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RESUMO

INTOXICACAO POR Trema micrantha (CANNABACEAE) EM EQUINOS

Este estudo caracteriza a intoxicagdo por Trema micrantha em equinos, até entao
desconhecida nesta espécie. No primeiro artigo (artigo 1), ¢ descrito um surto
espontaneo de intoxica¢do por 7. micrantha em equinos que ocorreu em junho de 2007,
no Municipio de Sao José do Herval, na regido da encosta da serra do Rio Grande do
Sul. Dois equinos morreram na propriedade, apos uma arvore de 7. micrantha ter sido
derrubada por um temporal e suas folhas terem sido consumidas pelos animais. O
quadro clinico patoldgico apresentado foi caracteristico de insuficiéncia hepéatica aguda,
com desenvolvimento de encefalopatia hepatica. Subsequentemente, para melhor
caracterizar a intoxica¢ao por Trema micrantha em equinos, desenvolveu-se um
experimento (artigo 2). Quatro poneis receberam e consumiram espontaneamente folhas
de T. micrantha, em doses Unicas de 30, 25 e 20g/kg. Um equino recebeu uma dose de
15 e outra de 25g/kg, 30 dias apds. Trés animais adoeceram e evoluiram para morte. Os
principais sinais clinicos apresentados foram apatia, desequilibrios, dificuldade de
degluticao, decubito esternal, decubito lateral, movimentos de pedalagem coma e morte.
Os trés equinos afetados apresentaram elevacdo na atividade sérica de gama glutamil
transferase (GGT), nos niveis séricos de amonia, além de diminui¢ao da glicemia. Os
principais achados patologicos foram encontrados no figado e no encéfalo dos trés
animais. O figado apresentava macroscopicamente acentuacdo do padrdo lobular,
enquanto que no encéfalo havia areas amareladas na superficie de corte, mais evidentes
na substancia branca do cerebelo. Microscopicamente, o figado apresentava necrose,
predominantemente centrolobular e hemorragia. No encéfalo, havia edema perivascular
generalizado e astrécitos Alzheimer tipo II na substincia cinzenta. Esses astrocitos
apresentaram marcacdo fraca ou negativa na imuno-histoquimica anti-GFAP e
marcacao positiva do antigeno S-100. A dose letal minima de folhas de 7. micrantha
estabelecida nesse experimento foi de 20g/kg. A maior sensibilidade da espécie equina
constatada nesse estudo, a ampla distribuicdo de 7. micrantha, bem como sua
palatabilidade reforcam a importancia da planta em casos acidentais de intoxicacdo
nessa espécie.

Palavras chave: Equinos, intoxicacdo por plantas, Trema micrantha, necrose hepatica,
encefalopatia hepatica.



ABSTRACT

Trema micrantha (CANNABACEAE) POISONING IN HORSES

This study characterizes Trema micrantha poisoning in horses, previously unknown in
this species. The first article (Article 1) describes an outbreak of 7. micrantha poisoning
in horses. The disease occurred in June 2007, in the Municipality of Sdo José do Herval,
Rio Grande do Sul State. Two horses died after consuming the leaves of the branches
from a 7. micrantha tree, which had been felled by a storm. Clinical pathology
presented by the animals was characteristic of an acute liver failure with development
of hepatic encephalopathy. To further characterize the Trema micrantha poisoning in
horses, an experiment was carried out (Article 2). Four ponies received and
spontaneously consumed green leaves of 7. micrantha, at the doses of 30, 25, and 20
g/kg. One horse received two doses, 15 and 25 g/kg, 30 days apart. Three animals were
affected and died. The main clinical signs were apathy, equilibrium deficit, deglutition
difficulty, sternal or lateral recumbency, paddling, coma and death. These tree diseased
ponies had also enhanced seric activity of gamma-glutamyl transferase (GGT), seric
ammonia apart of diminished glycemia. The main pathological findings were observed
in the liver and encephalon. There were enhanced lobular pattern of the livers and
yellowish areas in the cut surface of the encephalon, especially visualized in the
cerebral white matter. Microscopically, there was hepatic necrosis predominantly
centrilobular apart of hemorrhages. Generalized perivascular edema and Alzheimer type
IT astrocytes were observed in the encephalon. The Alzheimer type II astrocytes showed
weak or absent anti-glial fibrillar acid protein immunostaining associated with positive
immunostaining for S-100 protein. The minimal lethal dose of Trema micrantha leaves
was established at 20 g/kg. The high sensibility of this species to this plant, its wide
distribution, and the high palatability of the plant reinforce the importance of Trema

micrantha in accidental episodes of intoxication in horses.

Key words: Equine, plant poisoning, Trema micrantha, liver necrosis, hepatic
encephalopathy.



11

1. INTRODUCAO

Trema micrantha (fam. Cannabaceae) ¢ popularmente conhecida como
canditiba, granditva ou pau-de-polvora. Intoxicagdes naturais e experimentais por
Trema micrantha sdao descritas em caprinos (TRAVERSO ef al. 2002; 2003). A
intoxicagao experimental também foi reproduzida em bovinos (TRAVERSO et al
2004) e coelhos (TRAVERSO; DRIMEMEIER, 2002). As doses toxicas de Trema
micrantha foram de 30g/Kg em caprinos (TRAVERSO et al. 2002), 35g/kg em coelhos
(TRAVERSO; DRIEMEIER, 2002) e 50g/kg em bovinos (TRAVERSO et al. 2004).
Na Australia, Trema tomentosa ¢ descrita como naturalmente téxica para equinos
(HILL; WILLS; DOWLING; 1985) e camelos (TRUEMAN; POWEL, 1991) ¢
experimentalmente para bovinos, caprinos, ovinos e animais de laboratdrio
(MULHEARN, 1942; OELRICHS, 1968).

O quadro clinico-patologico observado ¢ de insuficiéncia hepatica aguda por
necrose hepatocelular. Os sinais clinicos descritos na intoxicacdo por Trema micrantha
em bovinos e caprinos consistem de apatia, anorexia, sialorreia, tremores musculares,
disfagia, agressividade, relutdncia ao movimento, ictericia, decubito esternal, dectbito
lateral, movimentos de pedalagem, coma e morte. Os achados macroscopicos mais
significativos observados nestas intoxicagdes sao encontrados no figado e consistem em
acentuagdo do padrdo lobular, visivel nas superficies capsular e de corte caracterizada
por areas vermelhas escuras, deprimidas, delimitadas por areas claras e hemorragias
aleatorias. Histologicamente a lesdo hepatica ¢ caracterizada por necrose centrolobular
com tumefacdo e vacuolizagdo de hepatocitos periportais (TRAVERSO et al. 2002;
2003; 2004). No Brasil trés géneros de plantas sdo reconhecidamente hepatotoxicas para
equinos. Crotalaria retusa no Estado da Paraiba (NOBRE ef al. 2004) e Senecio spp no
Rio Grande do Sul e Santa Catarina (GAVA; BARROS, 1997) contém alcaloides
pirrolizidinicos e causam quadros clinico-patologicos caracteristicos de fibrose hepatica,
enquanto que, Brachiaria humidicola ¢ responsavel por casos de fotossensibilizagdo
hepatogena em equinos no Estado do Para (BARBOSA et al. 2006). Nenhuma planta
que cause um quadro clinico-patolégico de necrose hepatica aguda, caracteristico da
intoxicagao por Trema micrantha, ¢ descrita em equinos no Brasil.

O objetivo do presente estudo € relatar a ocorréncia de intoxicacdo natural por

Trema micrantha em eqiiinos no Estado do Rio Grande do Sul e descrever a reproducao
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experimental da intoxica¢do nesta espécie. Além disso, salienta as alteragdes clinico-
patologicas dos animais afetados, além de comprovar a toxidez de Trema micrantha

para equinos e determinar a dose toxica para esta espécie.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Trema micrantha — Caracteristicas botanicas, distribuicao e utilizacoes.

Trema micrantha (fam. Cannabaceae), conhecida popularmente como
granditiva, crindiuva, pau-polvora, periquiteira, curindiba, ¢ uma espécie arborea,
perene, ereta, bastante ramificada, de copa alargada e crescimento rapido que atinge 5 a
15 metros de altura (Figura 1). Seu tronco ¢ ereto, podendo chegar a 40cm de didmetro,
de casca inteira ou levemente fissurada, madeira mole e pouco resistente. Sua folhas sao
alternas, com margens caracteristicas serruladas, base arredondada e apice agudo com
até 12cm de comprimento e Scm de largura (Figura 2). Suas flores sdo pequenas, pouco
vistosas e de coloracdo creme. Os frutos sao drupas globosas com 2-3mm de didmetro,
de coloragdo amarelada, avermelhada ou roxa na maturacdo (KISSMANN, 2000;
LORENZI, 2000).

A planta ocorre em diversas condigdes ecologicas, menos em areas muito
umidas. Prefere solos porosos e com boa fertilidade, florescendo e frutificando nos
meses de abril e maio (KISSMANN, 2000, LORENZI, 2000). E encontrada em grande
parte da América do Sul, e também nas Américas Central e do Norte. No Brasil esta
amplamente distribuida em formacdes florestais e como vegetagdo secundaria em
terrenos abandonados. E infestante agressiva em campos de pastagem nativa e areas
desocupadas. (PIO-CORREA, 1984; VASQUEZ, 1998; KISSMANN, 2000).

E uma planta de facil estabelecimento na formacgdo de florestas mistas e é
utilizada como espécie pioneira em sistemas de reflorestamento e recuperacao de solos
degradados (CASTELLANI; AGUIAR, 1998). Suas folhas sdo prontamente
consumidas pelo gado, especialmente em épocas de estiagem, e em certas regides a
folhagem ¢ fornecida aos animais. As flores sdo meliferas e os frutos sdo avidamente
consumidos pelas aves, que contribuem para sua distribuicdo. A madeira ¢ aproveitada

em carvoarias, mas outros usos sao limitados (KISSMANN, 2000, LORENZI, 2000).



Figura 1: Aspecto de uma arvore de Trema
micrantha em crescimento.

Figura 2: Detalhe de um galho de Trema micrantha com o
aspecto das folhas e frutos.
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2.2 Intoxicacdes por plantas do género Trema

Relatos de intoxicacdes por plantas do género Trema sdao descritas na Australia
pela espécie Trema tomentosa desde 1942 (MULHEARN, 1942) e no Brasil por Trema
micrantha desde 2000 (TRAVERSO; DRIEMEIER, 2000).

2.2.1 Intoxicagdes por Trema tomentosa

Um surto de intoxica¢ao em equinos associado ao consumo de 7. tomentosa foi
observado por HILL et al. (1985) na Austrdlia. Quatro equinos morreram apos
consumirem a planta e apresentaram sinais clinicos semelhantes aos de coélica aguda
com postura rigida, relutdncia ao movimento, dispneia, poliiria e taquicardia. Na
necropsia, a Unica alteragdo observada foi encontrada no figado que estava friavel e
tinha aspecto “moteado”. Microscopicamente o figado dos trés animais mais afetados
apresentava necrose de coagulagdo centrolobular e hemorragia. No equino menos
afetado havia tumefagdo e necrose centrolobular discreta e proliferacdo de ductos
biliares.

Um surto de intoxicacdo por 7. tomentosa em camelos foi observado por
TRUEMAN & POWELL (1991) apds os animais serem colocados em um parque na
Austrélia e consumirem a planta. Os sinais clinicos apresentados foram anorexia,
fraqueza, diarreia e morte. Na necropsia os animais apresentaram hemorragias no tecido
subcutaneo, ramen, abomaso, duodeno e figado. Microscopicamente no figado de um
camelo analisado havia necrose de coagulagdo aguda massiva com severa hemorragia.

A reprodugdo experimental da intoxicagdo por 7. tomentosa foi realizada por
MULHEARN (1942) em bovinos, ovinos € caprinos através da administracao da planta
e por OELRICHS (1986) em animais de laboratorio pela ingestdo de trematoxina,

principio toxico extraido das folhas de 7. tomentosa.
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2.2.2 Intoxicagdes espontaneas por Trema micrantha

No Brasil, surtos associados a ingestdo de Trema micrantha foram descritos em
caprinos no Rio Grande do Sul (TRAVERSO et al. 2003, 2005). No primeiro surto
observado por TRAVERSO et al. (2003) dois caprinos mantidos estabulados morreram
apos folhas verdes de 7. micrantha serem cortadas, apos a derrubada de arvores e
fornecidas aos animais no cocho. Um caprino foi necropsiado e foi observada ictericia e
palidez da carcaca e hemorragias no tecido subcutaneo. O figado estava amarelado,
friavel e com padrdo lobular evidente. Microscopicamente havia necrose hepatica
centrolobular com hemorragia. No encéfalo havia vacuolizacdo e necrose de neurdnios
no cortex e hipocampo.

Um segundo surto foi observado por TRAVERSO et al. (2005) em uma
propriedade onde sete animais morreram, de um total de 42, apos consumirem as folhas
de uma arvore de 7. micrantha que havia caido. Foi observada apatia progressiva nos
animais afetados e morte 48 horas apo6s o inicio dos sinais clinicos. No figado de dois
animais necropsiados foi identificado aumento do padrao lobular e microscopicamente

havia necrose hepatocelular que variava de centrolobular a difusa e intensa hemorragia.

2.2.3 Intoxicagdes experimentais por Trema micrantha

Intoxicacdo experimental por 7. micrantha foi realizada em coelhos
(TRAVERSO; DRIEMEIER 2000), caprinos (TRAVERSO et al. 2002) e bovinos
(TRAVERSO et al. 2004).

2.2.3.1 Reprodugdo experimental em coelhos

Em coelhos a planta foi toxica a partir de 35g/kg. Os animais intoxicados
apresentavam anorexia, diarreia, tremores musculares e incoordenagdo a partir de 24
horas ap0s a ingestdo. A morte dos animais ocorria entre 2 a 5 dias apds a ingestdo das
folhas. Na necropsia foi observado figado palido e friavel, hemorragias no tecido
subcutaneo e¢ edema da serosa do estomago, intestino delgado e vesicula biliar.

Microscopicamente havia vacuolizagdo e necrose hepatocelular centrolobular e
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alteracdes degenerativas e necrdticas em neurdnios do tronco cerebral, cortex,

hipocampo, medula e cerebelo (TRAVERSO; DRIEMEIER 2000).

2.2.3.2 Reproducgdo experimental em caprinos

Em caprinos 7. micrantha foi toxica a partir de 30g/kg. Os sinais clinicos
iniciaram-se dois dias apOs a ingestdo e ocorreram em seis caprinos, cinco dos quais
morreram em até quatro dias. Os animais doentes permaneciam longos periodos em
estacdo, com cabeca baixa, olhar fixo, apaticos e inapetentes. Tenesmo, incoordenagdo e
movimentos ritmicos laterais da cabega também foram observados. Todos os animais
afetados apresentaram aumento na atividade sérica de gama glutamil transferase e em
um animal foi constatada a queda na glicemia. Na necropsia o figado apresentava-se
palido, fridvel e com acentuacdo do padrdo lobular. Petéquias foram constatadas no
tecido subcutaneo, no mediastino e nas serosas dos Orgdos abdominais.
Microscopicamente havia necrose hepatocelular de coagulagdo centrolobular que, em
alguns casos, atingia todo o l6bulo, associada a congestdo, hemorragia e alteracdes
degenerativas nos hepatocitos circunjacentes. No cérebro havia tumefagdo de neurdnios,
principalmente no cortex, associada a edema perivascular e perineuronal (TRAVERSO

et al. 2002).

2.2.3.3 Reprodugdo experimental em bovinos

Em bovinos, T. micrantha causou sinais clinicos em doses superiores a 50g/kg e
morte a partir de 54g/kg. Os sinais clinicos iniciaram a partir de 16 horas apds a
ingestdo da planta e as mortes entre 67 e 153 horas apds a ingestdo. Os animais
apresentavam apatia, anorexia, sialorreia, fraqueza progressiva, coma e morte. Sinais
neurologicos como pressionar a cabega contra obstdculos e movimentos laterais de
cabeca foram observados. Na necropsia o figado se apresentava friavel, com padrao
lobular acentuado e areas de hemorragia. Hemorragias petequiais foram observadas nas
serosas dos o6rgdos abdominais. Microscopicamente havia necrose hepatocelular de
coagulagdo que variava de centrolobular & massiva e hemorragia centrolobular
acentuada. Necrose tubular renal foi observada em dois animais. Alteracdes histologicas

foram encontradas no sistema nervoso central de cinco animais e consistiam de edema
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perineuronal e perivascular com basofilia e retracdo de neurdnios, principalmente no

cortex frontal TRAVERSO et al. 2004).
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3. ARTIGO 1

Neste item é apresentado o artigo que relata as intoxicacdes naturais por Trema
micrantha em equinos ocorridas em uma propriedade em 2007 e que foi aceito
para publicacio no periddico Equine Veterinary Journal e sera publicado no ano

de 2010.
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Case Report

Trema micrantha toxicity in horses in Brazil

P. M. BANDARRA, S. P. PAVARINL, D. L. RAYMUNDO, A. M. R. CORREA, P. M. O. PEDROSO, D.
DRIEMEIER*

Departmento de Patologia Clinica, Faculdade de Veterinaria, UFRGS. Avenida Bento Gongalves 9090, Agronomia
91540-000, Porto Alegre-RS, Brasil.
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Summary

After ingesting green leaves of 7. micrantha, two horses showed apathy, locomotor
deficit, blindness, recumbency, paddling, coma, and death. The main gross findings
were scattered haemorrhages, enhanced lobular pattern of liver, and cerebral oedema.
Histological changes included disseminated haemorrhages, massive hepatocellular
necrosis, neuronal degeneration, Alzheimer type II astrocytes, and cerebral perivascular
oedema. Clinicopathological findings, which were comparable with those observed in
Trema micrantha poisoned ruminants, associated with epidemiological evidence
suggested the diagnosis. Trema micrantha poisoning should be evaluated as a possible
cause in the diagnosis of equine hepatopathy and occasional secondary encephalopathy.
Introduction

Many fast-growing pioneer trees compose the genus 7rema (Ulmaceae), some of which
have been proved to be toxic to livestock. Trema micrantha is widely distributed in
South America, but it also occurs in Central and North Americas. In Brazil, T.
micrantha is particularly abundant in woodland habitats or as secondary vegetation in
derelict areas (Pio-Correa 1984; Vasquez 1998). T. micrantha has also been used as a
pioneer tree in reforestation systems, especially for the recovery of burned or degraded
soils (Castellani and Aguiar 1998; Kissmann 1999). T. micrantha leaves are palatable
and readily consumed by cattle and other herbivores, especially in times of food
shortage, occasions in which the plant has been used as source of forage (Kissmann
1999). The suspicion of Trema micrantha poisoning in livestock aroused from field
observations in the past decade of small south Brazilian goat flocks and cattle herds.
Subsequently, natural 7. micrantha poisoning has been observed in goats (Traverso et
al. 2003) and the experimental poisoning induced in rabbit, goats, and cattle at the doses

of 30, 35, and 50g/kg bw, respectively (Traverso and Driemeier 2000; Traverso et al.
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2004). Poison peach or Trema tomentosa (T. aspera), which has been shown to contain
a trematoxin (Oelrichs 1968), has also been linked to poisoning in horses (Hill et al.
1985) and other animals (Mulhearn 1942; Mcckenzie et al. 1985; Trueman and Powell
1991). The clinico-pathological syndrome in 7rema micrantha poisoning 1is
characterised by hepatic insufficiency due to hepatocellular necrosis (Traverso et al.
2003; 2004). On the other hand, 7. micrantha has been described as having analgesic,
anti-inflammatory, and hypoglycemic properties (Barbera et al. 1992; Schoenfelder et al. 2006).
This communication describes and discusses the clinical and pathological findings

observed in an outbreak of Trema micrantha poisoning in horses.

Case history and clinical findings

The disease occurred in a ranch in southern Brazil, where two out of five horses were
affected and died. Animals were kept in a 2.5-hectare paddock. Horses had been
exclusively grazing at pastures. Natural poisoning occurred due to the consumption of
green leaves of the branches of a 7. micrantha tree (figure 1A) that had fallen during a
storm 4 days before the outbreak. Branches of the plant showed clear evidence that parts
had been bitten off. A 6-year-old mare and her 1-year-old colt were affected and
showed locomotor deficit, apathy, lateral recumbency, paddling, intermittent tonic
contractions of locomotor and neck muscles (figure 1B), and coma. The mare died 48 h
after the onset of clinical signs and was necropsied 11 h after death. In addition to the
above described clinical signs, the foal also went blind and remained recumbent and
unconscious for 8 days, when it was euthanized in extremis by intravenous injection of
barbiturates and immediately necropsied. The owner reported that the affected mare was

the dominant animal in the group.

Postmorten findings

Necropsy was performed in both horses and samples of multiple tissues were collected,
fixed in formalin, processed for histology, and stained using hematoxylin-eosin,
periodic acid Schiff' (PAS), or oil red’ method (Johnson 1992). Liver presenting
enhanced lobular pattern (figure 1C), haemorrhages in subcutaneous tissues and in
thyroid and adrenal glands, apart from feces covered by mucus and blood, and mild to
moderate cerebral oedema (figure 1D) were the main gross findings. Histological
findings in the mare included centrilobular hepatocellular necrosis associated with

haemorrhage, and moderate fatty hepatocellular degeneration in periportal areas (figure
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2A). Severe subcapsular haemorrhage in the adrenal glands and in the thyroid, and
moderate diffuse congestion in heart, kidneys, and intestines were also seen. The foal
had severe diffuse hepatocellular fatty degeneration, individual hepatocyte necrosis, and
multifocal ductal proliferation. Cerebral cortex presented neuronal tumefaction with
varying numbers of Alzheimer type II astrocytes (figure 2B). Additionally, all levels of
the brain and cerebellum had perivascular oedema characterised by extravasated protein
globules best visualized in PAS stained sections (Figure 2B). Also, tumefaction and
tubular necrosis were detected in kidneys. Refrigerated fresh samples of brain,
cerebellum, and cervical spinal cord from both horses were analyzed by direct
immunofluorescence of rabies, with negative results. Weak or absent anti-glial fibrillar
acid protein’ immunostaining (1:500) associated with positive immunostaining for S-
100 protein® (1:200) performed on sections of cerebral cortex indicated the presence of

Alzheimer type Il astrocytes (Summers et al. 1995).

Discussion

T. micrantha poisoning was suspected upon clinical and pathological study of findings
(Traverso et al. 2003; 2004) associated with the presence of the plant in the paddock
where affected animals had been kept. Evidence that parts of the plant had been bitten
off and the absence of other known causes of hepatotoxity confirmed the diagnosis. The
condition described here may have been associated with monopolization of the fallen
tree by dominant individuals, which therefore may have ingested larger quantities of
green leaves of Trema micrantha as compared to the other animals in the paddock.
Certainly the good palatability of 7. micrantha (Traverso et al. 2004) has played a role
in the disease described here. In Brazil, sporadic cases of hepatotocixity in horses have
also been linked to the consumption of Senecio brasiliensis, Crotalaria retusa, and
Brachiaria decumbens; however, none of these plants has been associated with acute
liver necrosis. On the other hand, numerous plants may cause acute liver necrosis in
ruminants in Brazil (Tokarnia et al. 2002; Riet-Correa and Méndez 2007). Centrilobular
hepatocellular degeneration and necrosis are particularly common findings in
association with hepatotoxic insults and may be due to particularities of blood flow and
high enzymatic activity of the mixed-function oxidases in this region of the hepatic
lobule (Cullen 2007). Haemorrhages may be secondary to the damaged liver due to the
excessive consumption of coagulation factors in necrotic insults as well as to the

inability to further synthesize coagulation factors and platelets (Stalker and Hayes
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2007). Neurological findings were probably linked to hepatic encephalopathy and
associated with the action of neurotoxins, especially ammonia, and possibly with
several other phenomena such as alterations in neurotransmission, permeability of the
blood-brain barrier, and energy metabolism (Héaussinger et al. 2002). Astrocytes
exhibiting signs of Alzheimer type II degeneration, cerebral edema, and neuronal
degeneration have all been described in cases of hepatic encephalopathy (Haussinger et
al. 2002; Cullen 2007; Norenberg et al. 2009). The foal affected by 7. micrantha
poisoning had been recumbent and exhibited impaired consciousness for at least 8 days
before decision on euthanasia was made; therefore, it may be said that the animal could
have survived longer. Except for the Senecio-associated chronic disease in horses (Gava
and Barros 1997), such a long course of neurological failure due to hyperammonemia
has not been seen with most of the Brazilian hepatotoxic plants (Tokarnia et al. 2002;
Riet-Correa and Méndez 2007). Affected animals usually die sooner than that. Hepatic
lesions were more severe in the mare than in its foal, which showed mainly
degenerative liver changes, possibly manifested as a stage subsequent to the acute liver
damage. This animal probably remained recumbent due to neurological deficit
secondary to hyperammonemia. Nigropallidal encephalomalacia or ‘chewing disease’, a
clinically similar condition caused by the consumption of Centaurea solstitialis (yellow
star-thistle), affects horses in the USA, Argentina, and Australia (Humphreys 1988;
Knight and Walter 2001), but not in Brazil. Theiler's disease, an acute and sporadic
hepatic disease of unknown aetiology, has not been associated with acute hepatic
necrosis and haemorrhage (Stalker and Hayes 2007), changes usually seen in 7.
micrantha toxicosis. Although cerebellar lesions in Trema micrantha poisoning may
resemble those seen in cases of Fusarium verticillioides-induced equine
leukoencephalomalacia, malacia is the predominant change induced by this mycotoxin-
associated condition (Humphreys 1988; Morgavi and Riley 2007). In addition, these
horses had been fed exclusively at pastures, in which there was no source of corn.
Furthermore, the vascular lesions observed in cases of leukoencephalomalacia may also
affect larger vessels (Maxie and Youssef 2007) than those seen in cases of Trema
micrantha poisoning, in which plasma exudation occur only surround capillaries and
has not been associated with malacia. Finally, liver failure caused by blue-green algal
toxins (Humphreys 1988) is usually associated with a source of algae. Although field

observations of 7. micrantha poisoning in Brazil have been liked mainly to goat flocks,
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the present report indicates that special caution should be taken when keeping horses in

areas with 7. micrantha.
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Figure legends.

Fig. 1. A. Trema micrantha tree that have fell during a storm. The subsequent access of
horses to their leaves caused the poisoning. Insert: detail of the plant. B. Recumbent colt
poisoned by T. micrantha during an episode of generalized tonic muscular contraction.
C. Liver from a 7. micrantha poisoned mare. Note enhanced lobular pattern. D.
Cerebrum of a 7. micrantha poisoned colt. Transverse section at the level of cerebellum
and cerebellar peduncules. Note oedematous white substance characterised by a
yellowish coloration in circled areas of the cerebellar vermis (top) and pons (bottom).

Fig. 2. A. Liver of a T. micrantha poisoned mare. Severe centrilobular hepatocyte
necrosis, moderate diffuse fat degeneration, and severe diffuse hepatic haemorrhage.
(HE, 40x). B. Cortex frontal from a 7. micrantha poisoned colt. Capillary vessel
showing extravasated plasma and hyaline globules (arrow heads) and Alzheimer type II

astrocytes (arrows). (PAS, 400x)
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4. ARTIGO 2

Neste item ¢é apresentado o artigo que relata o experimento realizado com o intuito
de caracterizar a intoxicacdo por Trema micrantha em equinos. O artigo foi

redigido segundo as normas do periddico Pesquisa Veterinaria Brasileira no qual

sera submetido em breve.
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Reproducio experimental da intoxicacio por Trema micrantha

(Cannabaceae) em equinos1’

Paulo M. Bandarraz, Pedro S. Bezerra Junior® , José Reck Jl'mior4, Luiz Gustavo S. de
Oliveira®, Mauro R. Borba?, Gabriel L. F. Correa®, André Gustavo C. Dalto® e David
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ABSTRACT.- Bandarra P.M., Bezerra Junior P.S., Reck Junior J., Oliveira L.G.S.,
Borba M.R., Correa G.L.F., Dalto A.G.C & Driemeier D. 2010. [Experimental
poisoning by Trema micrantha (Cannabacea) in equines.] Reproducdo experimental
da intoxicagdo por Trema micrantha (Cannabaceae) em equinos. Pesquisa Veterindria
Brasileira 00(0):00-00. Setor de Patologia Veterindria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves 9090, Porto Alegre,
RS 91540-000, Brazil. E-mail: davetpat@ufrgs.br

The green leaves of Trema micrantha were spontaneously consumed by three ponies at
unique doses of 20, 25, and 30g/kg. An additional pony received 15 and 25g/kg of the
plant, 30 days apart. While this animal that received two doses had not showed clinical
disease, the other three ponies developed clinical disease characterized by apathy,
equilibrium deficit, deglutition difficulty, sternal or lateral recumbency, paddling, coma
and death. These three diseased ponies had also enhanced seric activity of gamma-
glutamyl transferase, seric ammonia apart of diminished glycemia. The three ponies
were necropsied and fragments from numerous organs were collected for histology and

immunostaining (IS) study. The main pathological findings were observed in the liver
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and encephalon. There were enhanced lobular pattern of the livers and yellowish areas
in the cut surface of the encephalon, especially visualized in the cerebral white matter.
Microscopically, there was hepatic necrosis predominantly centrilobular apart of
hemorrhages. Generalized perivascular edema and Alzheimer type Il astrocytes were
observed in the encephalon. The Alzheimer type II astrocytes showed weak or absent
anti-glial fibrillar acid protein IS associated with positive IS for S-100 protein. The
minimal lethal dose of Trema micrantha leaves was established at 20g/kg. The high
sensibility of this species to this plant, the wide distribution, and the high palatability of
the plant reinforce the importance of Trema micrantha in accidental episodes of

intoxication in horses.

INDEX TERMS: Equine, toxic plants, Trema micrantha, liver necrosis, hepatic
encephalopathy.

Resumo.- O objetivo desse estudo foi caracterizar a intoxica¢ao por Trema micrantha
em equinos. Trés poneis com idade entre 2 e 7 anos consumiram espontaneamente
folhas de 7. micrantha em doses unicas de 30g/kg, 25g/kg e 20g/kg. Outro equino
recebeu 15 e 25g/kg da planta com intervalo de 30 dias entre as doses. Trés animais
adoeceram e evoluiram para morte. Coletas didrias de sangue foram realizadas para
analises bioquimicas. Os principais sinais clinicos apresentados foram apatia,
desequilibrios, dificuldade de degluticdo, decubito esternal, decubito lateral,
movimentos de pedalagem, coma e morte. Os trés equinos afetados apresentaram
elevagdo da atividade sérica de gama-glutamil transferase, dos niveis séricos de amonia
e diminui¢do da glicemia. Esses animais foram necropsiados e fragmentos de diversos
orgdos foram coletados para andlise histopatologica e imuno-histoquimica. Os
principais achados patoldgicos foram encontrados no figado e no encéfalo dos trés
animais. O figado apresentava macroscopicamente acentuacdo do padrdo lobular;
enquanto que, no encéfalo havia areas amareladas na superficie de corte, mais evidentes
na substancia branca do cerebelo. Microscopicamente, o figado apresentava necrose
predominantemente centrolobular e hemorragia. No encéfalo, havia edema perivascular
generalizado e astrocitos Alzheimer tipo II, na substincia cinzenta. Esses astrocitos
apresentaram marcagao fraca ou negativa na imuno-histoquimica anti-GFAP e
marcacao positiva do antigeno S-100. A dose letal minima de folhas de 7. micrantha

estabelecida nesse experimento foi de 20g/Kg. O equino que recebeu duas doses com
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intervalo de 30 dias ndo apresentou alteragdo clinica. A alta sensibilidade da espécie
equina constatada nesse experimento, a ampla distribuicdo de 7. micrantha e a
palatabilidade da planta reforgam a importancia da planta em casos acidentais de

intoxicagao nessa espécie.

TERMOS DE INDEXACAO: Equinos, intoxicagdo por plantas, Trema micrantha,

necrose hepatica, encefalopatia hepatica.

INTRODUCAO
Trema micrantha (fam. Cannabaceae), conhecida popularmente como granditiva, pau-
polvora e periquiteira (Lorenzi 2000) ¢ uma espécie arborea de crescimento rapido que
atinge de 5 a 15 metros de altura, ocorre em grande parte da América do Sul, sendo
também encontrada nas Américas Central e do Norte. No Brasil estd amplamente
distribuida em formagdes florestais e como vegetacdo secundaria em terrenos
abandonados (Pio-Correa 1984, Vasquez 1998, Kissmann 2000). E utilizada como
espécie pioneira em sistemas de reflorestamento e recuperagdo de solos degradados
(Castellani & Aguiar 1998). As folhas sdo palataveis e prontamente consumidas pelos
bovinos e outras espécies herbivoras, especialmente em épocas de escassez de alimento
(Kissmann 2000). Intoxicac¢des naturais por 7. micrantha foram observadas em caprinos
que eram mantidos estabulados e cujas folhas foram administradas propositalmente
(Traverso et al. 2003) e em outra propriedade onde a planta foi consumida apds a queda
de uma arvore (Traverso et al. 2005). Em equinos, a intoxica¢do natural foi observada
em uma propriedade apos consumo acidental de uma arvore derrubada por um temporal
(Bandarra et al. 2010) e em outra propriedade onde uma arvore foi podada e os equinos
tiveram acesso aos galhos (Bandarra, dados ndo publicados). A intoxicagao foi induzida
experimentalmente em bovinos (Traverso et al. 2004), caprinos (Traverso et al. 2002) e
coelhos (Traverso & Driemeier 2000) em doses de 50, 30 e 35g/kg, respectivamente. Na
Austrélia, Trema tomentosa, na qual foi demonstrada a presenca de um glicosidio toxico
denominado trematoxina (Oelrichs 1968), tem sido associada com intoxicacdes em
equinos (Hill et al. 1985) e outras espécies animais (Mulhearn 1942, Mcckenzie et al.
1985, Trueman & Powell 1991). O quadro clinico-patologico observado na intoxicagdo
por plantas do género Trema ¢ de insuficiéncia hepatica aguda por necrose
hepatocelular (Traverso et al. 2003, 2004). O objetivo desse trabalho foi determinar a

toxidez das folhas de 7. micrantha para a espécie equina, estabelecer a dose toxica,
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determinar o quadro clinico-patoldgico e as alteracdes bioquimicas observadas nessa

espécie.

MATERIAL E METODOS

Nesse trabalho experimental foram utilizados quatro poneis, sem raga definida, com
idade entre 2 e 7 anos. Todos os equinos foram pesados antes do inicio do estudo. Os
animais eram mantidos em baias individuais de alvenaria, com piso de cimento e cama
de maravalha. A alimentacdo era constituida de feno de alfafa, racdo comercial propria
para a espécie e agua at libitum. As folhas de 7. micrantha foram coletadas no
Municipio de Porto Alegre e fornecidas no mesmo dia. Os animais consumiram
espontaneamente a dose fornecida em um periodo menor que 24 horas. A dose
fornecida inicialmente a um equino (equino 1) foi de 30g/kg de peso vivo, baseada na
dose toxica observada em caprinos (Traverso et al. 2002). Apds, foram fornecidas doses
decrescentes de 25g/kg (equino 2), 20g/kg (equino3) e 15g/kg (equino 4). Ao equino 4
que recebeu uma dose de 15g/kg, foi fornecida uma dose adicional de 25g/kg, 30 dias
apos o consumo da primeira dose. Os animais foram submetidos a exames clinicos
diarios e amostras de sangue foram coletadas diariamente em tubos sem anticoagulante
para avaliacdo da atividade sérica de gama glutamil transferase (GGT) e dos niveis
séricos de amoOnia. Amostras de sangue também foram coletadas em tubos com fluoreto
de sodio para determinacao da glicemia. A determinagdo da atividade sérica de GGT foi
realizada através de ensaio automatizado em espectrofotometro de microplacas
(SpectraMax, Molecular Devices Co., Sunnyvale, CA, EUA), utilizando o kit y-GT
(Doles Reagentes, Goiania, GO, Brasil) baseado no método de Naftalin modificado
(Naftalin et al. 1969). Os niveis de glicose foram determinados em amostras de plasma
obtido apos centrifugacao (2500 rpm/10 min.) do sangue coletado em fluoreto de sddio.
A dosagem de glicose foi realizada através de ensaio automatizado em
espectrofotometro de microplacas, utilizando o kit Glicose Enzimatica Liq (Doles
Reagentes, Goiania, GO, Brasil) baseado no método de glicose oxidase (Trinder 1969).
Os niveis de amodnia sérica foram quantificados através de ensaio automatizado em
espectrofotometro de microplacas, de acordo com protocolo estabelecido por Verdouw
e colaboradores (1978), baseado no método do indofenol. Os valores de GGT, glicose e
amonia foram expressos como a média de quatro replicatas técnicas. Os equinos 1, 2 € 3

foram necropsiados logo apds a morte e fragmentos de diversos 6rgaos foram coletados
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em formalina tamponada 10%, processados conforme métodos histologicos de rotina e
corados pela técnica da hematoxilina-eosina (HE). Algumas secc¢des selecionadas de
figado e encéfalo foram coradas pela técnica do acido periddico de Schiff (PAS).
Fragmentos de cortex cerebral foram submetidos ao teste imuno-histoquimico
utilizando anticorpo contra a proteina acida glial fibrilar (GFAP) e ao antigeno S-100,
empregando-se o método de streptavidina-biotina ligada a peroxidase (dilui¢do: GFAP
1:500, Dako, Santa Barbara, CA; S-100 1:200, Dako). O cromdégeno utilizado foi

vermelho VECTOR®NovaRED e o contra corante, hematoxilina de Harris.

RESULTADOS

Sinais Clinicos

A evolucao do quadro clinico observada na intoxicacao experimental por 7. micrantha e
as doses utilizadas no experimento estdo sintetizadas no quadro 1. Sinais clinicos da
intoxicagdo foram observados em 3 equinos (1, 2 e 3). Todos os animais que
apresentaram quadro clinico evoluiram para 6bito. A menor dose que causou morte dos
animais foi de 20g/Kg (equino 3). O equino 4 que recebeu 15g/Kg de folhas frescas da
planta e 25g/kg 30 dias apos a primeira dosagem ndo adoeceu.. Os primeiros sinais
clinicos observados variaram de 18 a 96 horas ap6s o consumo das folhas de 7.
micrantha. A evolugao clinica variou de 22 a 61 horas. Os sinais clinicos apresentados
pelos animais inicialmente eram caracterizados por apatia acompanhada de fezes
contendo muco e, por vezes, estrias de sangue. Os sinais clinicos evoluiam para
dificuldade em se levantar, desequilibrio ao se movimentar, arrastamento das pingas dos
membros dianteiros ao caminhar, incapacidade de degluticao (evidenciada pela presenga
de feno mastigado nas bochechas e no chdao da baia) e ictericia. Posteriormente, os
equinos apresentavam desequilibrio a0 permanecer em estacdo, tremores de cabeca,
ptose labial e apoiavam a cabe¢a com o queixo no chio, quando em decubito esternal. O
equino 2 apresentou agressividade nesse estdgio e tentava escoicear ¢ morder quando
manipulado. Por fim, os animais apresentavam incapacidade de permanecer em estacao
e até mesmo em decubito esternal, permanecendo em dectbito lateral, apresentavam

trismo, movimentos de pedalagem e coma seguido de morte.
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Analises clinicas

Os resultados da mensuragdo da atividade enziméatica de GGT e dos niveis séricos de
glicose e amonia estdo apresentados nas figuras 1, 2 e 3. Alteragdes superiores aos
valores de referéncia (4-44 UI/L) de atividade sérica de GGT foram constatados nos
equinos 1, 2 e 3, respectivamente em 48, 120 e 72 horas ap6s o consumo das folhas de
T. micrantha. Nos equinos 1 e 3, os valores de atividade sérica dessa enzima
apresentaram aumento até a morte. No equino 3, essa enzima apresentou um pico em 72
horas ap6s o consumo da planta e diminuicao dos valores nas 48 horas seguintes. Nos
equinos 1, 2 e 3, os valores de glicemia atingiram niveis inferiores ao limite minimo de
referéncia (75mg/dL) a partir de 24-48 horas antes da morte. Os valores de amdnia
apresentaram niveis superiores aos de referéncia (13-110ng/dL) nos trés equinos
afetados, a partir das primeiras 24 horas ap6s o consumo da planta e continuaram em
elevacdo até o momento da morte. Nao houve alteracdo em nenhum dos trés parametros
no equino 4, quando recebeu dosagem inicial de 15g/kg, nem quando foi submetido a

dose de 25g/kg.

Achados de necropsia

As alteragdes macroscopicas observadas durante a necropsia foram semelhantes nos
equinos afetados e foram evidenciadas no figado, que apresentava acentuacao do padrao
lobular, notada nas superficies capsular e de corte e caracterizada por areas vermelho-
escuras entremeadas por areas mais claras (Fig.4). No encéfalo dos trés equinos, apos
serem fixados e seccionados, foram observadas areas focais amareladas na superficie de
corte, melhor visualizadas na substancia branca e evidenciadas principalmente no
cerebelo (Fig.5). No tecido subcutaneo, havia petéquias discretas. As glandulas tireoides
e adrenais apresentavam hemorragia difusa. No reto, as fezes estavam secas e envoltas
por grande quantidade de muco. No equino 2, foram observadas petéquias e equimoses
difusamente distribuidas no mesentério e conteido sanguinolento na luz do intestino

delgado.

Achados microscopicos e imuno-histoquimicos

Os achados microscopicos dos equinos experimentalmente intoxicados foram
evidenciados principalmente no figado e encéfalo. No figado do equino 1, havia necrose
de coagulagdo predominantemente centrolobular de grau acentuado com acentuada
picnose, caridlise e cariorrexia, além de numerosos corpusculos eosinofilicos (Fig.6a).

No equino 2, o figado apresentava necrose massiva de hepatdcitos, hemorragia difusa e
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acentuada proliferagdo de ductos biliares (Fig.6b). No figado do equino 3, havia
vaculolizacdo difusa e acentuada do citoplasma de hepatdcitos, necrose centrolobular
com escassos restos nucleares, infiltrado de macréfagos acentuado nessa regido e
corpusculos eosinofilicos (Fig.6c). As alteracdes no encéfalo dos 3 equinos eram
semelhantes, porém menos evidente no encéfalo do equino 1. Astrécitos tumefeitos com
cromatina dispersa, muitas vezes formando grupos de dois ou mais astrocitos
caracterizaram os astrocitos Alzheimer tipo II que foram visualizados na substancia
cinzenta do encéfalo, principalmente no cortex cerebral (Fig.7a). Esses astrocitos
possuiam marcagdo fraca ou ausente quando submetidos a imuno-histoquimica anti-
GFAP e positiva na imuno-histoquimica anti-S100. Hemorragia perivascular discreta e
edema perivascular com extravasamento de glébulos de proteina melhor visualizados na
coloracdo de PAS foram visualizados difusamente distribuidos no encéfalo dos trés
equinos (Fig.7b), cujos rins demonstraram degeneracdo tubular difusa que variava de

discreta a moderada.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A intoxicagdo por 7. micrantha em equinos foi caracterizada nesse estudo. O quadro
clinico-patologico observado na experimentacdo foi caracteristico de insuficiéncia
hepatica aguda e semelhante ao observado nos equinos naturalmente intoxicados
(Bandarra et al. 2010, Bandarra, dados ndo publicados). Todos os animais
experimentados consumiram a planta espontaneamente e todas as doses fornecidas
foram consumidas em um periodo inferior a 24 horas, que caracteriza a planta como
palatavel para a espécie. A dose letal minima de folhas de 7. micrantha estabelecida
nesse experimento foi de 20g/Kg. Um equino recebeu uma dose de 15g/Kg que nao
causou alteracdes clinicas ou bioquimicas e, desta forma, ndo se mostrou toxica para
esse animal. Este mesmo equino recebeu uma segunda dose superior a dose toxica
estabelecida no experimento e ainda assim nao desenvolveu alteragdes clinicas ou
bioquimicas. E possivel que esse equino tenha desenvolvido tolerdncia com a
administragdo prévia de uma dose subletal. Resultados semelhantes foram observados
com doses progressivas, a partir de uma dose subletal de larvas de Perreyia flavipes em

ovinos (Raymundo 2008).
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Os achados macroscopicos e histologicos observados nos animais desse
experimento foram compativeis com intoxicagcdo por plantas hepatotdxicas de curso
agudo. No Brasil, casos esporadicos de hepatotoxicidade em equinos t€ém também sido
associados com o consumo de Senecio brasiliensis (Gava & Barros 1997), Crotalaria
retusa (Nobre et al. 2004) e Brachiaria decumbens (Barbosa et al. 2006). Entretanto,
nenhuma dessas plantas tem sido associada com necrose hepatica aguda nessa espécie.
Por outro lado, muitas outras plantas podem causar necrose hepatica aguda em
herbivoros no Brasil e devem ser consideradas como diagnostico diferencial, pois €
possivel que também se apresentem toxicas para equinos. Portanto, no diagnostico
diferencial devem ser incluidas intoxicagdes por Cestrum corymbosum var. hirsutum,
Cestrum intermedium, Cestrum laevigatum, Cestrum parqui, Crotalaria retusa,
Dodonea viscosa, Myoporum laetum, Sessea brasiliensis, Vernonia molissima,
Vernonia rubricaulis, Xanthium cavanillesii (Tokarnia et al. 2002, Riet-Correa &
Méndez 2007). Degeneracdo e necrose coagulativa centrolobular sdo achados
particularmente comuns em insultos hepaticos e provavelmente devidos a
particularidades da circulagdo sanguinea. Os hepatécitos da regido centrolobular
recebem menos oxigenagdo por estarem mais distantes da regido porta, onde o sangue €
mais oxigenado e a alta atividade enzimatica das oxidases de fun¢@o mista desta regido
do 16bulo hepatico (Cullen 2007). Hemorragias podem ocorrer secundariamente ao dano
hepatico devido ao consumo excessivo dos fatores de coagulagdo nos insultos
necrdticos, assim como pela incapacidade do o6rgao sintetizar fatores de coagulagdo e
plaquetas (Stalker & Hayes 2007).

As lesdes neurologicas encontradas foram provavelmente decorrentes da
encefalopatia hepatica e associadas com a acao de neurotoxinas, especialmente amonia
e possivelmente com outros fendmenos como alteragdes em neurotransmissores,
permeabilidade da barreira hematoencefalica e metabolismo energético (Héaussinger et
al. 2002). A amdnia ¢ produzida no trato gastrointestinal pela degradacdo bacteriana de
alimentos protéicos. Em animais saudaveis ¢ detoxificada no figado e convertida em
ureia que ¢ excretada na urina. Com a perda de um ciclo efetivo de ureia, o tecido
nervoso metaboliza a amonia através de enzimas astrociticas a glutamina, uma
substancia neurotdxica que tem sido associada com as alteracdes degenerativas nos
astrocitos e edema cerebral (Brusilow 1986). Os astrocitos degenerados apresentam
tipicamente nucleos aumentados, marcadamente vesiculares e frequentemente

alongados, sdo circundados por um halo claro, indicativo de tumefagdo celular e sdo



38

chamados de astrocitos de Alzheimer tipo II. Estas células mantém a marcagdo imuno-
histoquica positiva para o antigeno S-100, enquanto que a marcacao ¢ fraca ou ausente
para GFAP. Isto sugere que a encefalopatia hepatica causa uma perda seletiva nos
filamentos GFAP (Zachary 2007, Summers et al. 1995). Astrdcitos degenerados
Alzheimer tipo II, edema cerebral e degeneracdo neuronal tém sido descritos em casos
de encefalopatia hepatica (Héussinger et al. 2002, Cullen 2007, Norenberg et al. 2009).

As analises bioquimicas realizadas revelaram que os animais intoxicados
tiveram aumento da atividade sérica de GGT e dos niveis de amonia, assim como
diminuic¢ao da glicemia. O aumento da atividade enzimatica de GGT e a diminui¢do dos
niveis séricos de glicose sdo consequéncias esperadas de insuficiéncia hepatica (Stalker
& Hayes 2007). Apesar de um efeito hipoglicémico da 7. micrantha ter sido
demonstrado em ratos (Schoenfelder et al. 2006), o0 mecanismo pelo qual isto ocorre nao
foi elucidado. Em casos de necrose hepatica zonal, o figado remanescente pode se
tornar insuficiente para manter a glicemia normal ( Stalker & Hayes 2007).
Hipoglicémia foi relatada também nas intoxica¢des experimentais por 7. micrantha em
caprinos (Traverso et al. 2002) e bovinos (Traverso et al. 2004) e por Dodonea viscosa
(Cattani et al. 2004) e Xanthium cavalinesi (Colodel et al. 2000) em bovinos. Nestes
trabalhos a hipoglicemia foi relacionada com as lesdes e sinais neurologicos
observados.

A espécie equina se mostrou mais sensivel a intoxicacdo por Trema micrantha
que as demais espécies estudadas anteriormente (Traverso & Driemeier 2000, Traverso
et al. 2002, Traverso et al. 2004). A alta sensibilidade dessa espécie aliada a
palatabilidade e ampla distribuicdo da planta refor¢am a importancia de 7. micrantha

como causa de intoxicagdes acidentais em equinos.
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Legendas das Figuras

Fig.1. Grafico apresentando os resultados da mensuragdo da atividade enzimatica de
GGT em relacao ao tempo apds o consumo das folhas de Trema micrantha.

Fig.2. Grafico apresentando os resultados da mensuragdo da glicemia em relagdo ao
tempo apoOs o consumo das folhas de Trema micrantha.

Fig.3. Grafico apresentando os resultados dos niveis séricos de amonia em relacao ao
tempo apods o consumo das folhas de Trema micrantha.

Fig.4. Intoxicacdo experimental por Trema micrantha em equinos. Figado. Superficie
de corte mostrando acentuagdo do padrao lobular (equino 1).

Fig.5. Intoxicagdo experimental por Trema micrantha em equinos. Cerebelo. Superficie
de corte mostrando area focal amarelada.

Fig.6. Intoxicacdo experimental por Trema micrantha em equinos. Figado. Aspecto
microscopico do figado dos trés equinos intoxicados. A — Equino 1. Necrose de
coagulacdo acentuada predominantemente centrolobular, HE. Obj. 10X. B — Equino 2.
Necrose massiva de hepatdcitos, hemorragia difusa e proliferagdo de ductos biliares.
HE. Obj. 20X. C — Equino 3. Necrose de coagulagdo centrolobular com restos
nucleares, infiltrado de macrofagos centrolobular e vacuolizagdo dos hepatdcitos
adjacentes. HE. Obj. 10X.
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Fig.7. Intoxicagdo experimental por Trema micrantha em equinos. Cortex cerebral. A -
Astrocitos tumefeitos com cromatina dispersa caracteristicos de astrocitos Alzheimer
tipo II. HE. Obj 20X. B — Extravasamento perivascular de globulos de proteina. PAS.

Obj. 20X.

Quadro 1. Evolugao do quadro clinico e doses utilizadas na intoxicacao

experimental por Trema micrantha

Equino Dose Inicio dos sinais Evolucao Desfecho
(g/Kg) clinicos (horas) clinica (horas)
1 30 18 61 Obito
2 25 96 41 Obito
3 20 95 22 Obito
4* 15 Sem sinais - N3o adoeceu
4° 25 Sem sinais - Nao adoeceu

* Primeira dose administrada a este equino.
Segunda dose administrada a este equino 30 dias apos a primeira.
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Figuras adicionais referentes a intoxicacio experimental por Trema micrantha em

equinos.

Figura 3: Intoxicagdo experimental por Trema micrantha em equinos. Equino 2. A —
Animal com dificuldade de degluticio evidenciada pelo acimulo de alimento na
bochecha do lado direito. B — Restos de feno mastigados encontrados no chao da baia.

Figura 4: Intoxicag¢do experimental por Trema micrantha em equinos. Sinais clinicos.
Equino 3. A — Animal apatico com a cabeca baixa ¢ membros abertos. B — Animal em
decubito esternal apoiando a cabeca no chao.



Figura 5: Intoxicagdo experimental por Trema
micrantha em equinos. Equino 3. Equimoses
difusamente distribuidas no mesentério.

Figura 6: Intoxicacdo experimental por Trema
micrantha em equinos. Hemorragia acentuada na
superficie do cortex da adrenal.

Figura 7: Intoxicacdo experimental por Trema
micrantha em equinos. Fezes ressecadas no reto.

47
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5. DISCUSSAO

Através deste estudo foi possivel caracterizar a intoxicagdo espontdnea por 7.
micrantha em eqiiinos em seus aspectos epidemiologicos e clinico-patologicos. A
reprodugdo experimental demostrou a toxicidade da planta para esta espécie animal.

A andlise dos casos naturais e dos resultados do experimento realizado, através
da caracterizagdo dos achados clinicos, bioquimicos e patolégicos demonstrou tratar-se
de um quadro de insuficiéncia hepatica aguda. A menor dose toxica de folhas de T.
micrantha para equinos foi de 20g/kg de peso corporal, que ¢ inferior aos resultados
encontrados experimentalmente em coelhos (35g/kg) (TRAVERSO; DRIEMEIER,
2000), caprinos (30g/kg) (TRAVERSO et al. 2003) e bovinos (50g/kg) (TRAVERSO et
al. 2004). Desta forma, a espécie equina demonstrou ser a espécie mais sensivel a
intoxicagao pelas folhas de 7. micrantha ja estudada.

No Brasil, casos esporadicos de hepatotoxicidade em equinos por ingestdo de
plantas foram associados com o consumo de Senecio brasiliensis (GAVA; BARROS,
1997), Crotalaria retusa (NOBRE et al. 2004) e Brachiaria decumbens (BARBOSA et
al. 2006), entretanto, nenhuma destas plantas causa necrose hepatica aguda nesta
espécie. Por outro lado, muitas outras plantas podem causar necrose hepatica aguda em
herbivoros no Brasil (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2002; RIET-
CORREA; MENDEZ 2007) ¢ devem ser consideradas como diagnéstico diferencial
pois ¢ possivel que também se apresentem toxicas para equinos. Portanto no diagndstico
diferencial devem ser incluidas intoxicagdes por Cestrum corymbosum var. hirsutum
(GAVA et al., 1991); Cestrum intermedium (GAVA; STOLF; VARASCHIN, 1996);
Cestrum laevigatum (DOBEREINER; TOKARNIA; CANELLA, 1969, PEIXOTO et
al., 2000); Cestrum parqui (RIET-CORREA; SCHILD; MENDEZ, 1986); Crotalaria
retusa (NOBRE et al., 2005); Dodonea viscosa (COLODEL et al., 2003, CATTANI et
al., 2004); Myoporum laetum (RAPOSO et al., 1998); Sessea brasiliensis (CANELLA;
TOKARNIA; DOBEREINER, 1968, CHAULET; PEIXOTO; TOKARNIA, 1990);
Vernonia molissima (DOBEREINER; TOKARNIA; PURISCO, 1976, GAVA;
PEIXOTO; TOKARNIA, 1987) e Vernonia rubricaulis (TOKARNIA; DOBEREINER
1982); Xanthium cavanillesii (MENDEZ; SANTOS; RIET-CORREA, 1998;
DRIEMEIER et al., 1999; COLODEL; DRIEMEIER; PILATI, 2000; LORETTI et al.,
1999).
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Sabe-se que para ocorrer intoxicagdo por arvores como € o caso das plantas do
género Trema, ¢ necessario que algumas particularidades ocorram de forma semelhante
ao que ¢ descrito para Prunus sp € Myoporum sp. ou seja, para que os animais tenham
acesso as folhas, as arvores precisam ser derrubadas por cortes, pelo vento ou ainda que
sejam fornecidas propositalmente aos animais (RIET-CORREA & MENDEZ, 1993).
Uma condi¢do geralmente associada a ocorréncia da intoxica¢ao espontanea por plantas
toxicas ¢ a fome. Muitas vezes surtos sdo relacionados a periodos de estiagem e
escassez de pastagem. No caso da T. micrantha, por apresentar boa palatabilidade, esta
condicdo ndo parece ser necessaria.

O aumento da atividade enzimatica de GGT e a diminui¢ao dos niveis séricos de
glicose sdo conseqiiéncias esperadas de insuficiéncia hepatica (STALKER; HAYES,
2007). Apesar do efeito hipoglicémico da 7. micrantha ter sido demonstrado em ratos
(SCHOENFELDER et al., 2006), o mecanismo pelo qual isto ocorre ndo foi elucidado.
Em casos de necrose hepatica zonal o figado pode-se tornar insuficiente para manter a
glicemia normal, que ¢ um efeito direto da necrose (STALKER; HAYES, 2007).

Atividade hipoglicémica também foi relatada nas intoxicagdes experimentais por
T. micrantha em caprinos (TRAVERSO et al. 2002) e bovinos (TRAVERSO et al.
2004), por Dodonea viscosa (CATTANI et al. 2004) e Xanthium cavalinesi
(COLODEL et al. 2000) em bovinos. Nestes trabalhos a hipoglicemia foi relacionada
com as lesodes e sinais clinicos neuroldgicos observados.

Degeneragdao e necrose coagulativa centrolobular sdo achados particulamente
comuns em insultos hepaticos e provavelmente devidos a particularidades da circulagdo
sanguinea. Os hepatocitos da regido centrolobular recebem menos oxigenagdo por
estarem mais distantes da regido porta onde o sangue ¢ mais oxigenado e pela alta
atividade enzimatica das oxidases de funcdo mista nesta regido do ldbulo hepatico
(CULLEN, 2007).

Hemorragias sdo esperadas em casos de intoxicagdes hepaticas agudas, pois
parte do processo de hemostasia depende do funcionamento normal do figado
(BADYLAK, 1988). Podem ocorrer secundariamente ao dano hepatico, devido ao
consumo excessivo dos fatores de coagulag@o nos insultos necroticos, assim como pela
incapacidade do orgdo de sintetizar fatores de coagulacdo e plaquetas (STALKER,;
HAYES, 2007). Algumas hepatotoxinas sdao descritas como causadoras de lesdao

endotelial, entre elas Xanthium cavanillesii (LORETTI et al., 1999) e Microcystis
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aeruginosa (JACKSON et al., 1985), em ambos os casos pode-se observar hemorragias
em diversos 6rgaos.

As lesdes neurologicas encontradas foram provavelmente em decorréncia da
encefalopatia hepatica e associada com a a¢ao de neurotoxinas, especialmente amonia, e
possivelmente com outros fendmenos como alteragdes em neurotransmissores,
permeabilidade da  barreira hemato-encefdlica e metabolismo energético
(HAUSSINGER et al., 2002). Astrocitos degenerados Alzheimer tipo II, edema cerebral
e degeneragdo neuronal tém sido descritos em casos de encefalopatia hepatica
(HAUSSINGER et al., 2002; CULLEN, 2007; NORENBERG et al., 2009). A
importancia no papel da hiperamonemia na encefalopatia hepatica ¢ amplamente aceita.
A amonia ¢ formada no trato gastrointestinal pela degradacdo bacteriana de aminas,
aminoacidos, purinas e uréia das proteinas consumidas na dieta. Em animais saudaveis a
amonia ¢ detoxificada no figado pela conversdo em uréia pelo ciclo da ornitina citrulina
arginina uréia (ZACHARY, 2007). Com a perda de um ciclo efetivo de uréia o tecido
nervoso metaboliza a amonia através de enzimas astrociticas, como a glutamina
sintetase e glutamina desidrogenase, formando glutamina, uma substancia neurotoxica
que ¢ associada com as alteracdes degenerativas nos astrécitos e edema cerebral
(BRUSILOW, 1986). Os astrocitos respondem a lesdo na hiperamonemia com a
formagdo de  nucleo aumentado, marcadamente vesiculares e frequentemente
alongados, sdo circundados por um halo claro, indicativo de tumefacao celular e sao
chamados de astrécitos de Alzheimer tipo Il (ZACHARY, 2007). Estas células mantém
a marcag¢do imunohistoquica positiva para o antigeno S-100 enquanto que a marcagao se
torna fraca ou ausente para GFAP. Isto sugere que a encefalopatia hepatica causa uma
perda seletiva nos filamentos GFAP. Os efeitos da amodnia em culturas de astrdcitos tem
demonstrado alteracdes reativas, como proliferacdo de mitocondria e reticulo
endoplasmatico rugoso, e alteragdes degenerativas, como reducdo de filamentos GFAP
(SUMMERS; CUMMINGS; de LAHUNTA, 1995). A amonia ¢ outros metabolitos
também causam aumento na permeabilidade da barreira hematoencefalica, levando a
edema vasogénico e alteram a osmorregulagao dentro do SNC, devido a alteracdo nos
astrocitos (ZACHARY, 2007).

Em animais que desenvolvem encefalopatia hepatica duas alteracdes celulares
sao reconhecidas no SNC: a primeira ¢ a polimicrocavitacao ou alteracdo espongiosa na
substancia branca que ¢ causada pela vacuoliza¢do da bainha de mielina e a segunda sao

astrocitos com nucleos vacuolizados e claros (Alzheimer tipo II). Enquanto que na



51

maioria das espécies animais as duas ocorrem simultaneamente ou somente a primeira ¢
visualizada, em equinos a segunda ¢ observada com maior frequéncia (SUMMERS;
CUMMINGS; de LAHUNTA, 1995).

Edema cerebral tem sido dividido em dois tipos basicos conforme sua origem,
edema vasogénico e edema citotdéxico. O mecanismo do edema cerebral vasogénico ¢é
um rompimento na barreira hematoencefalica que resulta em movimento dos
constituintes plasmaticos, como agua, ions, osmolitos organicos e proteinas para dentro
do espago perivascular extracelular. Este tipo de edema também pode estar
acompanhado de tumefag¢do celular envolvendo astrocitos. O edema citotoxico ¢é
caracterizado pelo acumulo de fluido intracelularmente em neurdnios, astrdcitos,
oligodendrocitos e células endoteliais (ZACHARY, 2007). E possivel haver a unido dos
dois tipos de edema em uma determinada injuria ao sistema nervoso central
(SUMMERS; CUMMINGS; de LAHUNTA, 1995).

As lesdes encontradas no SNC na intoxicacdo por Trema micrantha em equinos
podem lembrar aquelas observadas na lecoencefalomalacia eqiiina, causada por
Fusarium verticillioides. Entretanto, no caso da micotoxicose havera um predominio da
malacia na lesdo observada (HUMPHREYS, 1988; MORGAVI;, RILEY, 2007).
Adicionalmente, as lesdes vasculares observadas na leucoencefalomalédcia podem afetar
vasos de maior calibre enquanto que as lesdes observadas na intoxicacdo por Trema

micrantha se restringem aos vasos de pequeno calibre (capilares).
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6. CONCLUSOES

As folhas de Trema micrantha se mostraram toxicas para equinos em doses
unicas a partir de 20 g/kg e a planta ¢ palatavel para esta espécie.

Os animais intoxicados tanto espontaneamente como experimentalmente
apresentaram sinais clinicos, lesdes macroscopicas, microscopicas e alteragdes
bioquimicas caracteristicas de insuficiéncia hepatica aguda associada a encefalopatia
hepatica.

Os sinais clinicos caracteristicos da intoxicacdo sdo apatia, desequilibrios,
dificuldade de degluti¢do, decubito esternal, decubito lateral, movimentos de pedalagem
coma e morte.

Os principais achados macroscopicos sdo encontrados no figado, que apresenta
acentuacdo do padrao lobular e no encéfalo, onde sdo visualizadas areas amareladas
caracteristicas de edema.

Os achados histopatologicos caracteristicos sdo a necrose hepatocelular, que
pode variar de centrolobular & massiva ¢ no encéfalo sdo encontrados astrdcitos
Alzheimer tipo II e edema perivascular.

Os animais intoxicados apresentam aumento na atividade sérica da enzima gama

glutamil transferase e dos niveis séricos de amdnia e diminuicdo da glicemia.
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