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RESUMO

Estudo histologico e ultra-estrutural das lesdes hepaticas e alteracdes hepaticas causadas
pela intoxicacio por Myoporum laetum em ovinos e bovinos

Autora: Josiane Bonel Raposo
Orientador: Prof. Dr. David Driemeier

Amostras de Myoporum laetum foram colhidas durante a primavera e verdo e
administradas a sete ovinos e seis bovinos em doses unicas de 20 e 30g/kg. Amostras de
sangue e biopsias hepaticas foram obtidas destes animais e de 4 ovinos e 3 bovinos controles,
antes e 1, 3 e 7 dias ap0s a administragdo da planta. As biopsias foram analisadas histologica e
ultra-estruturalmente. A partir das amostras de sangue analisaram-se os niveis séricos de
GGT, AST e bilirrubina total. Os sinais clinicos, em ovinos, caracterizaram-se, especialmente,
por depressdo, diminui¢cdo dos movimentos ruminais, fezes ressequidas, tenesmo, ranger de
dentes, dispnéia e lesdes de fotossensibilizacdo. Em bovinos, o quadro clinico foi discreto. Em
ovinos os niveis enzimaticos de AST, GGT e bilirrubina total elevaram-se 24 horas apos a
administragdo da planta, mas ndo nos controles. Os principais achados histologicos, em
ovinos, incluiram vacuoliza¢do de hepatdcitos, fibrose portal, proliferagao de ductos biliares e
necrose de hepatdcitos periportais. Os estudos ultra-estruturais, em ovinos, revelaram
hiperplasia do reticulo endoplasmatico liso, tumefacdo de hepatocitos, degranulagdo e
vesiculacdo do reticulo endoplasmatico rugoso, presenca de cristais aciculares, retencao biliar,
tumefacdo de mitocondrias e varias outras alteragdes degenerativas. Em bovinos, os sinais
clinicos, achados histologicos e ultra-estruturais e alteracdes bioquimicas foram menos
evidentes. A evoluc¢do da doenga foi compativel com as alteragdes clinicas, histopatologicas,
ultra-estruturais e com a atividade enzimatica.



ABSTRACT

Histological and ultrastructural study of hepatics lesions and hepatics alteraciones in
experimental Myoporum laetum poisoning of sheep and cattle

Author: Josiane Bonel Raposo
Advisor: Prof. Dr. David Driemeier

Green leaves of Myoporum laetum were collected during spring and summer, and
administered to seven sheep and six steers at dosages of 20 and 30 g/kg. Blood samples and
hepatic biopsies were taken before and 1, 3 and 7 days after dosage. In sheep, the clinical
signs were depression, rumen hypomotility, dried feces, tenesmus, teeth grinding, dyspnea
and lesions of photosensitization. In cattle, the clinical picture was much less pronounced. In
sheep the serum levels of AST, GGT and total bilirubin increased even before 24 hours after
dosing the plant, except for the controls. The main histological findings in sheep were
vacuolization of hepatocytes, portal fibrosis, bile duct proliferation and necrosis of periportal
hepatocytes; the ultrastructural examination revealed hyperplasia of the smooth endoplasmic
reticulum, hepatocellular hydropic degeneration, presence of crystals and several other
degenerative changes. In cattle, the serum enzymatic activity, the histological and the
ultrastructural findings, biochemistry changes were less evident. Concerning disease
evolution, there was positive correlation between clinical, histological, ultrastructural changes
and enzymatic activity
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1 INTRODUCAO GERAL

Myoporum laetum ¢ um arbusto nativo da Nova Zelandia e amplamente distribuido na
Austradlia e em outros paises, sendo utilizado comumente como planta ornamental
(ODRIOZOLA et al. 1987).

A intoxicacdo ocorre quando os animais ingerem folhas de galhos ou arvores
derrubadas pelo vento ou podadas. A ingestdo pode ocorrer em diferentes situacdes através do
consumo direto de folhas das arvores que estdo ao alcance dos animais, ou quando ha pouca
disponibilidade de forragem, no inverno. Pode ocorrer, ainda, quando os animais procuram
abrigo durante tempestades que duram alguns dias; ou em animais transportados (CONNOR
1977, HURST 1942, JERRETT & CHINNOCK 1983, MENDEZ 1993, ODRIOZOLA et al.
1987).

A intoxicacdo por espécies de Myoporum ocorre em diversos paises como Australia,
Nova Zelandia (ALLEN et al. 1978, JERRETT & CHINNOCK 1983), Japao, China, Ilhas
Mauricio (SEAWRIGHT et al. 1978) e Argentina (ODRIOZOLA et al. 1987), afetando
bovinos, ovinos, eqiiinos e suinos. No Uruguai existem historicos clinicos da doenca e na
regido Sul do Rio Grande do Sul sdo mencionados surtos de fotossensibilizagdo em ovinos,
associados ao consumo de Myoporum sp. (MENDEZ 1993).

O principio toxico dessas plantas € encontrado principalmente nas folhas e frutos, e
sdo Oleos essenciais furanosesquiterpenos (FST), dos quais o mais conhecido é o ngaione
(SEAWRIGHT et al. 1978). As diversas espécies e variedades de Myoporum, possuem
concentragdes diferenciadas de compostos toxicos € nao toxicos, € por vezes podem ser
ingeridas pelos animais sem provocar doenga. Pode ocorrer variagao na toxicidade de plantas
de uma mesma regido (ALLEN & SEAWRIGHT 1973).

Os sinais clinicos sdo observados dois a seis dias ap6s o acesso a planta e
caracterizam-se por anorexia, depressao, fezes ressequidas com sangue, atonia ruminal e
ictericia. A morte ocorre geralmente entre 24 a 48 horas ap6s a observagdo dos primeiros
sinais clinicos. Quando os animais n3o morrem nesse periodo, podem apresentar lesdoes de
fotossensibilizagdo (CONNOR 1977, JERRETT & CHINNOCK 1983, McCANN 1946,
ODRIOZOLA et al. 1987, RAPOSO et al. 1998a,b).
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As alteragdes bioquimicas encontradas em bovinos, caracterizam-se por marcado
aumento dos niveis séricos de aspartato aminotransferase (AST) e gama glutamiltransferase
(GGT), tanto nas intoxicagdes espontaneas ou experimentais, com a planta ou com os 6leos
furanosesquiternos (ALLEN et al. 1978, FORD & RIVERA 1978, JERRETT & CHINNOCK
1983). Aumentos de bilirrubina e filoeritrina foram observados, também, em condigdes
experimentais (ALLEN et al. 1978, FORD & RIVERA 1978). RAPOSO et al. (1998a,b)
observaram aumento dos niveis séricos de AST, GGT e bilirrubina total em ovinos e bovinos
dosados com folhas frescas de M. laetum.

Em ovinos intoxicados experimentalmente com folhas de M. tetrandrum, houve
aumento nos niveis de bilirrubina plasmatica e AST (ALLEN et al. 1978), assim como em
cordeiros e ovelhas que receberam o6leos essenciais de M. deserti (ALLEN & SEAWRIGHT
1973).

A elevagdo sérica da GGT quando apresenta-se elevada indica danos nos ductos
biliares ¢ a elevacdo dos niveis da AST significa alteragdes nos hepatocitos, embora o
aumento possa ser, também, devido a danos em células musculares (JERRETT &
CHINNOCK 1983).

As principais lesdes causadas por Myoporum sp. nos bovinos localizam-se no figado e
caracterizam-se por necrose hemorragica que pode ser periportal (JERRETT & CHINNOCK
1983); difusa ou mediozonal (ODRIOZOLA et al. 1987), com proliferagdo de ductos biliares
(JERRETT & CHINNOCK 1983, ODRIOZOLA et al. 1987). No entanto, em intoxicagdes
experimentais observa-se predominantemente necrose hemorragica centrolobular (ALLEN et
al. 1978, RAPOSO et al. 1998a,b).

Biopsias hepaticas de bovinos que sobreviveram a intoxicagdo experimental com
folhas de M. tetrandrum, Oleos essenciais de M. deserti (ALLEN et al. 1978), ou folhas
frescas de M. laetum (RAPOSO et al. 1998a,b) demonstraram necrose centrolobular, com
vacuolizacao dos hepatocitos das areas mediozonais e periportais.

As lesdes hepaticas nos ovinos sdo principalmente necrose periportal, embora lesdes
mediozonais e centrolobulares possam ocorrer (ALLEN & SEAWRIGHT 1973, RAPOSO et
al. 1998a,b). Recentemente, observou-se no figado de ovinos intoxicados experimentalmente
com folhas de M. laetum presenca de precipitados de célcio nas areas periportais associados a
células degeneradas ou necroticas e prolifera¢do do reticulo endoplasmatico liso (RAPOSO et
al. 2000).

A microscopia eletronica de transmissdo do figado de camundongos intoxicados,

demonstrou dilatacdo do reticulo endoplasmatico rugoso dos hepatocitos, perda de glicogénio
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e desaparecimento das células de Kupffer na regidao mediozonal, uma hora apds os animais
serem dosados com oOleo ngaione. Necrose dos hepatocitos com ruptura da membrana
plasmatica dando lugar a grandes espagos contendo massas de eritrocitos, fibrina, organelas
livres e outros restos celulares foram observados 3 horas apds. Em 6 horas havia aumento da
formagao de estruturas redondas ou ovais delimitadas por membrana no citoplasma dos
hepatocitos € nos espacos distendidos causados pela perda de células de Kupffer. Alguns
hepatocitos continham corpuisculos que consistiam em reticulo endoplasmatico rugoso
neoformado produzido por células previamente lesionadas, assim como o aumento do niimero
de lisossomos e fagossomos. Uma area confluente de necrose coagulativa mediozonal estava
presente nas primeiras 12 horas. Em 24 horas havia aumento do numero de células
fagocitarias na zona necrotica seguida por atividade fagocitiria dos macrofagos, que
conduziam a uma reparag¢do quase completa das areas mediozonais danificadas dentro de 8-9
dias (SEAWRIGHT & O'DONAHOO 1973).

A ocorréncia de intoxicagdo por Myoporum spp. ou outras substancias hepatotoxicas
depende de sua metaboliza¢do a metabdlitos intermediarios no figado. Um grande niimero de
toxinas sdo hepatotoxicas porque, na transformacdo destas substancias em metabolitos
excretaveis o figado os converte a radicais intermedidrios reativos toxicos. A
biotransformacgao destes toxicos ¢ feita através das oxidases de funcdo mista microssomal
(MMFO) hepaticas, que ocorrem em maior concentracdo na zona centrolobular, em
concentragdo intermedidria na regido mediozonal e em menor concentracdo na regiao
periportal (KELLY, 1993). Essas enzimas participam da metabolizacdo de diferentes drogas e
parecem ter importancia no transporte dos acidos biliares (HONSCHA et al., 1997). Estudos
sugerem que compostos toxicos sejam metabolizados por duas rotas: uma conjugativa,
catalisada por glutation-S-tranferases e outra rota oxidativa catalisada pelas citocromo P-450
(PLOEMEN et al. 1997).

A concentragdo dessas enzimas pode variar em funcdo de alguns fatores. Algumas
plantas (Melaleuca linariifolia) ou drogas (DDT e barbituricos) acentuam e outras (SKF
525A) deprimem a atividade das MMFO hepaticas (ALLEN et al. 1992, KELLY 1993,
SEAWRIGHT et al. 1978). A fome prolongada pode resultar no catabolismo das enzimas e
conseqiiente redugdo da atividade enzimdtica, conferindo alguma resisténcia a
hepatotoxicidade. Por outro lado o jejum em animais previamente bem alimentados acentua a
atividade enzimatica (KELLY 1993, SEAWRIGHT et al. 1978).

O estado fisiologico ¢ a idade dos animais também influenciam na quantidade e

atividade de algumas enzimas microssomais. A maioria das enzimas microssomais como as
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NADH e NADPH-redutases dependentes, assim como as associadas aos citocromos P-450
(hidroxilases anilinicas e coumarinicas, aminopropina N-dimetilase, 7-ethoxicoumarina O-
dietilase a glutation-S-transferase) aumentam sua concentracdo até os onze meses de idade
(KAWALEC & EL-SAID 1990).

Em algumas situagdes, e especialmente na intoxicagdo com o Myoporum laetum,
pequenas doses do toxico antes da dose letal podem prevenir a intoxicagdo. Essa protecao
ocorre devido a ligagdo desta pequena dose as MMFO, que se tornariam indisponiveis para
metabolizar a dose letal. A complexidade dessas interagdes pode ser exemplificada pela
manipulagdo experimental do padrdo de necrose produzido por ngaione. A administra¢ao de
uma certa dose dessa toxina a animais normais produz necrose mediozonal em uma alta
propor¢ao dos casos. Se antes da intoxicagdo os animais tiverem suas MMFO hepaticas
induzidas pela administragdo de barbituricos ou DDT, a distribui¢do predominantemente ¢
uma necrose periportal. Por outro lado, se a atividade das enzimas for suprimida
quimicamente, por exemplo com SKF 525A, a lesdo ¢ predominantemente centrolobular. A
explicagdo para este fendmeno esta no fato de que a atividade das MMFO ¢ sempre maior na
zona centrolobular, mesmo apds indug¢do ou supressdo, € assume que ngaione € compostos
relacionados sdo degradados por processos cuja eficiéncia € proporcional a concentragdo de
MMFO na célula. Portanto, se a concentracdo das enzimas ¢ alta (como nos hepatocitos
centrolobulares no animal normal), o toéxico é completamente degradado a metabodlitos nao
toxicos tdo rapidamente que ndo haverd acimulo de intermediarios toxicos para danificar a
célula. No animal normal a necrose ird ocorrer somente nos hepatocitos mediozonais que tem
enzimas suficientes para produzir intermediarios toxicos, mas insuficientes para degrada-los
completamente. Os hepatdcitos periportais ndo serdo danificados porque ndo tém enzimas
suficientes para produzir metabolitos intermedidrios. O animal no qual a atividade enzimatica
¢ estimulada possui enzimas suficientes nas células centrolobulares e mediozonais para a
completa desintoxicagdo; a necrose ¢ periportal. No figado com atividade enzimatica
suprimida, somente hepatocitos centrolobulares retém atividade enzimatica suficiente para
produzir concentragdes letais de metabdlitos intermedidrios; a necrose neste caso ¢
centrolobular (KELLY 1993, SEAWRIGHT et al. 1978).

Tendo em vista a existéncia de tantas variaveis envolvidas, o resultado da exposicao
natural a estas hepatotoxinas torna-se de dificil prognostico. Tanto a intensidade quanto o
padrao das lesdes hepaticas dependem da soma das diversas varidveis e das reacdes
metabolicas iniciadas por episddios de intoxicagdo (KELLY 1993). FORD & RIVERA

(1978), acreditam que a variacdo nos resultados das intoxicagdes, sugere que o tipo € a
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localizagao da lesdo hepatica podem ser influenciados por varios fatores como a espécie da
planta, o componente de 6leo essencial, as espécies e sexo dos animais experimentais ou com
a atividade das enzimas microssomais hepaticas. Para ALLEN et al. (1978) a localizagdo das
lesdes depende, provavelmente, do estado nutricional do animal imediatamente antes do
consumo da planta toxica.

A atividade das enzimas microssomais hepaticas, geralmente ¢ mais baixa em bovinos
do que em ovinos e muitas outras espécies domésticas. Os bovinos sdo menos sensiveis ao
6leo toxico essencial de Myoporum spp. que os ovinos (ALLEN et al. 1978, RAPOSO et al.
1998a,b). ALLEN & SEAWRIGHT (1973), sugerem que, em ovinos, a desintoxicagao
completa e inofensiva dos compostos pode ser alcangada na regido centrolobular, mas que
existe, quase sempre, aumento suficiente do nivel de atividade das MMFO nos hepatocitos
periportais, permitindo forma¢do e acimulo de intermedidrios téxicos que podem levar a
lesdo dos hepatocitos dessa area. Tem sido demonstrado, que diferentes rebanhos de ovinos
sao provavelmente diferentes na atividade média de suas MMFO, e que a atividade das
enzimas sob condi¢des de campo varia com a estagcdo e também com a dieta. No entanto, os
resultados de varios estudos experimentais com Myoporum e plantas contendo 6leos FST em
camundongos, ratos € ovinos sugerem que o mecanismo patogénico da toxicidade desses
compostos, ndo ¢ explicado somente pelo grau de atividade das MMFO hepaticas no
momento da dosagem. Por exemplo, reduzindo a atividade MMFO hepética por meio de
deplecdo protéica ou adrenolectomia, ao invés do uso de drogas, ndo diminui a toxicidade do
6leo ngaione para os animais. Além disso, o estimulo das MMFO hepatica, por qualquer
meio, ndo aumenta a toxicidade do FST para o animal, mas pode até reduzi-la. Apesar disso,
aparentemente a inibi¢do ou reducao das enzimas pode alterar a zona do 16bulo onde ocorre a
lesdo dos hepatocitos, mas sem determinar a extensdo da lesdo do parénquima hepatico, nem
necessariamente, prevenir a possivel formagdo de metabolitos que podem ser liberados pelo
figado para danificar tecidos vitais distantes (SEAWRIGHT et al. 1978).

Diversos autores relatam a proliferagdo de ductos biliares na intoxicacdo por
Myoporum sp. JERRETT & CHINNOCK 1983, ODRIOZOLA et al. 1987). Entretanto, estas
alteragcdes ainda ndo foram analisadas. Nao se conhece, por exemplo, como se reorganiza o
sistema de ductos biliares, nem de que elementos celulares deriva o epitélio dos ductos
neoformados. Esses aspectos tém sido caracterizados como danos hepaticos originados por
outras causas (MILANTI et al. 1989).

As plantas hepatotoxicas e dentre elas, o Myoporum laetum, tem causado importantes

perdas econdmicas para a pecuaria do Rio Grande do Sul. Estudos anteriores permitiram a



15

defini¢ao das lesdes induzidas pelo Myoporum laetum a bovinos e ovinos (RAPOSO et al.
1998a,b). Busca-se agora elucidar a patogenia dessas lesdoes. A importancia desses estudos
basicos reside na necessidade de uma compreensdo mais adequada da complexa
metabolizac¢ao do principio toxico de M. laetum no figado.

Os objetivos deste trabalho sdo os seguintes:
1. Determinar a evolucao das alteragdes histoldgicas e ultra-estruturais nos figados de ovinos
e bovinos intoxicados experimentalmente por M. laetum.
2. Comparar as alteragdes microscoOpicas e ultra-estruturais nas diferentes espécies animais
estudadas, procurando estabelecer quais organelas s3o afetadas na intoxicacao por M. laetum.
3. Determinar as alteragdes enzimaticas que ocorrem em animais intoxicados através da

dosagem sérica das enzimas AST e GGT e bilirrubina total.



2 CAPITULO 1

Evolugdo das lesoes histologicas e ultra-estruturais no figado de ovinos e bovinos

experimentalmente intoxicados por Myoporum laetum

Artigo publicado na Pesquisa Veterinaria Brasileira, Rio de Janeiro, v. 23, n. 4, p. 149-155,

out./dez. 2003
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Evolucio das lesoes histolégicas e ultra-estruturais no figado de ovinos e bovinos
experimentalmente intoxicados por Myoporum laetum’
Josiane Bonel—Raposoz, David Driemeier3, Severo Sales Barros® & Cristina Gevehr-

Fernandes’

ABSTRACT.- Bonel-Raposo J., Driemeier D., Barros S.S. & Gevehr-Fernandes C. 2003.
[Histological and ultrastructural evolution of liver lesions in experimental Myoporum
laetum poisoning of sheep and cattle.] Evolug¢do das lesdes histoldgicas e ultra-estruturais
no figado de ovinos e bovinos experimentalmente intoxicados por Myoporum laetum.
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Green leaves of Myoporum laetum were collected during spring and summer, and
administered to five sheep and six steers at dosages of 20 and 30 g/kg. Liver biopsies were
taken before (Controls) and 1, 3 and 7 days after dosage. In sheep, the clinical signs were
depression, rumen hypomotility, dried feces, tenesmus, teeth grinding, dyspnea and typical
lesions of photosensitization. In cattle, the clinical picture was much less pronounced. The
main histological findings in sheep were vacuolization of hepatocytes, portal fibrosis, bile
duct proliferation and necrosis of periportal hepatocytes; the ultrastructural examination
revealed hyperplasia of the smooth endoplasmic reticulum, hepatocellular hydropic
degeneration, presence of crystals and several other degenerative changes. In cattle both, the
histological and the ultrastructural findings, were less evident.
INDEX TERMS: Poisonous plants, plant poisoning, Myoporum laetum, sheep, cattle.

RESUMO.- Amostras de Myoporum laetum foram colhidas durante a primavera e verao e
administradas a cinco ovinos e seis bovinos em doses Unicas de 20 e 30 g/kg. Biopsias
hepaticas foram colhidas antes (controles) e 1, 3 e 7 dias apds a dosagem da planta. Estas
biopsias foram analisadas histologica e ultra-estruturalmente. Os sinais clinicos, em ovinos,
caracterizaram-se, especialmente, por depressdo, diminuicdo dos movimentos ruminais, fezes
ressequidas, tenesmo, ranger de dentes, dispnéia e lesdes tipicas de fotossensibilizacdo. Em
bovinos, o quadro clinico foi discreto. Os principais achados histoldgicos, em ovinos,
incluiram vacuolizagdo de hepatdcitos, fibrose portal, proliferagdo de ductos biliares e necrose
de hepatdcitos periportais. Os estudos ultra-estruturais, em ovinos, revelaram hiperplasia do
reticulo endoplasmatico liso, tumefacdo de hepatocitos, degranulacdo e vesiculagdo do
reticulo endoplasmatico rugoso, presenga de cristais aciculares, retengdo biliar, tumefacao de
mitocOndrias e varias outras alteragdes degenerativas. Em bovinos, tanto os achados
histolégicos, quanto os ultra-estruturais foram menos evidentes.

TERMOS DE INDEXACAO: Plantas toxicas, intoxica¢io por plantas, Myoporum laetum,
ovinos, bovinos.
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INTRODUCAO

Intoxicacdo por Myoporum sp. tem sido descrita em diversos paises (Allen et al. 1978, Jerret
& Chinnock 1983, Seawright et al. 1978, Odriozola et al. 1987), afetando bovinos, ovinos,
eqiiinos e suinos. No Uruguai, existem histdricos clinicos da doenga e, na regido Sul do Rio
Grande do Sul, sdo mencionados surtos de fotossensibilizacdo em ovinos, associados ao
consumo de Myoporum sp (Méndez et al. 1993).

Os compostos toxicos desta planta sdo 6leos essenciais furanosesquiterpendides (FST),
dos quais o mais conhecido ¢ o ngaione. Os FST concentram-se principalmente nas folhas e
nos frutos (Seawright et al. 1978). As diversas espécies e variedades de Myoporum sp
possuem concentracdes variadas de substincias toxicas e ndo-toxicas. Portanto,
ocasionalmente, pode haver consumo destas plantas, sem que ocorra doenca. Podem ocorrer
variacoes na toxicidade de plantas em uma mesma regiao (Allen & Seawright 1973).

A ingestdo pode ocorrer em diferentes circunstancias tais como: apds a queda de galhos
e arvores por ventanias ou depois de podas; por consumo direto de folhas das arvores que
estdo ao alcance dos animais; quando, no inverno, ha pouca disponibilidade de forragem;
durante tempestades prolongadas quando animais procuram abrigo; ou ainda pode ocorrer em
animais que foram recentemente transportados (Hurst 1942, Odriozola et al. 1987, Jerret &
Chinnock 1983, Méndez et al. 1993).

As lesdes microscopicas observadas por Raposo et al. (1998a) de todos os ovinos
caracterizaram-se por necrose hepatica periportal. Lesoes similares foram, também descritas
por Allen & Seawright (1973). As principais lesdes nos bovinos localizam-se no figado e
caracterizam-se por necrose hemorrdgica periportal (Jerrett & Chinnock, 1983); necrose
difusa ou mediozonal (Odriozola et al.,1987), com proliferacdo de ductos biliares (Jerrett &
Chinnock, 1983; Odriozola et al., 1987). No entanto, em intoxicacdes experimentais
observaram-se preferentemente necrose hemorragica centrolobular (Allen et al., 1978). As
lesdes histologicas descritas por Raposo et al. 1998b, em bovinos caracterizaram-se
principalmente por necrose hepatica centrolobular e, em alguns casos, estendendo-se até a

area mediozonal.

As alteracdes ultra-estruturais observadas em camundongos experimentalmente
intoxicados por via gastrica com ngaione de Myoporum deserti incluiram dilata¢do do reticulo

endoplasmatico rugoso dos hepatocitos e perda das células de Kupffer da regido mediozonal e
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necrose dos hepatdcitos, verificadas respectivamente 1, 3 e 6 horas apos a dosagem com o
0leo. Uma area confluente de necrose coagulativa mediozonal estava presente 12 horas pos-
ingestdo, e foi seguida por atividade fagocitaria dos macréfagos. No periodo de 8 a 9 dias
houve uma reparagdo quase completa das areas mediozonais danificadas. Danos severos das
células de Kupffer, durante os estagios iniciais, ¢ uma rapida proliferacio do reticulo
endoplasmatico, em alguns hepatdcitos danificados, foram caracteristicas da lesdo (Seawright

& O’Donahoo 1973).

A severidade e o padrdo das lesdes hepaticas dependem da interacdo de varios fatores
como dieta, estado nutricional, administracdo concorrente de drogas, quantidade de planta
ingerida e atividade enzimatica (Allen et al. 1978, Seawright et al. 1978, Kelly 1993). O jejum
pode induzir o catabolismo das proteinas, causando uma diminuicdo na concentracdo das
enzimas na regido centrolobular e, conseqiientemente, desintoxicacdo incompleta e acumulo
de metabdlitos téxicos, havendo, portanto a possibilidade de lesdo nos hepatdcitos locais
(Kelly 1993). O tipo e a localizagdo da lesdo podem ser influenciados por varios fatores como
a espécie da planta, o componente de 6leo essencial, a atividade das enzimas microssomais
hepaticas, a espécie e o sexo dos animais envolvidos (Ford & Rivera 1978).

O objetivo deste trabalho ¢ estudar a evolugdo das alteragdes histologicas e ultra-
estruturais nos figados de ovinos e bovinos intoxicados experimentalmente por Myoporum

laetum.

MATERIAL E METODOS

Cinco ovinos Corriedale e seis bovinos mesticos foram pesados, mantidos em jejum durante
24 horas e, utilizados neste experimento.

As amostras de Myoporum laetum foram colhidas na primavera de 2000 (outubro) e
verdo de 2001 (janeiro), mantidas sob refrigeracdo por 12 horas e administradas aos animais
conforme esquema de dosagens apresentado no Quadro 1. Todos os animais experimentais
foram clinicamente examinados 24 horas antes e, diariamente, ap0s a ingestao da planta.

As amostras do figado foram coletadas através de biopsias pelo método de puncao
transtoracica usando-se agulha de Menghini (Braga et al. 1985). Cada amostra foi subdividida
em duas por¢des, uma fixada em formol a 10%, embebida em parafina, cortada e corada por

hematoxilina-eosina (HE), von Kossa e acido peridodico de Schiff (PAS) para avaliacio
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histologica e a outra foi subdividida em fragmentos fixados por imersdo em glutaraldeido 2%
e paraformaldeido 2% com tampao de cacodilato de sodio (pH 7,4) a ser utilizada para
avaliagdo ultra-estrutural. Os fragmentos foram lavados em solugdo tampdo com sacarose,
pos-fixados em solucdo de tetroxido de 6ésmio, desidratados em concentragdes crescentes de
etanol e incluidos em Epon. Os cortes semi-finos foram corados com azul de metileno e areas
selecionadas foram cortadas com navalha de diamante, contrastadas com acetato de uranila e
citrato de chumbo e observadas em microscopio eletronico de transmissdo. As biopsias foram
realizadas antes da administracdo da planta, no 1°, no 3° e no 7° dias ap6s a administracdo. A
primeira biopsia foi tomada como controle.

Quadro 1. Dosagens utilizadas na intoxicacao experimental por Myoporum laetum em ovinos

e bovinos
Ovinos Bovinos
Dose tnica (g/kg) 20 30 20 30
Primavera de 2000 2 - - -
Verao de 2001 1 2 3 3
Total 3 2 3 3
RESULTADOS
Ovinos

Sinais clinicos. Embora em diferentes niveis de severidade, todos os ovinos que
receberam a planta, independentemente da dosagem, apresentaram depressdo, auséncia ou
diminui¢do dos movimentos ruminais, fezes ressequidas com muco € sangue, mucosas
vermelhas, tenesmo, ranger de dentes, dispnéia e lesdes de fotossensibilizagdo que se
caracterizaram, inicialmente, por corrimento seroso ocular e nasal, edema nas orelhas e face,
prurido, vermelhiddo e, posteriormente, formagdo de crostas e perda de pélos ao redor dos
olhos e focinho.

Achados histolégicos. As biopsias obtidas dos dois ovinos dosados em outubro com
20g/kg da planta apresentaram picnose e acidofilia do citoplasma de alguns hepatdcitos,
especialmente de localizacdo periportal, mas também de alguns da regido mediozonal, na
verificagdo feita as 24 horas e, aos 3 e 7 dias apos ingestdo da planta. As lesdes degenerativas
evoluiram para necrose com desorganizacdo da arquitetura lobular, hemorragia e discreta
basofilia dos hepatdcitos na regido periportais na coloragao de HE, os quais mostravam um

fino granulado von Kossa positivo (Fig. 1). Nas biopsias do ovino que recebeu 20g/kg da
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planta em janeiro, observaram-se, a partir de 24 horas, vacuoliza¢ao dos hepatdcitos da regido
centrolobular e acimulo de neutréfilos no interior de sinuséides. No 3° dia apos a dosagem,
ainda eram observadas degeneracdo centrolobular e discreta necrose de alguns hepatocitos na
area periportal com eritrocitos extravasados. Moderada fibrose portal e discreta proliferacao
ductal foram também observadas. No 7° dia, observaram-se vacuolizagdo moderada dos
hepatdcitos periportais e fibrose portal.

Dos dois ovinos que ingeriram 30g/kg em janeiro, um apresentou sinais clinicos
similares aos ovinos intoxicados com 20mg/kg e o outro mostrou sinais muito discretos. Nas
biopsias do ovino que apresentou sinais mais evidentes, a partir de 24 horas apos a
administracdo da planta, foi verificada vacuolizacdo dos hepatdcitos centrolobulares e
mediozonais. No 3° dia, foram observadas necrose dos hepatocitos periportais e hemorragia,
vacuolizacdo dos hepatodcitos centrolobulares e mediozonais, além de discreta proliferacdo de
ductos biliares. No 7° dia foram observadas areas de necrose periportal com actimulos de
polimorfonucleares nos sinuséides, fibrose e proliferagdo ductal. Poucos hepatdcitos
apresentaram um fino granulado basofilo von Kossa positivo, e na coloracdo de HE foi
observada discreta basofilia dos hepatocitos. O outro ovino dosado com 30g/kg apresentou
vacuolizacao difusa dos hepatdcitos nas primeiras 24 horas, permanecendo assim durante os 4
e 8 dias. As biopsias controles, ou seja, aquelas tomadas antes do inicio do experimento nao
exibiram alteracdes microscopicas.

Achados ultra-estruturais. Nos ovinos que receberam 20g/kg, em outubro, observou-
se hiperplasia do reticulo endoplasmatico liso (REL) nas primeiras 24 horas que se acentuou
no 3° dia apos ingestao da planta (Fig. 2). Foram encontradas algumas imagens negativas de
cristais geralmente em forma de crescente, medindo de 3 a 6um. No 7° dia foram observados
numerosos hepatocitos degenerados caracterizados por tumefagcdo celular, dilatacao,
degranulagcdo e vesiculagdo do reticulo endoplasmatico rugoso (RER), dilatacdo das
mitocondrias e nucleos com contornos irregulares e cromatina condensada. Em fases mais
avancadas, os hepatocitos apresentavam contornos pouco nitidos, ruptura da membrana
citoplasmatica, nucleos picnoéticos, vacuolizagdes do citoplasma e destruicao de organelas.
Nas localizagdes que se mostraram von Kossa-positivas, foram observados hepatdcitos
degenerados ou necrdticos exibindo numerosos granulos citoplasmaticos eletrodensos com
contornos irregulares, medindo 300nm a 2um, alguns parcial ou totalmente delimitados por
membrana, com morfologia compativel com cristais de calcio (Fig. 3). Em grandes aumentos,
esses granulos mostravam ser constituidos por cristais aciculares de 30 a 40nm (Fig. 4).

Algumas células de Kupffer exibiam numerosos corpos residuais no citoplasma.
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obj. 20.

F1g 2 M1cr0graﬁa eletronlca Figado. Ovmo Hepat001to ex1b1nd0 acentuada h1perp1as1a do
reticulo endoplasmatico liso. Barra=0,5um.



Fig. 3. Micrografia eletronica. Figado. Ovino. Hepatdcito degenerado mostrando numerosas
formagdes eletrodensas delimitadas por membrana (cabega de seta). Barra=1um.
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Fig. 4. Micrografia eletronica. Figado. Ovino. Maior aumento da Fig. 3. Os granulos
eletrodensos sdo constituidos por finos cristais aciculares. Dois granulos estdo livres
no citoplasma (cabega de seta) e outro estd delimitado por membrana (seta). As
mitocondrias ndo exibem mineralizagdo. Barra=0,25um.
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No ovino que recebeu 20g/kg no més de janeiro, verificou-se hiperplasia do REL e
aumento significativo dos vactiolos com bile, ja nas 24 horas iniciais. Em alguns hepatocitos,
havia tumefacdo de mitocondrias, algumas com cavitagdes da matriz. Diversos hepatdcitos
exibiam nucleos de contornos irregulares e cromatina mais condensada. Essas alteragdes
geralmente estavam acompanhadas de tumefagdo e degranulagdo do RER e tumefagdo das
mitocondrias. As alteracdes necrdticas eram similares as descritas nos ovinos que receberam a
planta no més de outubro. Foi observada a presenga de fibrina em alguns espacos de Disse
muito dilatados. Em algumas localizagdes, foram encontradas imagens negativas de cristais,
geralmente, em forma de crescente medindo 3 a 6um. No 3° dia apdés a dosagem, havia
acentuada diminuicdo das cisternas do REL e dos vacuolos com bile. Em muitos desses
hepatocitos degenerados, foram vistas vacuolizacdes irregulares no citoplasma, parcialmente
delimitadas por membrana e com um conteudo, finamente, vesiculoso e, acentuadamente,
eletrodenso (Fig. 5). No 7° dia, acentuou-se ainda mais a diminui¢do das cisternas do REL,

mas o numero de vacuolos com bile e as dilatacdes das cisternas do RER permaneceram

inalterados.
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Fig. 5. Micrografia eletronica. Figado. Ovino. Hepatdcito mostrando estruturas finamente
vesiculares e eletrodensas (cabega de seta) e interpretadas como reticulo
endoplasmatico liso em processo de involucdo. Na periferia dessas estruturas

observam-se espagos claros parcialmente delimitados por membrana. Barra=0,5um
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Nos ovinos que receberam 30g/kg em janeiro foi observado, nas 24 horas, moderado
aumento do REL e dos vacuolos com bile, além de algumas gotas de gordura. O RER estava
dilatado e com degranulacdo moderada. No 3° dia ap6s a administracdo da planta, havia
alteragcdes degenerativo-necroticas dos hepatocitos caracterizadas por tumefacao, vesiculagao
e degranulacdo do RER, vacuolizagdes do citoplasma, diminuicdo ou desaparecimento do
REL, tumefacao e ruptura das mitocondrias, nucleos com contornos irregulares e cromatina
condensada, evoluindo, as vezes, para cariorrexia. Em muitos hepatdcitos, observou-se
ruptura da membrana celular e liberagdo do conteudo citoplasmatico no intersticio,
freqlientemente, acompanhada de eritrocitos extravasados. O endotélio dos capilares
sinusoides exibia acentuada dilatagdo com vacuolizagdes citoplasmaticas e organelas escassas
e mal definidas, embora a membrana basal estivesse, geralmente, bem conservada. Os espagos
de Disse, em muitos locais, exibiam restos de organelas de hepatocitos rompidos ou
necroticos associados com eritrdcitos extravasados e atrofia ou auséncia de microvilosidades.
No 7° dia, notou-se o desaparecimento dos hepatdcitos necrdticos e de organelas e eritrocitos
do intersticio, além de evidentes caracteristicas de reparagdo, traduzidos por um significativo
incremento do RER e dos ribossomos livres. Tanto os achados microscdpicos, quanto os ultra-

estruturais observados nos ovinos estdo apresentados, resumidamente, no Quadro 2.

Bovinos

Sinais clinicos. Nos bovinos que ingeriram 20 e 30g/kg de Myoporum laetum,
observaram-se depressao, auséncia ou diminui¢do dos movimentos ruminais, fezes amolecidas,
mucosas avermelhadas, ranger de dentes e corrimento seroso ocular e nasal.

Achados histologicos. Os bovinos que receberam 20 e 30g/kg apresentaram, a partir
de 24 horas, hepatocitos com contetdo citoplasmatico finamente granular, PAS-positivo,
tornando-se mais evidente do 4° ao 8° dias do experimento. Os hepatocitos,
predominantemente, da area periportal mostraram-se corados mais intensamente por PAS.

Achados ultra-estruturais. Os figados dos bovinos que receberam 20g/kg da planta
ndo apresentaram alteracdes notaveis. Entretanto, constataram-se pequenas diferengas no
conteudo de glicogénio, ndo s6 entre os diferentes hepatocitos de um mesmo lobulo, mas
também entre os diferentes dias do experimento. Um discreto aumento do REL foi verificado

nos dias 1, 3 e 7 apés a dosagem, havendo, entretanto, variabilidade entre os diferentes
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Quadro 2. Descricdo das alteragdes histologicas e ultra-estruturais em figados de ovinos
experimentalmente dosados com Myoporum laetum

Dosagem
Epoca Dose Dias apés Microscopia Optica Microscopia Eletronica
(g/kg) dosagem
Primavera 20 1 Picnose e acidofilia citoplasmatica Hiperplasia do REL
2000 de hepatdcitos periportais.
Primavera 20 3a7 Necrose e desorganizagdo da Hiperplasia acentuada do REL, tumefagdo
2000 arquitetura lobular. Hemorragia, de hepatocitos, degranulacdo e vesiculagdo
basofilia do citoplasma de do RER, dilatagdo de mitocondrias.
hepatocitos  mediozonais, von Contornos citoplasmaticos pouco nitidos,
Kossa positivo. nucleos picnoticos. As areas von Kossa
positivo apresentavam hepatécitos
degenerados ou necrdticos com numerosos
granulos  citoplasmaticos  eletrodensos
constituidos por cristais aciculares, alguns
parcial ou totalmente delimitados por
membrana. Células de Kupffer com corpos
residuais citoplasmaticos.
Verao 20 1 Vacuolizagdo  de  hepatocitos Hiperplasia do REL e retengdo biliar.
2001 centrolobulares e actimulo de Tumefacdo e cavitagdes da matriz de
neutréfilos nos sinusdides. mitocondrias, nucleos  irregulares e
cromatina  condensada. Tumefagdo e
degranulacio do  RER.  Alteragdes
necroticas  similares as  previamente
descritas. Presenca de fibrina em espagos de
Disse dilatados. Imagens negativas de
cristais.
Verio 20 3 Degeneracao centrolobular, Acentuada diminuicdo das cisternas do
2001 necrose de hepatocitos periportais REL e dos vactiolos com bile. Hepatocitos
e eritrocitos extravasados. Fibrose degenerados com vacuolizagdes
portal moderada e proliferacdo de citoplasmaticas irregulares, parcialmente
ductos. delimitadas por membrana e com um
conteudo vesiculoso e eletrodenso.
Verao 20 7 Vacuolizagao moderada Diminui¢do das cisternas mais evidente
2001 hepatocitos periportais e fibrose ainda.
portal.
Verdo 30 1 Vacuolizagdo  de  hepatdcitos Hiperplasia do REL, aumento de vactolos
2001 centrolobulares e mediozonais. com bile e gotas de gordura. RER dilatado e
Vacuolizagdo difusa. com degranulagdo moderada
Verdo 30 3 Necrose de hepatdcitos periportais Tumefagdo, vesiculagdo e degranulagdo do
2001 e hemorragia, vacuolizagdo de RER, vacuolizagdes do citoplasma,
hepatdcitos  centrolobulares e diminuigdo e desaparecimento do REL,
mediozonais,  proliferacdo  de tumefa¢do e ruptura das mitocondrias,
ductos. Vacuolizagdo difusa. nicleos com contornos irregulares,
cromatina condensada e cariorrexia.
Liberacdo do conteudo citoplasmatico no
intersticio e presenga de eritrocitos
extravasados nos hepatdcitos. Endotélio
sinusoidal dilatado, com vacuolizagdes
citoplasmaticas, organelas escassas e mal
definidas. Espagos de Disse com restos de
organelas de hepatdcitos necroticos,
eritrocitos extravasados.
Verao 30 7 Necrose periportal, acimulo de Desaparecimento dos hepatdcitos
2001 neutréfilos nos sinusoides, fibrose necroticos e de organelas e eritrocitos do

e proliferacdo de ductos, poucos intersticio.
hepatocitos com fino granulado Regeneragdo: incremento do RER e dos
von Kossa positivo. ribossomos livres.
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hepatodcitos de um mesmo Iobulo. A distribui¢do do RER ndo estava alterada, bem como o
numero a distribuicdo dos ribossomos livres. Foram observados alguns poucos vactolos
contendo bile. A presenca e o nimero desses vactiolos ndo variaram, significativamente, entre
osdias 1,3 e 7.

Nos bovinos que receberam 30g/kg da planta, foi verificado aumento dos granulos de
glicogénio, em forma de roseta ou monoparticulada, freqiientemente, associados ao REL. Foi
observado um discreto aumento do REL no 3° dia, mas que regrediu no 7° dia ap6s receber a
planta. A distribui¢do e o numero das cisternas do RER e dos vacuolos com bile ndo
diferiram, substancialmente, durante o experimento.

Todos os ovinos e bovinos utilizados nesse experimento ficaram totalmente recuperados

apos 20 a 30 dias do experimento.

DISCUSSAO

Os sinais clinicos observados nos ovinos deste experimento foram similares aos descritos em
observacgdes anteriores (Ragonese 1956, Connor 1977, Allen et al. 1978, Hrdlicka et al. 1978,

Raposo et al. 1998a). Em bovinos, os sinais clinicos foram mais discretos.

As lesdes microscopicas observadas nos ovinos se caracterizaram, inicialmente, por
vacuolizacdo dos hepatocitos centrolobulares e evoluiam principalmente para necrose
hepatica periportal. Raposo et al (1998a) observaram, principalmente, necrose hepatica
periportal. Em alguns casos havia, também, hemorragia e, as vezes, a area de necrose se
estendia até a regido mediozonal. Proliferacdo de ductos biliares foi também observada.
Lesdes similares foram descritas em ovinos intoxicados experimentalmente com folhas M.
deserti (Allen & Seawright 1973) e folhas de M. tetrandrum administrada em 3 parcelas
dentro de 24 horas. Porém, dose Unica de folhas de M. tetrandrum e 6leos de M. deserti que
levaram a morte dentro de 24 horas, causaram necrose centrolobular (Allen et al. 1978).
Portanto, parece que a variagdo na localizagdo predominante da necrose de hepatdcitos esta

associada a distribuicao e atividade das MMFO hepaticas.

A hiperplasia acentuada do reticulo endoplasmatico liso foi a primeira alteracdo ultra-
estrutural encontrada nos ovinos e foi interpretada como resposta do mecanismo de
detoxificagdo hepatica. A hiperplasia do REL parece ter sido mais acentuada nos animais que
receberam 20g/kg do que nos que receberam 30g/kg. O REL ¢ a organela ativa na

biotransformac¢do de drogas ndo-polares, através do sistema das oxidases de fun¢do mista da
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citocromo P-450 (Marzella & Trump 1991). Tem sido demonstrado que diferentes rebanhos
de ovinos podem apresentar diferentes niveis de atividade média de suas oxidases de fungao
mista microssomal (MMFO), e que a atividade das enzimas sob condi¢des de campo pode
variar com a estagdo do ano e com a dieta (Seawright et al. 1978). Supde-se, que as
discrepancias entre as lesdes que ocorreram nos ovinos deste estudo possam estar associadas a
fatores individuais dos animais, incluindo aquelas inerentes a atividade das MMFO hepaticas

no momento da administracdo da planta toxica.

As imagens negativas de cristais, semelhantes as observadas em casos envolvendo
plantas que contém saponinas (Driemeier et al. 1998), devem ser atribuidas, provavelmente, a
presenca de sapogeninas no Myoporum sp. No entanto, ndo ha relatos da presenca de
saponinas em Myoporum laetum. E provéavel ainda que a presenga destes cristais, semelhantes
aos encontrados em animais que ingerem Brachiaria spp (Driemeier et al. 1998), estejam
relacionados com a patogenia da fotossensibilizagcdo. Os granulos basofilicos encontrados no
citoplasma dos hepatocitos degenerados e necroticos e que na ultra-estrutura eram compostos
por agregados cristalinos, sdo sais de calcio, o que foi confirmado pelo método de von Kossa.
Essas formacgdes cristalinas livres no citoplasma ou delimitadas por membrana, em alguns
hepatocitos ainda viaveis, sugerem um processo de calcificacdo intracelular ndo associado a
mitocondrias. Desde que a manuten¢do da energia mitocondrial normal ¢ essencial para
manter o potencial que dirige a tomada de célcio, os depositos de célcio podem teoricamente
se formar em células vidveis. Outra possibilidade ¢ a formacdo de depdsitos de célcio em
células ndo-viaveis como conseqiiéncia do equilibrio osmético alterado em células necroticas.
Portanto, os depositos iniciais de calcio podem surgir na célula, agindo como centros de
nucleagdo que, posteriormente, recebem precipitados adicionais formando cristais de calcio
(Marzella & Trump 1991). Notavel, também foi a rdpida reparacdo do parénquima hepatico
aos 8 dias, observada mesmo em animais com acentuadas alteragdes degenerativo-necroticas.
As estruturas finamente vesiculares e acentuadamente eletrodensas observadas, foram
interpretadas como agrupamentos de cisternas do REL em processo de involugdo, secundario

a hiperplasia observada 24 horas apds a dosagem com a planta.

As lesdes verificadas em bovinos dosados com 20-30 g/kg da planta foram apenas
discretas sem um padrdao definido de necrose, o que poderia ser atribuido a variagdes
individuais ou a concentracdo do principio toxico da planta. Raposo et al (1998b) observaram
em um bovino que morreu apos ter ingerido 40g/kg de M. laetum, necrose centrolobular

hemorragica e vacuolizagdo do citoplasma dos hepatdcitos circunjacentes. Em outros seis
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bovinos que receberam a mesma dose € ndo morreram, nas biopsias hepaticas observaram,
também, principalmente necrose centrolobular, sendo as vezes, hemorragica e, em alguns
casos, estendendo-se até a drea mediozonal. Descri¢cdes semelhantes foram feitas por Allen et
al. (1978), em terneiros dosados com folhas M. tetrandrum ou 6leos de M. deserti. Quando
estes autores usaram pré-tratamentos com fenobarbital e 6leo de Melaleuca linariifolia, que
acentuam a atividade das MMFO hepaticas, observaram necrose periportal. Eles concluiram
que a zona de localizacdo da lesdo na intoxicagdo por Myoporum estava relacionada a prévia
utilizagdo das MMFO hepaticas induzidas por compostos alimentares. Outros autores
observaram em casos espontaneos necrose hemorragica mediozonal (Odriozola et al. 1987) e
periportal (Jerrett & Chinnock 1983), e necrose periportal em estudos experimentais (Ford &
Rivera 1978, Jerrett & Chinnock 1983). A ocorréncia de intoxica¢do por Myoporum sp ou
outras por substincias hepatotoxicas estd na dependéncia de sua metabolizagdo a metabolitos
intermediarios pelo figado os quais sdo hepatotoxicos. A biotransformacdo destes toxicos ¢é
feita através das MMFO hepaticas, as quais ocorrem em maior concentragdo na zona
centrolobular, em concentracdo intermediaria na mediozonal ¢ em menor concentragao na

regido periportal (Kelly 1993).

Nesse trabalho observou-se ainda que os bovinos demonstraram menor sensibilidade
aos efeitos de Myoporum laetum. Esse fato provavelmente estd associado a uma menor
atividade das enzimas microssomais hepaticas nesta espécie o que ja havia sido,

anteriormente, observado (Allen et al. 1978, Raposo et al. 1998b).
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OBSERVACOES CLINICAS E BIOQUIMICAS EM OVINOS E BOVINOS

INTOXICADOS EXPERIMENTALMENTE POR Myoporum laetum *

Clinical and biochemical findings in Myoporum laetum experimentally poisoned sheep and
cattle.

. .. 2 . ) . . .
Josiane Bonel-Raposoé"", Cristina Gevehr-Fernandes”, Carmem Baialardi®, David Driemeier’

RESUMO

A hepatotoxicidade causada por Myoporum laetum pode ser detectada por avaliagao
sérica pela elevacao dos niveis de AST, GGT e bilirrubina total. Doses unicas de 20 ¢ 30g/kg
de Myoporum laetum foram administradas a sete ovinos e 6 bovinos. Amostras de sangue e
biopsias hepaticas foram obtidas destes animais e de 4 ovinos ¢ 3 bovinos controles, antes e 1,
3 e 7 dias apo6s a administragdo da planta. A partir das amostras de sangue analisaram-se 0s
niveis séricos de GGT, AST e bilirrubina total. As biopsias foram processadas e coradas
conforme rotina para histologia. Nos ovinos, os niveis enzimaticos de AST, GGT e bilirrubina
total elevaram-se 24 horas ap6s a administragdo da planta, praticamente em todos os animais
experimentais, mas ndo nos controles. Os principais achados histologicos, em ovinos,
incluiram vacuolizagdo de hepatdcitos, fibrose portal, proliferagao de ductos biliares e necrose
de hepatdcitos periportais. Em bovinos, tanto as alteragdes na bioquimica sérica como 0s
achados histologicos foram menos evidentes. Os achados referentes a evolugdo da doenga,
avaliando-se os sinais clinicos, atividade enzimatica e alteragdes histopatologicas foram
compativeis.

Descritores: Plantas toxicas, alteragdes hepaticas, Myoporum laetum, bovinos, ovinos.
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ABSTRACT

The hepatotoxic effects caused by Myoporum laetum may be early detected through
seric evaluation, in which the levels of AST, GGT and total bilirubin are increased. A total of
7 sheep and 6 steers were dosed just once with 20 or 30g/kg of green leaves of Myoporum
laetum. Blood samples and hepatic biopsies were taken before and 1, 3 and 7 days after
dosage. . In sheep the serum levels of AST, GGT and total bilirubin increased even before 24
hours after dosing the plant in all experimental animals, except for the controls. Histological
findings in sheep included hepatocyte vacuolization, portal fibrosis, proliferation of biliary
ducts and necrosis of periportal hepatocytes. In cattle both, the serum enzymatic activity and
histological changes, were less evident. Concerning disease evolution, there was positive

correlation between clinical signs, enzymatic activity and histological changes.

Key words: Poisonous plants, hepatic lesions, cattle, sheep.

INTRODUCAO

A dosagem de enzimas hepaticas no soro permite avaliar o grau de disfuncdo
hepatocelular no decurso de hepatopatias. Em condigdes normais, hd um gradiente de
concentracdo enzimatica entre o interior € o exterior das células, cuja manutencao exige um
grande dispéndio de energia. Assim, danos minimos nas células, sejam por distarbios de
suprimento de energia, seja por aumento de permeabilidade da membrana, ja acarretam um
"vazamento" de enzimas para o espaco extracelular. O grau de elevagdo dessas enzimas no

soro € proporcional a gravidade e extensdo da lesdo [16].
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A avaliagao do perfil bioquimico ¢ complexa tanto quando aplicada a rebanhos quanto
a individuos, devido aos mecanismos que controlam o nivel sanguineo de varios metabdlitos e
a grande variagdo desses niveis em fun¢do de fatores como raga, idade, stress, dieta, manejo,
clima e estado fisiologico, entre outros [6].

A atividade sérica de enzimas de origem hepatica tais como gama-glutamiltransferase
(GGT), aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) e concentragdes
séricas de bilirrubina sdo adotadas para o diagnéstico de alteragdes hepaticas em seres
humanos e animais domésticos. Parece existir uma correlagdo funcional entre a elevagao dos
parametros referidos, a caquexia, a falta de apetite e o estado progressivo de injaria hepatica
[9].

A natureza da patologia hepatica, se necrotica ou colestatica, pode ser determinada
pela andlise simultanea da atividade sérica das enzimas ALT e GGT, porém ruminantes
apresentam pouca atividade hepatica de ALT. A AST s6 pode ser utilizada para avaliar o grau
de necrose hepatica se ndo ocorrerem simultaneamente outras doengas ndo hepaticas. Entdo,
resta a avaliagdo da GGT que tem grande vantagem para o diagnostico de colestase em
ruminantes, por ser uma enzima originaria do tecido biliar hepatico. O aumento da atividade
sérica da GGT associa-se somente com colestase intra e extra-hepatica ¢ dano de ductos
biliares. Em ovinos ¢ mais adequada para diagnosticar lesdes leves de intoxica¢des hepaticas

agudas e cronicas [9].

A intoxicacao por Myoporum laetum, cujos principios toxicos sdo Oleos essenciais
furanosesquiterpendides (FSTs), dentre os quais cita-se o ngaione [12, 18,19], caracteriza-se
por marcada elevacdo dos niveis séricos de AST e GGT, tanto nas intoxicagdes espontaneas
ou experimentais, com a planta ou com 6leos FSTs [1, 2, 5, 7, 13, 14]. Aumento de bilirrubina

total (BT) também foi observado em condigdes experimentais [1, 2, 13, 14].
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As lesdes microscopicas observadas em ovinos sao principalmente necrose hepatica
periportal, embora lesdes mediozonais e centrolobulares possam ocorrer [1, 13]. Nos bovinos,
as principais lesdes localizam-se no figado e caracterizam-se por necrose hemorragica
periportal [7]; necrose difusa ou mediozonal [12], com proliferagdo de ductos biliares [7, 12].
No entanto, em intoxicagdes experimentais demonstrou-se principalmente necrose
hemorragica centrolobular [2]. As lesdes histologicas descritas em bovinos caracterizaram-se
principalmente por necrose hepatica centrolobular e, em alguns casos, estendendo-se até a
arca mediozonal [14].

A severidade e o padrao das lesdes hepaticas e alteragdes bioquimicas que resultam da
exposicao natural a estas hepatotoxinas dependem da soma das diversas variaveis da planta e
de reagdes metabdlicas iniciadas por episddios de intoxicacdo [8]. A variagdo nos padroes de
lesdo dessas intoxicagdes sugere que o tipo ¢ a localizagdo do dano hepatico podem ser
influenciados por varios fatores como a espécie da planta, o componente de d6leo essencial, as
espécies e sexo dos animais experimentais ou a atividade das enzimas microssomais hepaticas
[5].

No sentido de se avangar na compreensao da patogenia e caracterizagdo das lesdes na
intoxicacdo por FSTs, realizou-se a intoxicagdo experimental com Myoporum laetum em
ovinos ¢ bovinos, observando principalmente as alteragdes dos niveis séricos de algumas

enzimas e correlacionando-as com os diferentes graus e padrdes de lesdes hepaticas.

MATERIAIS E METODOS

Onze ovinos Corriedale e 9 bovinos mesticos foram pesados, mantidos em jejum

durante 24 horas e utilizados neste experimento conforme apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1. Dosagens utilizadas na intoxicagao experimental por Myoporum laetum em ovinos
e bovinos nos meses de outubro, dezembro e janeiro.

Ovinos Bovinos
Epoca do ano 20%* 30%* Controle 20%* 30%* controle
Outubro 2 - 1 - - R
Dezembro 2 - 1 - - -
Janeiro 1 2 2 3 3 3
Total 5 2 4 3 3 3

*Dose unica (g/kg de peso vivo)

As amostras de Myoporum laetum foram colhidas durante os meses de outubro,
dezembro e janeiro, mantidas sob refrigeracdo por 12 horas e administradas aos animais
conforme esquema de dosagens apresentado na Tabela 1. Durante o experimento todos
animais experimentais, inclusive controles foram clinicamente examinados 24 horas antes e
diariamente apoOs a ingestdo da planta. Todos os animais apds receberem a dose Unica da
planta, e os controles eram alimentados diariamente com ragdo comercial e apos soltos em um
potreiro. No dia 0, e nos dias 1, 3 e 7 do experimento foram realizadas biopsias e coleta de
sangue.

Amostras de figado foram coletadas através de biopsias hepdaticas pelo método de
puncdo transtoracica com agulha de Menghini [4]. Foram fixadas em formol a 10%, incluidas
em parafina, cortadas e coradas por hematoxilina-eosina, von Kossa e acido periodico de
Schiff (PAS), para avaliagao histologica.

Amostras de sangue foram coletadas através de pun¢ao da jugular e acondicionadas em
tubos Vacuntainer'. Foram enviadas ao servico de analises clinicas® imediatamente apds a
coleta, para avaliar a atividade sérica das enzimas GGT e AST e a concentragao de BT através

do Método Cinético Enzimatico Automatizado’.
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Os resultados obtidos das mensuracoes séricas de AST, GGT e BT sofreram analise
estatistica, e foram inicialmente resumidos através de seus valores de média e desvio padrio.
Para comparagdes entre as diferentes situagdes experimentais, foi empregada andlise de
variancia (ANOVA) para medidas repetidas, seguida pelo teste de Tukey para a localizacao

das possiveis diferencas.

RESULTADOS

Ovinos

Os ovinos do grupo controle (E-151, E-183, E-184 e E-202) ndo apresentaram alteragdes
clinicas, bioquimicas ou histologicas.

Sinais clinicos

Os sinais clinicos foram similares nos ovinos que receberam 20g/kg ou 30g/kg de
planta, embora em diferentes niveis de severidade. Todos os ovinos apresentaram depressao,
auséncia ou diminui¢do dos movimentos ruminais, fezes ressequidas com muco e sangue,
mucosas vermelhas, tenesmo, ranger de dentes, dispnéia e fotossensibilizagao.

Analise histologica

Nas biopsias obtidas dos ovinos (E-150, E-185, E-186, E-203, E-204) dosados com
20g/kg da planta, observaram-se no dia 2 do experimento degeneragdo e necrose
centrolobular, por vezes a mediozonal. No 3° e 7° dia, as lesdes degenerativas evoluiram para
necrose com desorganizacdo da arquitetura lobular, hemorragia ¢ discreta basofilia dos
hepatocitos na regido periportal, os quais mostravam um fino granulado von Kossa-positivo.
Em alguns ovinos observou-se evolugdo para marcada necrose periportal, podendo também

ser notada fibrose discreta a moderada.
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Nas biopsias de um dos ovinos (E-146) que ingeriu 30g/kg, observou-se no primeiro dia
apos a administracdo da planta vacuolizagdo dos hepatdcitos centrolobulares e mediozonais.
No 3° dia, foi observada necrose dos hepatdcitos periportais € hemorragia, vacuolizag¢do dos
hepatocitos centrolobulares e mediozonais, além de discreta proliferacdo de ductos biliares.
No dia 7, foram observadas areas de necrose periportal com acumulos de polimorfonucleares
nos sinusodides, fibrose e proliferacdo ductal. Poucos hepatodcitos apresentaram um fino
granulado basofilo von Kossa-positivo. O outro ovino (E-147) dosado com 30g/kg apresentou
vacuoliza¢do difusa dos hepatdcitos nas primeiras 24 horas, permanecendo assim durante o 3°

e 7° dia ap0s a dosagem da planta.

Avaliacao do perfil bioquimico

Os resultados individuais dos niveis séricos de AST, GGT e BT de cada animal
experimental constam na Tabela 2 e Figura 1.

Os niveis enzimaticos de AST, GGT e bilirrubina total elevaram-se a partir de 24 horas
apds a administracdo da planta, praticamente em todos os animais experimentais, com
excecao dos controles.

Para o emprego de ANOVA para medidas repetidas, foram considerados os seguintes
fatores: -Dias (0, 1, 3 e 7): medida repetida — fator “dentro” dos sujeitos;

-Grupo (Controle, 20g/kg e 30g/kg): grupos independentes — fator “entre” os sujeitos.

A andlise descrita acima foi repetida para ovinos ¢ bovinos e, em cada caso, para os
resultados de AST, GGT e BT.

No caso dos ovinos, os dados foram transformados através do logaritmo natural, para
reduzir a heterogeneidade das variancias entre os grupos, conforme explicado nas analises que

seguem.
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Tabela 2. Valores de AST, GGT e bilirrubina total em ovinos controles e intoxicados

experimentalmente com 20 e 30g/kg de Myoporum laetum

Ovino AST GGT BT
n° (un un (mg/dl)
0 1 3 7 0 1 3 7 0 1 3 7
151* 126 146 164 128 58 55 62 63 0,55 0,64 033 0,53
183* 170 186 154 142 63 66 66 72 0,34 048 0,52 0,50
184* 104 200 184 126 63 76 81 82 0,38 0,33 0,37 0,50
202* 150 142 162 146 53 51 55 63 0,43 0,29 0,23 0,22
150° 120 1409 2482 777 57 254 385 322 055 1,16 4,17 0,55
185° 106 544 1419 531 76 109 319 224 024 0,37 0,51 0,54
186° 118 146 662 304 85 102 147 166 0,18 045 0,43 045
203 130 545 3710 1250 65 277 472 536 047 0,78 3,53 0,25
204° 117 735 1750 529 54 97 272 239 043 0,17 021 0,15
146° 107 1353 2296 852 56 186 376 537 057 096 4,11 1,02
147¢ 109 233 634 270 57 136 149 144 0,57 0,85 0,61 0,58

a - ovinos controles
b - ovinos intoxicados com 20g/kg de M. laetum
¢ - ovinos intoxicados com 30g/kg de M. laetum

Valores de AST

Conforme os desvios-padrdo calculados, os valores de AST apresentam alta

variabilidade entre os grupos, com excecdo do grupo controle e antes da administracdo da

planta (dia 0). Esta alta variabilidade, pode também ser observada na Figura 1.
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Figura 1. Médias de AST (UI/L) nos dias 0, 1, 3 e 7, para os grupos controles, 20g/kg e
30g/kg em ovinos.

No teste multivariado, avaliando os efeitos dos dias e da interagdo entre dia e grupos de
AST, observou-se que ha diferengas estatisticamente significativas entre os valores médios de
AST nos diferentes dias testados (p < 0,001). Da mesma forma, ha efeito significativo da
interagdo entre dias e grupo (p = 0,002). Nos diferentes grupos testados (controle, 20g/kg e
30g/kg), observou-se diferencas estatisticamente significativas entre os valores médios de
AST (p = 0,007).

Na comparagdo entre os dias, com exce¢do dos resultados do 1° e do 7° dias, que ndo
apresentaram diferenga estatisticamente significativa em relacdo aos valores de AST
(p=1,000), todos os outros dias diferiram significativamente entre si.

No teste de Tukey entre grupos, observou-se que nao houve diferenga estatisticamente
significativa entre a atividade média de AST nos grupos de 20g/kg e 30g/kg (p = 0,896). O
grupo controle diferiu significativamente destes dois grupos (p = 0,007 e p = 0,047,

respectivamente para os grupos de 20g/kg e 30g/kg).
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Valores de GGT

Os resultados de GGT apresentaram, também, alta variabilidade nos resultados dos
grupos controle, 20g/kg e 30g/kg, e nos dias 0, 1, 3 ¢ 7. No teste univariado (assumindo
esfericidade), observou-se que ha diferengas estatisticamente significativas entre os valores
médios de GGT nos diferentes dias testados e na interagdo entre dias e grupo (p<0,001).

Na comparagdo multipla entre os dias, com exce¢do dos resultados do 3° dia e do 7°
dias, que ndo apresentam diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos valores de
GGT (p=1,000), todos os outros dias diferiram significativamente entre si.

Nas comparagdes multiplas de Tukey observou-se que ha diferenga estatisticamente
significativa entre os valores médios da atividade de GGT nos grupos de 20g/kg e 30g/kg
(p=0,942). O grupo controle difere significativamente destes dois grupos (p=0,002 e p=0,016,

respectivamente para os grupos de 20g/kg e 30g/kg).

Valores de BT

Os resultados dos valores de média, desvio-padrdo e n° de casos observados, para os
resultados de BT nos grupos controle, 20g/kg ¢ 30g/kg, nos dias 0, 1, 3 e 7, no teste de
homogeneidade de variancias (Teste de Levene) indicam heterogeneidade das variancias para
os valores dos dias 0 e 3 para um nivel 5%. Os valores do dia 1 podem ser considerados com
variancias heterogéneas, para um nivel de significancia de 10%.

No teste univariado (assumindo esfericidade) ndo houve diferencas estatisticamente
significativas entre os valores médios de BT nos diferentes dias testados (p=0,094). Da
mesma forma, ndo houve efeito significativo da interagdo entre dias e grupo (p=0,282).

No teste sobre o efeito dos grupos, ndo houve diferencas estatisticamente significativas
entre os valores médios de BT nos diferentes grupos testados (controle, 20g/kg e 30g/kg)

(p=0,236).
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Bovinos

Os bovinos controles (E-191, E-192 e E-193) nd3o apresentaram sinais clinicos,
alteracdes bioquimicas ou lesdes histologicas caracteristicas da intoxicagao.

Sinais clinicos

Nos bovinos que ingeriram 20g/kg (E-194, E-195 e E-196) e 30g/kg (E-197, E-198 ¢ E-
199) de Myoporum laetum, observou-se depressdo, auséncia ou diminui¢do dos movimentos
ruminais, fezes amolecidas, mucosas avermelhadas, ranger de dentes e corrimento seroso
ocular e nasal.

Analise histologica

Os bovinos que receberam 20 e 30g/kg apresentaram, a partir de 24 horas, hepatdcitos
com discreta vacuolizagdo citoplasmatica e presenca de conteido finamente granular, PAS
positivo. Os hepatocitos, predominantemente da area periportal mostraram-se corados mais
intensamente pelo PAS (glicogénio). Nos controles, os hepatodcitos pareciam conter menor
quantidade de glicogénio.

Avaliacao do perfil bioquimico

Os resultados individuais dos niveis séricos de AST, GGT e BT de cada bovino
encontram-se na Tabela 3.

Pode-se observar que nos bovinos os niveis séricos de AST e GGT elevaram-se na
maioria dos animais experimentais, exceto nos controles. Porém, a BT elevou-se em 1 bovino
que recebeu a dose de 20g/kg ,a partir de 24 horas apos a administracdo da planta. Outro
bovino que foi dosado com 30g/kg apresentou aumento da BT somente no 3° dia do
experimento.

A analise estatistica foi realizada da mesma forma que para os ovinos, porém nao
houve necessidade de transformar os dados originais para se obter menor variabilidade e

maior homogeneidade. Os resultados mais importantes constam da Tabela 4.
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Tabela 3. Valores de AST, GGT e bilirrubina total em bovinos controles e intoxicados

experimentalmente com 20 e 30g/kg de Myoporum laetum

Bovino AST GGT BT
n’ un un (mg/dl)
0 1 3 7 0 1 3 7 0 1 3 7
191* 62 71 90 54 16 15 16 17 057 042 0,51 0,36
192* 90 85 94 79 19 19 24 26 0,64 058 0,74 049
193* 95 98 77 67 19 24 22 26 043 035 031 0,29
194° 83 82 66 71 17 20 41 48 049 034 037 031
195° 55 75 61 39 11 16 19 220,55 043 044 0,27
196° 66 128 53 48 33 26 27 24 0,78 0,82 0,66 047
197¢ 98 117 102 66 23 27 45 47 0,68 056 1,21 0,53
198° 57 102 84 77 15 17 20 27 045 039 034 0,29
199° 60 73 96 61 16 15 22 29 0,57 041 0,57 035

a — bovinos controles
b - bovinos intoxicados com 20g/kg de M. laetum
¢ — bovinos intoxicados com 30g/kg de M. laetum

Tabela 4. Valores de média, desvio-padrdo e n° de casos observados dos resultados de AST

nos bovinos controles e intoxicados com 20g/kg e 30g/kg de M. laetum, nos dias 0, 1, 3 e 7

apods administragdo da planta.

Controle 20g/kg 30g/kg Total
Dias Média (Desvio-padrio) Média (Desvio-padrio) Média (Desvio-padrio) Média (Desvio-padrio)
0 82,33 (17,79) 68,00 (14,11) 71,67 (22,85) 74,00 (17,35)
1 84,67 (13,50) 95,00 (28,79) 97,33 (22,37) 92,33 (20,30)
3 87,00 (8,89) 60,00 (6,56) 94,00 (9,17) 80,33 (17,12)
7 66,67 (12,50) 52,67 (16,50) 68,00 (8,19) 62,44 (13,34)
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Valores de AST

As médias da AST dos bovinos podem ser melhor visualizadas na Figura 2, para os

diferentes dias do experimento.
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Figura 2. Médias de AST (UI/L) nos dias 0, 1, 3 e 7, para os grupos controle, 20g/kg e 30g/kg
em bovinos.

Hé diferengas estatisticamente significativas entre os valores médios da atividade de
AST nos dias testados (p = 0,004). Ja em relagdo a interagdo entre dias e grupo, nao ha efeito
significativo (p = 0,306).

No teste sobre o efeito dos grupos, observou-se que nao ha diferengas estatisticamente
significativas entre os valores médios de AST nos diferentes grupos testados (controle, 20g/kg
e 30g/kg) (p=0,302).

Nas comparagdes entre os dias, observou-se que podem ser considerados
estatisticamente diferentes, se aceito um nivel de significincia pouco acima de 6%, os valores

médios de AST nos dias 1 ¢ 7 (p = 0,061) e nos dias 3 ¢ 7 (p = 0,064). As demais
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comparagdes entre as médias dos dias ndo apresentaram diferencas estatisticamente

significativas.

Valores de GGT

Os valores de média, desvio-padrdo e n° de casos observados, assim com o teste de
Levene para GGT nos grupos controle, 20g/kg ¢ 30g/kg, e nos dias 0, 1, 3 ¢ 7 ndo tiveram
problemas de variabilidade. Em relacdo a heterogeneidade das variancias, apenas o resultado
do dia 0 (antes da administragdo da planta) apresentou tendéncia de heterogeneidade das
variancias (p=0,056).

No teste multivariado ndo houve diferengas estatisticamente significativas entre os
valores médios de GGT nos diferentes dias testados (p=0,160). Da mesma forma, ndo houve
efeito significativo da interagdo entre dias e grupo (p=0,857).

No efeito sobre grupos, ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os

valores médios de GGT nos diferentes grupos testados (controle, 20g/kg e 30g/kg) (p=0,623).

Valores de BT

No teste multivariado houve diferengas estatisticamente significativas entre os valores
médios de BT nos diferentes dias testados (p=0,002). Por outro lado, ndo houve efeito
significativo da interacdo entre dias e grupo (p=0,616).

No efeito sobre os grupos, ndo houve diferengas estatisticamente significativas entre os
valores médios de BT nos diferentes grupos testados (controle, 20g/kg e 30g/kg) (p=0,920).

Nas comparacdes entre os dias, podem ser considerados estatisticamente diferentes, para
um nivel de significancia 5%, os valores médios de BT nos dias 0 e 1 (p=0,041) e 0 ¢ 7
(p<0,001). As demais comparagdes entre as médias dos dias ndo apresentaram diferencas

estatisticamente significativas.
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DISCUSSAO

Os parametros indicativos da funcdo hepatica utilizado neste experimento, como AST e
GGT aumentaram tanto em ovinos como bovinos, embora nestes ultimos a elevagdo destas
enzimas tenha sido mais discreta. Com relagdo a BT observou-se que nos bovinos houve
aumento apenas em 2 animais (I com 20g/kg e 1 com 30g/kg), enquanto que nos ovinos
houve aumento em todos animais experimentais, exceto nos controles. Resultados
semelhantes foram relatados previamente por outros autores [1, 2, 5, 7, 13, 14]. AST esta
presente em muitos tecidos como duas isoformas no citosol e na mitocondria, sendo um
indicativo de danos em tecidos moles, especialmente tecidos cardiacos e hepaticos. Em
ruminantes, os niveis séricos de AST servem como um bom indicador do funcionamento
hepatico [3, 6]. A GGT encontra-se como enzima associada as membranas, mas também esta
no citosol, especialmente nos epitélios dos ductos biliares e renais. O nivel de GGT é muito
baixo em caes e gatos, comparado com o0s niveis nos ruminantes. Quando se apresenta
elevado no plasma indica colestase e proliferagdo de ductos biliares, em todas as espécies.
Aumenta também na cirrose € no colangiocarcinoma [3, 6, 7]. O aumento da concentragdo de
bilirrubina no soro tem como causas mais comuns a hemolise e as doengas hepaticas [3].

As lesdes microscopicas degenerativas e necroticas encontradas nos ovinos sao
compativeis com as descritas previamente [11, 13, 17]. A partir de 24 horas apds a dosagem,
os sinais clinicos, principalmente, de fotossensibilizacdo foram evidentes, e coincidem com a
elevagdo dos niveis séricos de AST, GGT e BT e com lesdes histologicas caracterizadas,
inicialmente, por vacuolizacdo dos hepatdcitos centrolobular que evoluia para necrose

hepatica periportal. Esta localizacdio predominante de necrose de hepatdcitos esta,
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provavelmente, associada a distribuicao das oxidases de fungao mista microssomal (MMFO)
hepaticas [1]. Supde-se que como a lesdo hepdtica evoluiu predominante para a area
periportal, isso poderia levar a um acumulo de filoeritrina por interferéncia na drenagem
canalicular e, conseqiientemente, fotossensibilizagdo hepatogena [15]. Acredita-se que
algumas diferengas entre os graus de severidade das lesdes que ocorreram nos ovinos deste
estudo possam estar associadas a fatores individuais, incluindo a atividade das MMFO
hepaticas dos animais no momento da administragdo, além daquelas inerentes ao estagio
vegetativo da planta toxica. A presenca de granulos basofilicos no citoplasma dos hepatdcitos
degenerados e necroticos sdo sais de calcio, confirmado pelo método de von Kossa. Essas
formacdes cristalinas livres no citoplasma ou delimitadas por membrana, em alguns
hepatocitos ainda viaveis, sugerem um processo de calcificacdo intracelular ndo associado a
mitocondrias. Uma vez que a manutencdo da energia mitocondrial normal é essencial para
manter o potencial que dirige a tomada de célcio, os depositos de célcio podem teoricamente
se formar em células viaveis. Outra possibilidade ¢ a formacdo de depdsitos de calcio em
células ndo vidveis, como conseqiiéncia da alteracdo do equilibrio osmdtico em células
necroticas. Portanto, os depositos iniciais de calcio podem surgir na célula, agindo como
centros de nucleacdo que, posteriormente, recebem precipitados adicionais formando cristais

de calcio [10].

A avaliagdo estatistica, mostrou que os valores médios de AST, GGT dos grupos de
20g/kg e 30g/kg, nos diferentes dias testados tiveram efeito significativo sobre os grupos,
assim como ha efeito significativo da interagdo entre dias e grupo (p<0,001). O efeito de
interagdo indica que os resultados observados ao longo dos dias ndo seguem o mesmo padrao
nos trés grupos, tendo-se observado que ha diferengas estatisticas significativas entre valores
médios de AST e GGT nos diferentes grupos testados (controle, 20g/kg e 30g/kg), e que

dependendo do tempo (dia) ap6s a administragdo da planta, os animais experimentais
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apresentaram diferentes graus de sinais clinicos ou lesdes (alteragdes). Na comparagdo
multipla entre os dias, com excegdo dos resultados do 1° € do 7° dias em relagio aos valores
de AST, e do 3° e do 7° dias dos valores de GGT que ndo apresentam diferenga
estatisticamente significativa, todos os outros dias diferiram significativamente entre si.
Porém, ndo houve diferencga estatistica significativa entre os valores médios de AST, GGT nos
grupos de 20g/kg e 30g/kg, enquanto o grupo controle diferiu significativamente destes dois
grupos. Os valores médios de BT ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas
entre os diferentes dias testados, na interagdo entre dias e grupo, ¢ nos diferentes grupos

testados (controle, 20g/kg e 30g/kg).

Nos bovinos desse experimento dosados com 20 e 30g/kg de folhas frescas da planta, os
sinais clinicos e as lesdes da intoxica¢do foram discretos. Embora existam descri¢des de
necrose centrolobular de hepatocitos associada a dosagem de 40g/kg de Myoporum laetum
[14] e folhas de M. tetrandrum ou 6leos de M. deserti [2], neste estudo as lesoes verificadas
foram discretas sem um padrio definido de necrose, o que poderia ser, também, atribuido a
variagdes individuais ou a concentragdo do principio téxico da planta no periodo de sua
colheita. Aparentemente, os bovinos demonstraram menor sensibilidade aos efeitos de
Myoporum laetum. Esse fato provavelmente esta, também, associado a uma menor atividade
das enzimas microssomais hepaticas nesta espécie, o que ja havia sido observado
anteriormente [2, 14]. A andlise laboratorial, por outro lado, demonstrou que os niveis séricos
de AST, GGT e BT, nos grupos que receberam 20g/kg e 30g/kg de planta elevaram-se até o 3°
dia e comegavam a diminuir no 7° dia apds o consumo da planta. Esses bovinos, apresentaram
entre os valores médios tanto de AST quanto BT diferencas estatisticas significativas nos
diferentes dias testados, enquanto para GGT esse efeito dia ndo foi significativo. Porém, nao

houve efeito significativo em relagdo a interagdo entre dias e grupos, assim como também

entre os valores médios nos diferentes grupos testados (controle, 20g/kg e 30g/kg) para os
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valores de AST, GGT e BT. Na comparagao dos valores de AST entre os dias, observaram-se
diferengas estatisticas, se aceito um nivel de significincia pouco acima de 6%, nos valores
médios de AST dos dias 1 e 7 e também dos dias 3 e 7. As demais comparagdes entre as
médias dos dias ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas. Nas comparagdes
dos valores de BT entre os dias, podem ser considerados estatisticamente diferentes, para um
nivel de significancia 5%, os valores médios de BT nos dias 0 e 1 ¢ 0 e 7. As demais
comparagdes entre as médias dos dias para AST e BT nlo apresentaram diferencas

estatisticamente significativas.

A existéncia de tantas variaveis envolvidas torna o resultado da exposi¢do natural a estas
hepatotoxinas de dificil prognoéstico. Tanto a intensidade quanto o padrio das lesdes hepaticas
dependem da soma das diversas variaveis e das reagdes metabdlicas disparadas por episoddios

de intoxicagao [8].

Apds varios estudos experimentais em camundongos, ratos, ovinos € bovinos sugerem-
se que o mecanismo patogénico da toxicidade de Myoporum, bem como de outras plantas
contendo 6leos FST, esteja associado com o grau de atividade das MMFO hepéticas no
momento da dosagem, com outros fatores individuais do animal e com o estagio vegetativo da

planta quando consumida.
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CONCLUSOES

a) Em ovinos que consumiram 20g/kg e 30g/kg de folhas frescas de M. laetum em
dose tunica, ha associacdo entre os sinais clinicos, lesdes hepaticas ¢ a elevacao dos niveis
séricos de AST, GGT e BT.

b) A avaliagdo bioquimica poderia representar um método mais sensivel para
detectar a intoxicagdo caso tivesse sido constatada alteragdo bioquimica antes dos sinais e
alteracdes histologicas: caso tenha sido feito biopsia e dosagem enzimatica ambos antes das
24hs, havendo somente alteragdo nas enzimas neste periodo.

c) Embora os bovinos tenham consumido as mesmas doses de planta que os
ovinos, apresentaram sinais clinicos e lesdes histologicas mais discretas .

d) A toxicidade da planta esta, provavelmente, relacionada a época do ano que foi

consumida.

NOTAS INFORMATIVAS
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4 CAPITULO 3

DISCUSSAO GERAL

Os ovinos deste experimento apresentaram sinais clinicos similares aos relatados em
observagoes anteriores (RAGONESE 1956, CONNOR 1977, ALLEN at al. 1978,
HRDLICKA et al. 1978, RAPOSO et al. 1998a). Porém, nos bovinos estes sinais foram mais
discretos independente da dosagem da planta de 20 ou 30g/kg.

As lesdes microscopicas degenerativas e necroticas encontradas nos ovinos sao
compativeis com as descritas previamente (SEAWRIGHT 1968, MENDEZ 1993, RAPOSO
et al. 1998a). A partir de 24 horas apds a dosagem, os sinais clinicos, principalmente, de
fotossensibilizagao foram evidentes, e coincidem com a elevacao dos niveis séricos de AST,
GGT e BT e com lesdes histologicas caracterizadas, inicialmente, por vacuoliza¢do dos
hepatocitos periacinares que evoluia para necrose hepatica periportal. Esta localizacao
predominante de necrose de hepatdcitos estd, provavelmente, associada a distribuicao das
oxidases de fun¢do mista microssomal (MMFO) hepaticas (ALLEN & SEAWRIGHT 1973).
Supde-se que como a lesdo hepatica evoluiu predominante para a area periportal, isso poderia
levar a um acumulo de filoeritrina por interferéncia na drenagem canalicular e,
conseqiientemente, fotossensibilizagao hepatogena (ROWE 1989). Acredita-se que algumas
diferengas entre os graus de severidade das lesdes que ocorreram nos ovinos deste estudo
possam estar associadas a fatores individuais, incluindo a atividade das MMFO hepaticas dos
animais no momento da administracdo, além daquelas inerentes ao estagio vegetativo da
planta toxica. Os granulos basofilicos encontrados no citoplasma dos hepatocitos degenerados
e necroticos e que na ultra-estrutura eram compostos por agregados cristalinos, sdo sais de
calcio, o que foi confirmado pelo método de von Kossa. Essas formacdes cristalinas livres no
citoplasma ou delimitadas por membrana, em alguns hepatocitos ainda vidveis, sugerem um
processo de calcificagao intracelular ndo associado a mitocondrias. Desde que a manutencao
da energia mitocondrial normal é essencial para manter o potencial que dirige a tomada de
calcio, os depositos de célcio podem, teoricamente, se formar em células vidveis. Outra
possibilidade ¢ a formagao de depositos de calcio em células ndo-vidveis como conseqiiéncia

do equilibrio osmotico alterado em células necroticas. Portanto, os depositos iniciais de célcio
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podem surgir na célula, agindo como centros de nucleacdo que, posteriormente, recebem
precipitados adicionais formando cristais de calcio (MARZELLA & TRUMP 1991). A
hiperplasia acentuada do reticulo endoplasmatico liso foi a primeira alterag¢do ultra-estrutural
encontrada nos ovinos e foi interpretada como resposta do mecanismo de detoxificacao
hepatica. A hiperplasia do REL parece ter sido mais acentuada nos animais que receberam
20g/kg do que nos que receberam 30g/kg. O REL ¢ a organela ativa na biotransformacao de
drogas ndo-polares, através do sistema das oxidases de fun¢do mista da citocromo P-450
(MARZELLA & TRUMP 1991). Tem sido demonstrado que diferentes rebanhos de ovinos
podem apresentar diferentes niveis de atividade média de suas oxidases de fungdo mista
microssomal (MMFO), e que a atividade das enzimas sob condi¢des de campo pode variar
com a estacdo do ano e com a dieta (SEAWRIGHT et al. 1978). Supde-se, que as
discrepancias entre as lesdes que ocorreram nos ovinos deste estudo possam estar associadas a
fatores individuais dos animais, incluindo aquelas inerentes a atividade das MMFO hepaticas
no momento da administragdo da planta toxica. As estruturas finamente vesiculares e
acentuadamente eletrodensas observadas, foram interpretadas como agrupamentos de
cisternas do REL em processo de involu¢ao, secundario a hiperplasia observada 24 horas apos

a dosagem com a planta.

Os parametros indicativos da fungdo hepatica como AST, GGT e bilirrubina total
elevaram-se, embora em diferentes graus de severidade, tanto em ovinos como em bovinos
durante este experimento. O mesmo foi relatado previamente por outros autores (ALLEN &
SEAWRIGHT 1973, FORD & RIVERA 1978, ALLEN et al. 1978, JERRETT &
CHINNOCK 1983, RAPOSO et al. 1998a,b).

A avaliagdo estatistica, mostrou que os valores médios de AST, GGT dos grupos de
20g/kg e 30g/kg, nos diferentes dias testados tiveram efeito significativo sobre os grupos,
assim como ha efeito significativo da interagdo entre dias e grupo (p<0,001). O efeito de
interacao indica que os resultados observados ao longo dos dias ndo seguem o mesmo padrao
nos trés grupos, tendo-se observado que ha diferengas estatisticas significativas entre valores
médios de AST e GGT nos diferentes grupos testados (controle, 20g/kg e 30g/kg), e que
dependendo do tempo (dia) apds a administracio da planta, os animais experimentais
apresentaram diferentes graus de sinais clinicos ou lesdes (alteragdes). Na comparagdo
multipla entre os dias, com exce¢do dos resultados do 1° e do 7° dias em relagdo aos valores
de AST, ¢ do 3° e do 7° dias dos valores de GGT que ndo apresentam diferenca

estatisticamente significativa, todos os outros dias diferiram significativamente entre si.
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Porém, nao houve diferenca estatistica significativa entre os valores médios de AST, GGT nos
grupos de 20g/kg e 30g/kg, enquanto o grupo controle diferiu significativamente destes dois
grupos. Os valores médios de BT ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas
entre os diferentes dias testados, na interagdo entre dias e grupo, € nos diferentes grupos

testados (controle, 20g/kg e 30g/kg).

Nos bovinos existem descricdes de necrose centrolobular de hepatdcitos associada a
dosagem de 40g/kg de Myoporum laetum (RAPOSO et al. 1998b) e folhas de M. tetrandrum
ou Oleos de M. deserti (ALLEN et al. 1978), entretanto neste estudo as lesdes verificadas
foram discretas sem um padrio definido de necrose, o que poderia ser, também, atribuido a
variagoes individuais ou a concentracdo do principio toxico da planta no periodo de sua
colheita. Aparentemente, os bovinos demonstraram menor sensibilidade aos efeitos de
Myoporum laetum. Esse fato provavelmente esta, também, associado a uma menor atividade
das enzimas microssomais hepaticas nesta espécie, o que ja havia sido observado

anteriormente (ALLEN et al. 1978, RAPOSO et al. 1998b).

A andlise laboratorial, por outro lado, demonstrou que os niveis séricos de AST, GGT e
BT, nos grupos que receberam 20g/kg e 30g/kg de planta elevaram-se até o 3° dia e

comegavam a diminuir no 7° dia apds o consumo da planta.

Esses bovinos, apresentaram entre os valores médios tanto de AST quanto BT
diferencas estatisticas significativas nos diferentes dias testados, enquanto para GGT esse
efeito dia ndo foi significativo. Porém, ndo houve efeito significativo em relagdo a interagao
entre dias e grupos, assim como também entre os valores médios nos diferentes grupos
testados (controle, 20g/kg e 30g/kg) para os valores de AST, GGT e BT. Na comparagao dos
valores de AST entre os dias, observaram-se diferencas estatisticas, se aceito um nivel de
significancia pouco acima de 6%, nos valores médios de AST dos dias 1 e 7 e também dos
dias 3 ¢ 7. As demais comparagdes entre as médias dos dias ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas. Nas comparagdes dos valores de BT entre os dias, podem ser
considerados estatisticamente diferentes, para um nivel de significAncia 5%, os valores
médios de BT nos dias 0 e 1 e 0 e 7. As demais comparagdes entre as médias dos dias para

AST e BT nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas.

A ocorréncia de intoxicagdo por Myoporum sp ou outras por substancias hepatotdxicas
estd na dependéncia de sua metabolizagdo a metabolitos intermediérios pelo figado os quais

sdo hepatotoxicos. A biotransformacao destes toxicos ¢ feita através das MMFO hepaticas, as
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quais ocorrem em maior concentracdo na zona centrolobular, em concentragdo intermedidria

na mediozonal e em menor concentracao na regido periportal (KELLY 1993).

Apos varios estudos experimentais em camundongos, ratos, ovinos € bovinos sugerem-
se que o mecanismo patogénico da toxicidade de Myoporum, bem como de outras plantas
contendo 6leos FST, esteja associado com o grau de atividade das MMFO hepéticas no
momento da dosagem, outros fatores individuais do animal e com o estagio vegetativo da
planta quando consumida.

Baseado neste estudo observou-se que os ovinos que consumiram 20g/kg e 30g/kg de
folhas frescas de M. laetum em dose Unica, apresentaram associagdo entre os sinais clinicos,
lesdes hepaticas e a elevacao dos niveis séricos de AST, GGT e BT; A avaliagdo bioquimica
poderia representar um método mais sensivel para detectar a intoxicacdo caso tivesse sido
constatada alteragdo bioquimica antes dos sinais e alteracdes histologicas: caso tenha sido
feito biopsia e dosagem enzimatica ambos antes das 24hs, havendo somente alteracdo nas
enzimas neste periodo; Embora os bovinos tenham consumido as mesmas doses de planta que
0s ovinos, apresentaram sinais clinicos e lesdes histologicas mais discretas; A toxicidade da

planta esta, provavelmente, relacionada a época do ano que foi consumida.
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ANEXOS

FIGURA 1. Intoxicacdo Myoporum laetum. Ovino. Fotossensibilizacdo hepatica 3 dias apos
dosagem de 20g/kg da planta.

FIGURA 2. Intoxica¢do Myoporum laetum. Ovino. Fotossensibilizagdo hepatica 3 dias apds
dosagem de 30g/kg da planta.

FIGURA 3. Intoxicagdo Myoporum laetum. Ovino. Figado. Necrose centrolobular, 24 horas
apods dosagem de 20g/kg da planta.

FIGURA 4. Intoxicacdo Myoporum laetum. Ovino. Figado. Necrose centrolobular a
periportal, 3 dias apds dosagem de 20g/kg da planta.

FIGURA 5. Intoxicacdo Myoporum laetum. Ovino. Figado. Necrose periportal com
hemorragia, 3 dias ap6s dosagem de 20g/kg da planta.

FIGURA 6. Intoxicagdo Myoporum laetum. Ovino. Figado. Necrose periportal com discreta
fibroplasia, 7 dias apds dosagem de 20g/kg da planta.
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Fig. 1. Intoxicacdo Myoporum laetum. Ovino. Fotossensibilizagdo hepatica 3 dias
apos dosagem de 20g/kg da planta.

Fig. 2. Intoxicagao Myoporum laetum. Ovino. Fotossensibilizacdo hepatica 3 dias
apos dosagem de 30g/kg da planta.



63

Fig. 3. Intoxicacdo Myoporum laetum. Ovino. Figado. Necrose centrolobular, 24

horas apds dosagem de 20g/kg da planta.
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ig. 4. ntoxiaéo Myoporum laetum. Ovino. Figado. Necrose centrolobular a

periportal, 3 dias apds dosagem de 20g/kg da planta.
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Fig. 5. Intoxicagdo Myoporum laetum. Ovino. Figado. Necrose periportal com
hemorragia, 3 dias apos dosagem de 20g/kg da planta.

Fig. 6. Intoxicacdo Myoporum laetum. Ovino. Figado. Necrose periportal com
discreta fibroplasia, 7 dias ap6s dosagem de 20g/kg da planta.
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