de feixes de

miofibrilas, mitocondrias tumefeitas e discretos depdsitos de glicogénio (*). Acentuada
fibrose intersticial (seta). Limite celular (cabeca de seta).
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Figura 28. Coelho 3. Miocérdio. Processo inicial de deposicdo de colageno na periferia

de um vaso (detalhe no inset). Ha focos iniciais de deposicdo de colageno entre duas
células. As células apresentam o0s sarcomeros rompidos, acumulo de liquido
intracitoplasmatico e mitocondrias tumefeitas. Na célula do canto superior direito
observa-se grande quantidade de acimulo de fluido ao redor do nicleo.
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Figura 29. Coelho 8. Miocérdio. Vasos sangliineos de pequeno calibre (hemécia H)

apresentando proliferacdo de coldgeno ao seu redor. As células apresentam o0s
sarcomeros rompidos, acumulo de liquido intracitoplasmatico e mitocondrias
tumefeitas. A célula do canto superior direito apresenta maior quantidade de glicogénio
monoparticulado (*) do que a célula inferior. O aumento da fibrose no endomisio cria
pontes conjuntivas com o colageno peri-vascular.



55

Figura 30. Coelho 8. Miocardio. Deposicdo de grande quantidade de colageno no

endomisio. As células apresentam os sarcOmeros rompidos, acimulo de liquido
intracitoplasmatico e mitocondrias tumefeitas. No canto inferior esquerdo nucleo
apresentando ao seu redor grande quantidade de fluido intracelular. Inset. Detalhe do

colageno depositado.
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Figura 31. Coelho 3. Miocérdio. Vacuolos intracitoplasmaticos de diferentes tamanhos,

ndo delimitados por membrana, contendo fluido, restos de miofibrilas e organelas
degeneradas.
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5 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo sugerem que os casos de fibrose em bovinos oriundos
da regido nordeste do Rio Grande do Sul séo causados pela ingestdo de pequenas doses
de Amorimia exotropica durante longos periodos de tempo. Embora experimentalmente
ndo se tenha reproduzido a fibrose em bovinos, coelhos tem sido utilizados como
modelo experimental para intoxicacdo por diversas plantas que causam morte sem
lesbes morfologicas macroscopicamente incluindo o género Amorimia (TOKARNIA et
al., 1998).

Neste experimento, as lesdes histoldgicas observadas no coracdo dos coelhos
intoxicados permitiram concluir que A. exotropica produz fibrose cardiaca, quando a
dose toxica letal (18 g kg™) é fracionada em doses de 3,69 e 6g e administrada com
intervalo de 4 dias até alcancar o dobro da dose toxica letal. Dosagens de 6g
administrada com intervalo de 4 dias até alcancar a dose toxica letal induzem alteragdes
celulares e deposicéo discreta de colageno no intersticio.

As lesdes microscopicas observadas no miocardio dos coelhos experimentais séo
gualitativamente as mesmas encontradas em outras cardiomiopatias tdxicas induzidas
em ruminantes domésticos por plantas como A. glazioviana em bovinos (GAVA &
BARROS 2001), Tetrapterys acutifolia e T. multiglandulosa (TOKARNIA et al., 1990;
PEIXOTO et al., 1995) Acacia georginae (WHITTEM & MURRAY 1963)
Pachystigma pygmaeum, P. thamnus, P. latifolium,, Pavetta harborii, P. schumanniana,
Fadogia monticola e F. homblei (HUNTER et al., 1972, KELLERMAN et al., 1988,
FOURIE et al., 1995).

Modificagdes nucleares, como cardiomidcitos com varios nucleos em cadeia,
vistas como tentativa de regeneracdo do musculo cardiaco (STUNZI & TEUSCHER,
1970), séo achados frequentes na intoxicacdo por Tetrapterys spp. (TOKARNIA et al.,
1989Db) e ndo foram vistas nas intoxicagdes espontaneas em bovinos e experimentais em
coelhos neste trabalho.

Os achados da microscopia eletronica sugerem que as alteracGes das celulas
cardiacas possam estar ligadas as lesbes mitocondriais induzidas pela planta, pois ndo
estavam presentes nos coelhos controle. N&o foi possivel determinar em que ponto do
processo de glicogenolise houve interferéncia da toxina presente na Amorimia
exotropica. O aumento do glicogénio encontrado nos cardiomiécitos dos coelhos que

receberam a planta com intervalos de quatro dias pode ser uma incapacidade das células
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cardiacas de utiliza-lo adequadamente, possivelmente por interferéncia nos sistemas
enzimaticos responsaveis pela glicogendlise como acontece com a planta
Castanospermum australe (REICHMANN et al., 1987). O aumento do glicogénio
sugere diminuicdo da atividade metabolica e da glicogendlise, fortalecendo a hipotese
de um dano nos cardiomidcitos induzido pela acdo da Amorimia exotropica. O acumulo
de glicogénio é mais um indicador de consumo celular deficiente que de aumento da
atividade metabolica (GHADYALLY, 1997).

O fluoroacetato foi identificado como o principio ativo de P. marcgravii, A.
bilabiata (MORAES, 1993, KREBS et al., 1994) e Amorimia rigida (CUNHA et al.,
2006). O principio ativo de A. exotropica ndo foi ainda determinado, bem como o
principio de outras plantas que causam morte sem lesdes morfoldgicas
macroscopicamente como: P. aeneofusca, P. juruana, P. grandiflora, Arrabidaea
japurensis, Pseudocalymma elegans, A. elegans, A. pubiflora e A. aff. rigida, contudo,
sugere-se que o fluoroacetato esteja também envolvido devido & semelhanga nas
alteracdes clinico-patoldgicas observadas (RIET-CORREA et al., 2006).

Ultraestruturalmente o padréo de deposicdo de colageno nas areas de fibrose do
miocardio dos coelhos ocorre ao redor de vasos de pequeno calibre e 0 aumento da
fibrose no endomisio cria pontes conjuntivas com o colageno perivascular. Este padrao
é similar ao observado na cirrose hepatica induzida por reacdo com drogas ou consumo
excessivo de alcool, nos quais a deposicdo de colageno € feita ao redor da porcgéo
terminal das vénulas e as fibrilas colagenas proliferam das areas centrolobulares para o
espaco perisinusoidal (NAKANO & LIEBER, 1982; NAKANO et al., 1982).

O quadro clinico de insuficiéncia cardiaca aguda provocando a morte sem lesdes
morfolégicas macroscopicas na intoxicacdo por A. exotropica €, provavelmente,
causado pela grave lesdo mitocondrial. Muitas mitocondrias exibem acentuada
tumefacdo, desorganizacdo, atrofia e ruptura das cristas e matriz acentuadamente
eletrodensa. O acimulo de fluido intracelular é consequéncia do dano mitocondrial com
decréscimo na producdo de energia, mau funcionamento das bombas idnicas,
desequilibrio osmatico e entrada de liquido no sarcoplasma. O acumulo de fluido
intracelular provoca inicialmente a separacdo das miofibrilas e posterior rompimento
das mesmas, levando a ruptura desorganizagcdo e desaparecimento dos sarcomeros,
permanecendo em alguns locais somente fragmentos de linhas Z, algumas com restos de

miofibrilas aderidas e, finalmente colapso do miocardio. O esquema a seguir resume a



59

patogenia da morte sem lesdes morfoldgicas macroscopicamente sugeridas de acordo
com os resultados obtidos no presente trabalho:
Ingestdo de Amorimia exotropica

|

Lesdo mitocondrial

l

Decreéscimo na producéo de energia

l

Mau funcionamento das bombas de Na* e K*

l

Desequilibrio osmotico no sarcoplasma

l

Entrada de liquido para o sarcoplasma.
Edema intracelular acentuado

Degeneracdo miofibrilar
Desestruturagéo e desaparecimento de sarcoOmeros
Dilatacdo e ruptura dos tabulos T

Estresse ? —>
Colapso do miocardio

O experimento em coelhos sugere que a fibrose que ocorre espontdneamente nos
bovinos seja causada pela ingestdo de pequenas quantidades de A. exotropica por
periodo prolongado de tempo. A pouca quantidade de planta nas areas onde os bovinos
permaneciam aparentemente é consequéncia da ingestéo da brotacdo durante todo o ano,
e que induziria a fibrose cardiaca observada. Os casos de morte sem lesGes morfoldgicas
macroscopicas, por sua vez, ocorrem quando os bovinos ingerem a grande quantidade
da planta.

O diagndstico diferencial da intoxicagdo por A. exotropica deve ser realizado
com outros agentes que possam causar lesdo cardiaca. No Brasil, as cardiomiopatias
toxicas incluem a intoxicacdo pelas plantas Ateleia glazioviana, Tetrapterys acutifolia,
T. multiglandulosa (TOKARNIA et al., 1989; PEIXOTO, et al., 1995; TOKARNIA et
al., 1990), Senna occidentalis (BARROS et al., 1990), Nerium oleander (PEDROSO et
al., 2009), intoxicagdo por antibidticos iondéforos (GAVA et al., 1997; BARROS,
2007a), e deficiéncia de selénio/vitamina E (BARROS, 2007b).
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As plantas Ateleia glazioviana, Tetrapterys acutifolia e T. multiglandulosa
ocorrem em areas geograficas diferentes das de ocorréncia de A. exotropica. A
intoxicacdo por Senna occidentalis € descrita em varias especies e causa lesdes
degenerativas e necrosantes nos musculos esqueléticos e, em menor grau, no miocardio,
sendo geralmente mencionada no diagndéstico diferencial das miocardiopatias toxicas e
nutricionais de ruminantes. No entanto, na intoxicacdo por S. occidentalis, as lesoes
cardiacas, se de fato ocorrem, s&o minimas e néo séo associadas a fibrose; além disso, as
lesbes degenerativas dos musculos esqueléticos, vistas na intoxicagdo por S.
occidentalis, ndo sdo observadas na intoxicacdo pelas plantas cardiotoxicas (BARROS
etal., 1990).

Surtos de mortalidade ou insuficiéncia cardiaca congestiva tém sido descritos em
bovinos e ovinos intoxicados por antibidticos ionéforos (BARROS, 2007a). Alguns
aspectos clinicos e achados de necropsia nesses casos podem se assemelhar aos da
intoxicacdo por A. exotropica. No entanto, as lesdes degenerativas observadas nos
musculos esqueléticos nestes casos (BASTIANELLO et al., 1995; WOUTERS et al.,
1997), ndo sdo observadas nos casos de intoxicacao por A. exotropica.

A miopatia nutricional por deficiéncia de selénio/vitamina E tém causado surtos
de mortalidade no RS (BARROS, 2007b). Diferentemente da intoxicacdo por A.
exotropica, a miopatia nutricional se caracteriza por degeneracdo dos musculos
esqueléticos e do miocardio e afeta principalmente bezerros e cordeiros jovens (2-4
meses) de crescimento rapido. A fibrose cardiaca causada por A. exotropica afeta
animais maiores de 2 anos. Fibrose cardiaca foi observada em bovinos e ovinos no
estado de Rondodnia e reproduzida experimentalmente em ovinos pela ingestdo de A.
sepium (SCHONS et al., 2011).

Até o momento, no Brasil, as unicas plantas capazes de induzir doenca
espontdnea com fibrose cardiaca em bovinos eram Tetrapterys acutifolia, T.
multiglandulosa (TOKARNIA et al., 1990; PEIXOTO et al., 1995) e A. glazioviana
(GAVA & BARROS 2001). Amorimia exotropica so era reconhecida como causadora
de morte sem lesdes morfologicas apreciaveis macroscopicamente (GAVA et al., 1998).
Os resultados deste experimento permitem afirmar que a A. exotropica pode causar dois
quadros clinicos: um com morte sem lesGes morfologicas apreciaveis
macroscopicamente ja descrito anteriormente (GAVA et al., 1998) e outro com fibrose
cardiaca, quando pequenas doses de planta sdo ingeridas por um periodo prolongado de

tempo.
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6 CONCLUSOES

1. A ingestdo de A. exotropica causa fibrose cardiaca em coelhos.

2. A fibrose cardiaca observada nos bovinos € causada por A. exotropica e
apresenta dois padrdes distintos. Um padrdo caracterizado por areas de fibrose
multifocais a coalescentes e outro padréo caracterizado por fibrose intersticial.

3. A morte sem lesdes morfoldgicas apreciaveis macroscopicamente causada pela

intoxicacdo por A. exotropica € consequéncia da grave lesdo das mitocondrias e
perda da producdo de energia necessaria ao funcionamento das bombas de sodio-
potéssio induzindo desequilibrio eletrolitico e entrada de liquido para o
sarcoplasma. O intenso edema intracelular produz separagdo e ruptura das
miofibrilas, desorganizacdo, rompimento e desaparecimento de sarcémeros e

finalmente colapso do miocérdio.
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