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The systemic granulomatous disease associated with consumption of Vicia villosa
(Leg. Papilionoideae family) has been diagnosed in 5 cattle from 2005 to 2008. Affected
cattle showed alopecia, crusted lesions on the skin, had itching, fever, decreased milk
yield, anorexia and wasting. Average clinical course was 2 weeks. Three cattle died and
two were euthanized in extremis. The main gross changes are alopecic and crusts in the
skin, mainly on the face and neck. There also were multifocal to coalescent whitish nodules
that infiltrated several organs, but especially lymph nodes, kidneys and hearth. Microscopic
changes consisted of infiltration with lymphocytes, macrophages, epithelioid cells, giant
multinucleated cells, eosinophils, and plasmocytes. Lymph nodes, kidneys, adrenal gland,
spleen and liver from affected cattle showed varying degrees of granulomatous infiltration.
Immunohistochemical procedures on samples from affected organs revealed that T-
lymphocytes and macrophages/epithelioid cells/giant multinucleated cells were the main
components of the inflammatory infiltrates, B-lymphocytes were only rarely seen within.
The reduced numbers of cells marked by Ki-67 in the granulomatous lesions would indicate
that cell proliferation was not responsible for the hypercellularity in the lesions and that
rather the recruitment of macrophages and lymphocytes to the site inflammation probably
accounted for the building up of the local cellular inflammatory infiltrate.

INDEX TERMS: Poisonous plants, Vicia villosa, Leguminosae Papilionoideae, plant poisoning,
systemic granulo-matous disease, cattle, immunohistochemistry.

RESUMO.- A doenca granulomatosa sistémica associada
ao consumo de Vicia villosa (Leg. Papilionoideae) foi diag-
nosticada em 5 bovinos no periodo de 2005 a 2008. Os
bovinos apresentavam alopecia, lesdes crostosas na pele,
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prurido, febre, queda da producéo leiteira, anorexia e ema-
grecimento. O curso clinico médio da doenca foi de 2 se-
manas. Dos bovinos analisados trés morreram e dois foram
eutanasiados. As lesdes macroscopicas de alopecia e cros-
tas na pele eram localizadas principalmente na face e pes-
coco. Observava-se nodulos multifocais a coalescentes
branco-acinzentados que infiltravam varios érgaos especi-
almente em linfonodos, rins e coragdo. As lesGes micros-
copicas consistiam na infiltragdo de linfécitos, macréfagos,
células epitelioides, células gigantes multinucleadas, eosi-
ndfilos e plasmacitos. Linfonodos, rins, adrenal, baco e fi-
gado de todos os bovinos apresentaram infiltrado granulo-



308 Luciana Sonne et al.

matoso, porém de intensidade variavel. Nos testes imuno-
histoquimicos dos 6rgéos com infiltrado inflamatdrio, as prin-
cipais células visualizadas foram os linfécitos T, seguidos
de macrdéfagos/células epitelioides/células gigantes multi-
nucleadas e os linfocitos B foram raramente detectados nos
locais de inflamacé&o granulomatosa. O nimero reduzido de
células marcadas por Ki-67 nas lesdes granulomatosas,
tende a indicar que a proliferacéo celular ndo foi responsa-
vel pela hipercelularidade das les6es e que o recrutamento
de macréfagos e linfocitos para o local da inflamag&o prova-
velmente tenha sido o responsavel pelo acimulo de células
no infiltrado inflamatario.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Plantas tdxicas, Vicia villosa, Leg.
Papilionoideae, intoxicagdo por planta, doenga granulomato-
sa sistémica, bovinos, imuno-histoquimica.

INTRODUCAO

Vicia spp. sdo plantas leguminosas, trepadeiras anuais ou
perenes que sdo amplamente utilizadas como forragem para
bovinos devido ao seu alto valor nutricional (Odriozola et al.
1991). O consumo de Vicia villosa Roth (ervilhaca-peluda)
pode ocasionar uma doenca granulomatosa sistémica descri-
ta em bovinos e equinos (Panciera et al. 1966, Anderson &
Divers 1983, Panciera et al. 1992, Woods et al. 1992). Em
bovinos, a intoxicac&o tem sido associada a trés manifesta-
¢Bes clinicas. A primeira é associada ao consumo de se-
mentes causando distlrbios nervosos agudos e a morte dos
animais (Claughton & Claughton 1954). A segunda sindrome
esta associada ao consumo da pastagem ocasionando
papulas na cabeca, pescogo e corpo, erupgdes herpetiformes
na mucosa oral, descarga nasal purulenta, tosse, avermelha-
mento das mucosas nasais, queda de pelo, anorexia e respi-
racdo ofegante (Panciera et al. 1992). Aterceira sindrome é a
mais estudada e caracteriza-se por uma doenga granuloma-
tosa sistémica. Clinicamente, esta sindrome é caracterizada
por dermatite, prurido, febre, conjuntivite, diarreia, queda da
produgéo de leite e perda de peso (Peet & Gardner 1986,
Barros et al. 2001, Fighera & Barros 2004). A doenca tem
sido descrita em bovinos da raca Holandés (Rech et al. 2004),
Aberdeen Angus (Peet & Gardner, 1986, Odriozola et al.
1991, Johnson et al. 1992), Murray Grey, cruzamento de
Hereford com Bradford (Harper et al. 1993) e um Unico caso
em uma novilha Limousin (Johnson et al. 1992).

Os bovinos acometidos pela doenca granulomatosa sis-
témica apresentam lesGes de pele caracterizadas por areas
coalescentes de alopecia, formacao de papulas, exsudato
amarelado que pode resultar na formacao de crostas (Fighera
et al. 2005). As lesdes de pele estdo presentes principal-
mente na cabeca, pescoco, tronco, perineo e Ubere (Fighera
etal. 2005). Nédulos branco-acinzentados, moderadamen-
te firmes, multifocais a coalescentes infiltram multiplos 6r-
gaos como linfonodos, figado, rins e miocéardio. Infiltrado
inflamatério constituido de linfécitos, plasmécitos,
histiécitos, eosindfilos, macrofagos epitelioides e ocasio-
nalmente células gigantes multinucleadas séo observados
na histologia (Barros et al. 2001). O infiltrado é mais preva-
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lente na regido do cortex renal, miocardio, cortical e medu-
lar da adrenal, e derme. Orgdos menos frequentemente
afetados incluem a tireoide, a parétida, o pancreas, o baco,
os linfonodos e as areas portais do figado. Ocasionalmente
os infiltrados podem ser observados na traqueia, no pul-
mao, na vesicula biliar, no intestino, no ovario e no endomeétrio
(Panciera et al. 1992). O tipo de reacéo inflamatdria sugere
uma reacao de hipersensibilidade tipo IV (Panciera et al.
1992). Este trabalho descreve os achados patolégicos ob-
servados em bovinos afetados pela doenc¢a granulomatosa
sistémica associada com o consumo de Vicia villosa no Rio
Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

Para o presente estudo, bovinos com os sinais clinicos da doen-
¢a foram necropsiados pelo Setor de Patologia Veterinaria (SPV)
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Da-
dos como racga, idade, sexo, sinais clinicos e lesdes macrosco-
picas observados durante a necropsia foram registrados. Um
dos bovinos (Bovino 2) foi necropsiado pelo veterinario respon-
savel pelo caso e o material foi encaminhado para histopatolo-
gia. Fragmentos de 6rgdos foram coletados em solugdo de
formalina 10%, processados por técnicas rotineiras de histolo-
gia e corados pela hematoxilina e eosina (HE) e Ziehl-Neelsen.
Para o teste imuno-histoquimico os cortes de tecidos foram pre-
parados em laminas com solucéo de Poli-L-lisina* 10% e fixa-
dos em estufa a 60°C por 24 horas. Utilizou-se o0 método estrep-
tavidina ligada a peroxidase para os anticorpos anti-CD68
(macrdfago), anti-Ki-67 (marcador de proliferacéo celular) e anti-
CD79a (linfécitos B). Inicialmente, a peroxidase enddgena foi
inibida com perdxido de hidrogénio 3% por 15 minutos. Para a
recuperagdo antigénica utilizou-se proteinase K° por 10 minu-
tos (CD68), calor em panela de presséo a 125°C por 7 minutos
em tampao citrato pH 6,0 (Ki-67) e calor em microondas por 2
vezes de 5 minutos em tampéo citrato pH 6,0 (CD79a). Os anti-
corpos monoclonais anti-CD68%, anti-Ki-677 e anti-CD7908 fo-
ram diluidos em 1:100, 1:300 e 1:10 respectivamente. As lami-
nas foram incubadas em camara Umida overnight a 4°C e com
revelacdo com DABS. Realizou-se a imuno-histoquimica atra-
vés da técnica de estreptavidina-biotina ligada a fosfatase alca-
lina para o marcador de linfocitos T (CD3). Para a recuperagao
antigénica, neste caso, utilizou-se Protease XIV# por 15 minu-
tos, diluicdo de 1:200 do anticorpo policlonal anti-CD3° com
incubacdo overnight a 4°C e como cromdgeno utilizou-se o
Permament Red® por 15 minutos.

RESULTADOS

Dados gerais

No periodo de 2005-2008 foram realizadas, no SPV-
UFRGS, 278 necropsias de bovinos, 38 das quais foram
associadas a intoxicacdes por plantas. Realizou-se, nes-
se periodo, o diagnostico de 5 surtos de intoxicagdo por
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Quadro 1. Dados dos bovinos e das propriedades de cinco municipios do Rio Grande do Sul onde
ocorreram casos de doencga granulomatosa sistémica pelo consumo de Vicia villosa
Bovino Raca Sexo Idade Duracéo dos Municipio Total de bovinos Epoca de Morbidade

(anos) sinais clinicos na propriedade ocorréncia (%)
1 Holandés F 5 15 dias Vacaria 90 Setembro/2005 5,5
2 Holandés F 5 15 dias Santo Cristo 35 Dezembro/2006 8,6
3 Holandés F 8 26 dias Rodeio Bonito 15 Novembro/2007 20,0
4 Holandés F 7 15 dias Tuparendi 13 Setembro/2008 7,6
5 Holandés F 6 10-12 dias Candido Godoy 14 Outubro/2008 7,1

Vicia villosa. Os dados dos bovinos e das propriedades
estdo descritos no Quadro 1.

Na propriedade do Bovino 1, havia um total de 90 bovi-
nos em lactacdo. Os animais estavam consumindo ragao
comercial, silagem de milho e pastagem cultivada com
aveia, azevém e V. villosa. Este havia sido o primeiro ano
no qual a ervilhaca era introduzida na alimentagcéo dos
bovinos. Apés 30 dias da ingestdo da planta os bovinos
comecgaram a apresentar queda da producéo leiteira, fe-
bre, anorexia, prurido intenso e lesdes de pele localizadas
principalmente na cabeca, pescoco, Ubere, abddémen e
membros posteriores. Os bovinos foram tratados para der-
matomicose sem apresentarem melhora no quadro clini-
co. No decorrer de duas semanas apds o inicio dos sinais
clinicos 4 bovinos morreram e em um foi realizada a euta-
nasia para a realizagdo da necropsia.

Na propriedade do Bovino 2 havia um total de 35 bovi-
nos; desses, trés apresentaram sinais clinicos como dimi-
nuicdo da producao leiteira, febre, anorexia e morte. Os
trés bovinos morreram, sendo que em um foi realizada a
necropsia. Os bovinos dessa propriedade eram mantidos
em pastagem contendo V. villosa.

Bovino 3 apresentou emagrecimento, diminuicao da
producao leiteira, diarreia e areas avermelhadas e alopéci-
cas na pele da face e do Ubere com curso clinico de 26
dias. Na mesma propriedade outros dois bovinos haviam
apresentado sinais clinicos semelhantes, sendo ambos
filhos do Bovino 3. Os bovinos da propriedade eram man-
tidos em pastagem com aveia, azevém e V. villosa.

Bovino 4 era proveniente de uma propriedade com 13
bovinos e foi 0 Unico a apresentar sinais clinicos de anore-
xia, emagrecimento, alopecia e crostas na pele da face e
Ubere. Os sinais clinicos iniciaram-se 2 meses apds o con-
sumo da pastagem contendo V. sativa e V. Villosa; o cur-
so clinico foi de 15 dias e ap6s esse periodo realizou-se a
eutanasia do bovino.

Bovino 5 era proveniente de uma propriedade com um
total de 14 bovinos que consumiam pastagem contendo
aveia, azevém e V. villosa por aproximadamente 4 me-
ses. Bovino 5 apresentou anorexia, emagrecimento, que-
da da producéo leiteira e lesGes alopécicas e crostosas na
face, orelhas e pescoco. O curso clinico da doenca foi de
10-12 dias e resultou na morte do bovino.

Achados macroscoépicos

Os achados macroscépicos dos bovinos desse estudo
foram principalmente caracterizados por lesfes de pele (Bo-
vinos 1, 3, 4 e 5). As lesBes observadas foram alopecia e
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Fig.1. Bovino 3 intoxicado por Vicia villosa com lesdes alopéci-
cas e crostosas na face e pescogo.

crostas localizadas principalmente na face, no pescoco
(Fig.1), nas orelhas e no Ubere. N6dulos esbranquicados
multifocais ou coalescentes infiltravam diferentes 6rgéos.
Os rins encontravam-se aumentados de volume e com nu-
merosos nodulos de 0,1-0,2cm (Bovinos 1, 2, 3 e 5). Areas
esbranquicadas no miocardio e hidropericardio foram obser-
vados no Bovino 3, enquanto que numerosos nddulos de
0,2-0,8cm foram visualizados no epicardio e miocardio do
Bovino 1. No Bovino 5, observou-se esplenomegalia com
hiperplasia da polpa branca. No figado, visualizaram-se are-
as esbranquicadas no parénquima hepético do Bovino 3, e
hepatomegalia e acentuagdo do padrao lobular foram evi-
denciados no Bovino 1. Aumento de volume e multiplos no-
dulos esbranquicados evidenciados ao corte e que varia-
vam de 0,2 0,8cm (Bovinos 1, 2, 4 e 5) foram observados
(Fig.2). Os principais linfonodos afetados foram os mamari-
0s, mesentéricos, mediastinicos, hepéticos e iliaco interno.
Os linfonodos hepaticos se apresentavam hemorragicos e
a vesicula biliar apresentava-se com petéquias no Bovino
2. Evidenciacao das placas de Peyer foi observado no Bo-
vino 1. No Bovino 4, a principal alteracao macroscopica ob-
servada foi o aumento acentuado das adrenais principal-
mente da adrenal direita. No Bovino 5 observaram-se he-
morragias no tecido subcutaneo, rins, bexiga, coracao e in-
testino.

Achados microscépicos

Os achados histologicos observados foram infiltrado
inflamatdrio constituido de linfocitos, histidcitos, células
epitelioides, células gigantes multinucleadas, plasmadcitos
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Fig.2. Superficie de corte de linfonodo do Bovino 5 afetado por
doenga granulomatosa sistémica associada a ingestéo de
Vicia villosa. Observam-se nédulos brancacentos e salientes.

e eosindfilos. O infiltrado de eosindfilos foi raramente ob-
servado nos Bovinos 2 e 5. O infiltrado granulomatoso foi
observado em mudltiplos 6rgéos (Fig.3), como descrito no
Quadro 2. Nenhum microorganismo foi observado através
das coloracdes de hematoxilina-eosina (HE) e Ziehl-
Neelsen nos cortes analisados. Na pele dos bovinos ana-
lisados foram observados além do infiltrado inflamatério
granulomatoso, que se localizava principalmente perivas-
cular, crostas na epiderme, acantose discreta e dilatacéo
de glandulas sudoriparas, que foram visualizados nos em
todos os bovinos no qual a pele foi coletada (Bovino 1, 3,
4 e 5). Em um dos bovinos (Bovino 1) visualizou-se foliculite
multifocal moderada. Os 6rgéos que apresentavam infiltrado
granulomatoso, foram principalmente adrenal, bago, figa-
do, linfonodos e rins.

Resultados imuno-histoquimicos
Nos 6rgdos que apresentavam infiltrado granulomato-
S0, realizaram-se testes imuno-histoquimicos através de

Fig.3. Miocéardio do Bovino 5 afetado por doenca granulomato-
sa sistémica associada a ingestédo de Vicia villosa. Obser-
va-se foco inflamatdrio focalmente extenso constituido por
linfécitos e macréfagos. HE, obj.20x.
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Quadro 2 . Distribuicéo e intensidade do infiltrado
granulomatoso no exame microscopico de diferentes
orgaos de bovinos com doencga granulomatosa sistémica
pelo consumo de Vicia villosa no Rio Grande do Sul

Orgéos Bovino Bovino  Bovino Bovino Bovino
1 2 3 4 5
Abomaso - NCa - - -
Adrenal +++b 4t . - +
Baco +++ ++ ++ ++ +
Bexiga NC NC NC NC -
Cerebelo - - - - -
Cérebro - - - - +
Coracao +++ NC - T+ +
Figado ++ +++ + + +
Ganglio trigémeo - NC - - -
Intestino +++ NC - _ +
Linfonodos +++ ++ ++ ++ +4++
Mama NC NC NC - -
Medula espinhal - NC - - -
Medula 6ssea ++ NC NC - 4
Omaso - NC NC - +
Parétida NC NC NC - +
Pele ++ NC + ++ +++
Pulmao - NC - - T+
Reticulo - NC NC - -
Rim ++ +++ +++ + +++
Rdmen - NC - - -

aNC nao coletado; P +++ infiltrado granulomatoso acentuado, ++ mo-
derado, + leve, - ausente.

SN AR e 5

Fig.4. Imuno-histoquimica no rim do Bovino 5 afetado por do-
enca granulomatosa sistémica, com marcagao positiva em
macréfagos. Anticorpo anti-CD68, estreptavidina biotina li-
gada a peroxidase, obj.20x.

- ; -
R i1 »

cortes seriados com marcadores de linfocitos T (CD3),
linfécitos B (CD794) e macréfagos (CD68). O maior nu-
mero de células marcadas positivamente foi de macroéfa-
gos (Fig.4) e linfécitos T (Fig.5), sendo o dltimo a princi-
pal célula presente no infiltrado. Na pele a marcagéo po-
sitiva ocorreu na derme superficial principalmente ao re-
dor de vasos. Em 6rgdos como linfonodos e bago, no
gual ha normalmente um acentuado ndmero de linfocitos,
esses foram melhor evidenciados principalmente com o
marcador de linfocitos T, representando um acentuado
aumento dessas células nesses 6rgdos. Macrofagos,
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Fig.5. Imuno-histoquimica no rim do Bovino 5 afetado por do-
enca granulomatosa sistémica, com linfécitos T marcados
positivamente. Anticorpo anti-CD3, estreptavidina biotina
ligada a fosfatase, obj.20x.
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Fig.6. Imuno-histoquimica no rim do Bovino 5 afetado por do-
enca granulomatosa sistémica, com células marcadas
positivamente para Ki-67 (setas). Anticorpo anti-Ki-67, es-
treptavidina biotina ligada a peroxidase, obj.20x.

células epitelioides e células gigantes multinucleadas fo-
ram marcados intensamente com o anticorpo anti-CD68.
Indmeros macrofagos foram observados principalmente
nos cortes de bago dos Bovinos 1 e 3. Os linfocitos B e
plasmdcitos foram identificados pelo anticorpo anti-CD790,
porém com um menor nimero de células marcadas posi-
tivamente no cortes avaliados. Quando se utilizou o
anticorpo anti-Ki-67 (Fig. 6) obteve-se um pequeno nu-
mero de marcacao positiva nuclear em células do infiltrado
inflamatario.

DISCUSSAO E CONCLUSOES
A intoxicagd@o natural por Vicia villosa foi diagnosticada
em cinco bovinos de diferentes propriedades no periodo
de 2005 a 2008. Os aspectos epidemioldgicos, clinicos e
patoldgicos encontrados foram semelhantes aos previa-
mente descritos (Panciera et al. 1966, Barros et al. 2001).
As taxas de morbidade nas propriedades variaram de 5,5%

a 20% e a letalidade foi de 33% (Rodeio Bonito, Bov.3) e
100% nas demais propriedades. Fighera & Barros (2004)
relataram surtos da doenca granulomatosa sistémica com
morbidade variando entre 2,8% a 33,3% e letalidade de
100% em 8 pequenas propriedades do Rio Grande do Sul.

Os bovinos intoxicados naturalmente apresentavam
lesBes bastante caracteristicas como alopecia e forma-
¢ao de crostas na pele, principalmente na cabeca, pesco-
¢0 e mama, como também foram descritas por outros au-
tores (Panciera et al. 1966, Fighera et al. 2005). Mdltiplos
orgéaos foram afetados, e a principal alteracdo macrosco-
pica encontrada foram nédulos esbranquicados nos 6rgéos
como rins, linfonodos e coracé@o. O aumento de volume da
adrenal foi um achado importante; na histologia dessa glan-
dula observou-se infiltrado granulomatoso em todos os
bovinos examinados e essa foi a principal alteracdo ma-
croscopica no Bovino 4.

As alteracdes de pele foram analisadas em quatro bo-
vinos, em um deles (Bovino 2) o 6rgédo nao foi enviado
para a analise histolégica. Alteracdes como crostas na
epiderme, dilatacédo de glandulas sudoriparas e infiltrado
inflamatério de linfécitos, histidcitos, células epitelioides,
eosindfilos e com raras células gigantes multinucleadas
foram encontrado nos quatro bovinos analisados. As le-
sOes se caracterizavam por dermatite perivascular super-
ficial. Linfonodos, rins, baco e figado foram érgdos que
apresentaram na histologia infiltrado inflamatério granulo-
matoso nos cinco bovinos estudados.

Os testes imuno-histoquimicos dos bovinos estudados
demonstraram que o infiltrado inflamatério era constituido
principalmente por macréfagos, células epitelioides, célu-
las gigantes multinucleadas e linfécitos. Quando compa-
rados 0s mesmos cortes, a imunofenotipagem linfocitéria
revelou que, em todos os locais avaliados, os linfécitos T
predominavam, enquanto os do tipo B raramente eram
encontrados. Esses achados reforcam o envolvimento da
reacdo de hipersensibilidade tardia na patogénese da do-
enca. O nimero reduzido de células marcadas por Ki-67
indica que a proliferagéo celular n&o foi o principal respon-
savel pela hipercelularidade observada nas lesfes
granulomatosas por consumo de V. villosa, e que o recru-
tamento de macrdéfagos e linfocitos para o local da infla-
macao deve ter sido o responsavel pelo acimulo inflama-
tério (Valheim et al. 2004).
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