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Some species of Solanum cause poisoning in ruminants clinically characterized by cere-
bellar disorders and microscopically lysosomal storage disease. There are no specific ne-
cropsy injuries and microscopically occurs vacuolation and Purkinje cells loss. Since Sola-
num paniculatum is the species of greater occurrence in the Northeast region of Brazil and
is responsible for spontaneous intoxication outbreaks in Pernambuco State, an experimen-
tal delineation was carried out to characterize the clinical and pathological condition of
the intoxication. Five cattle were randomly allotted in two groups, with four animals in the
experimental group (EG) and one animal as control (CG), with six months of age, no defined
breed and weighting 120 kg. All animals were kept in stalls along 5 months in the Clinica
de Bovinos de Garanhuns/UFRPE. All animals from the experimental group were fed 5g/
kg/body weight/day of the dried leaves of S. paniculatum which was mixed in the ration.
The plant was collected in farms where outbreaks of intoxication were described. A Head
Raising Test was weekly performed to determine the occurrence of any cerebellum clinical
signs and when the result was positive the animal was submitted to a blood and cerebros-
pinal fluid sampling and subsequently euthanized. The CNS and rete mirabile were fixed in
10% buffered formalin and stained by hematoxylin-eosin for histological evaluation. Mor-
phometric analysis of cerebellum injuries was accomplished. To evaluate the laboratory
results, it was used descriptive analysis and in relation to morphometry the Student t test
(p<0.05) was used in the counting of Purkinje cells and the thickness of the molecular layer
of the cerebellum the Mann Whitney test, with 5% level of significance. Three animals sho-
wed clinical signs of intoxication a mean period of 90 days and one animal in155 days. Cli-
nical signs involved transient seizure episodes and balance disturbance. At necropsy there
were no specific injuries of intoxication observed as well as changes in red and white cell
blood count and liquor analysis. Histological examination showed mainly thin vacuolation
of the pericardium, loss of Purkinje cells with Wallerian degeneration, spheroid axons in
the granular layer and in the marrows white matter with astrocytes Bergman proliferation.
Vacuolation and neuron necrosis were also observed in other sites the obex, cerebellum
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peduncles, rostral and caudal colliculi and rarely in the thalamus, basal ganglia, hippocam-
pus and medulla oblongata. Morphometric analysis did not differ significantly (p <0.05) in
number of Purkinje cells and in molecular layer thickness between the EG and CG, showing
that despite the cattle develop clinical symptoms of intoxication and marked histopatho-
logical changes, these experimental conditions had caused no significant morphometric
changes in relation to the CG. It is suggested a greater time of administration of the plant for
the development of most intense lesions as natural cases. Laboratory results of blood and
cerebrospinal fluid do not reflect changes related to poisoning by the plant.

INDEX TERMS: Poisonous plant, Solanum paniculatum, Jurubeba, central nervous system, Purkinje
cells, vacuolation, cerebellum, plant poisoning, ruminants.

RESUMO.- Algumas espécies de Solanum causam intoxica-
¢des em ruminantes caracterizadas clinicamente por de-
sordens cerebelares e microscopicamente como doenga do
depésito lisossomal. Ndo ha lesdes de necropsia especifi-
cas e microscopicamente ocorrem vacuoliza¢io e perda de
neurdnios de Purkinje. Por ser Solanum paniculatum a es-
pécie de ocorréncia na regido Nordeste, sendo responsavel
pelos surtos de intoxicagdo espontanea descrito no Estado
de Pernambuco foi realizado um delineamento experimen-
tal para caracterizar o quadro clinico-patolégico da intoxi-
cacdo. Foram usados cinco bovinos, sendo quatro no grupo
experimental (GE) e um animal no controle (GC), de seis
meses de idade, sem raca definida, com peso de 120 Kg,
mantidos em baias durante cinco meses na Clinica de Bovi-
nos de Garanhuns/UFRPE. Os animais receberam a planta,
colhida nas propriedades em que ocorreram os surtos na-
turais, na dosagem de 5g/kg/PV/dia da planta dessecada
misturada na ragdo por ingestdo natural. Semanalmente
realizou-se o Head Raising Test para determinar os sinais
cerebelares e quando positivo os animais foram submeti-
dos a colheita de sangue e do liquido céfalo-raquidiano e
em seguida foi feito a eutandsia. O SNC e a rete mirabile
foram fixados em formol a 10% tamponado, processados
rotineiramente e corados pela hematoxilina e eosina para
avaliacdo histopatolégica. Foi realizada andlise morfomé-
trica das lesdes cerebelares. Para avaliacdo dos resultados
laboratoriais utilizou-se analise descritiva e em relacdo a
morfometria, empregou-se o teste T de Student (p<0.05)
na contagem de células de Purkinje e para a espessura da
camada molecular do cerebelo o teste de Mann Whitney,
com nivel de 5% de significancia. Trés animais apresenta-
ram sinais de intoxicacdo com tempo em média de 90 dias
e um com 155 dias. Os sinais clinicos observados foram
ataques convulsivos transitorios, e disttirbios do equilibrio.
Na necropsia ndo foram encontradas lesdes especificas da
intoxicacdo. Nao houve altera¢cdes no hemograma e no li-
quido céfalo-raquidiano causado pela planta. No histopato-
l6gico havia principalmente vacuolizagdo fina do pericario
e perda de células de Purkinje, com degeneracdo Walle-
riana e esferdides axonais na camada granular e na subs-
tancia branca medular, com proliferagdo dos astrdcitos de
Bergman. Vacuolizagdo e necrose neuronal também foram
observadas no dbex, pedunculos cerebelares e coliculos
rostral e caudal e raramente no tilamo, ntcleos da base,
hipocampo e medula oblonga. Na analise morfométrica
ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre o nimero
de células de Purkinje e a espessura da camada molecular
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entre o GE e GC, demonstrando que apesar dos bovinos
desenvolverem quadro clinico da intoxicacdo e alteragcoes
histopatolégicas acentuadas, mas nestas condi¢des experi-
mentais ndo ocorreram alteragdo morfométricas significa-
tivas em relacdo ao GC. Sugerindo que ha necessidade de
um tempo de administracdo maior da planta para o apare-
cimento de lesdes mais acentuadas como as que ocorrem
em casos naturais. Os resultados laboratoriais de sangue e
do liquido céfalo-raquidiano nio refletem alteracdes rela-
cionadas a intoxicacao pela planta.

TERMOS DE INDEXAGAO: Plantas téxicas, Solanum paniculatum,
Jurubeba, sistema nervoso central, células de Purkinje, vacuoliza-
¢do, cerebelo, intoxicacdo por plantas, ruminantes.

INTRODUCAO

Algumas espécies de Solanum, popularmente conhecidas
como “jurubeba”, causam intoxicacdes espontineas em
bovinos e caprinos caracterizadas clinicamente por desor-
dens cerebelares e microscopicamente como doenca do de-
posito lisossomal (Sant’Ana et al. 2011).

A jurubeba ocorre o ano inteiro invadindo pastagens e
terrenos abandonados e para que ocorra a intoxicacao é ne-
cessario o consumo de quantidades consideraveis da plan-
ta, o que ocorre sobretudo em épocas de caréncia alimentar
(Tokarnia et al. 2000). No Brasil a ocorréncia de intoxicagao
por jurubebas mais estudada é por Solanum fastigiatum na
regido Sul (Rech et al. 2006), enquanto que em relagdo a S.
paniculatum, existem poucos relatos sobre intoxicagdes es-
pontdneas e experimentais (Medeiros et al. 2004, Afonso et
al. 2009, Barbosa Junior et al. 2010). Surtos de intoxicacdo
por essa espécie em bovinos foram diagnosticados durante
o periodo de trés anos (2005-2008) em propriedades do
Agreste do Estado de Pernambuco (Guarana et al. 2011).

A intoxicagdo por S. paniculatum causa uma doenga
neurolégica caracterizada clinicamente por ataques con-
vulsivos transitdrios e a necropsia nao sdo encontradas le-
sdes macroscopicas especificas. O diagndstico é realizado
através dos sinais clinicos observados e dos dados epide-
mioldgicos, sendo confirmadas pela observagdo das lesdes
histolégicas caracteristicas, localizadas principalmente no
cerebelo, mais especificamente nas células de Purkinje que
apresentam vacuoliza¢do no citoplasma, com areas multi-
focais de perda ou desaparecimento destas células, além da
presenca de esfer6ides axonais (Guarana et al. 2011).

Por ser S. paniculatum a espécie predominante na re-
gido Nordeste e a responsavel pelos surtos de intoxicacdo
espontanea descritos no Estado de Pernambuco, é de fun-
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damental importancia o desenvolvimento de estudo para
caracterizacdo do quadro de toxidez causado por esta es-
pécie de Solanum.

MATERIAL E METODOS

Animais

No experimento foram utilizados cinco bovinos machos es-
colhidos ao acaso e divididos em dois grupos: grupo experimen-
tal (GE) com quatro animais identificados como B1, B2, B3 e B4,
permanecendo em dupla por baias e o grupo controle (GC) com
um bezerro chamado de controle (BC), com faixa etaria de apro-
ximadamente seis meses de idade sem raga definida (SRD), com
peso médio de 120 kg. Os animais foram mantidos em baias de al-
venaria, em sistema de criagdo intensiva, e submetidos ao mesmo
manejo higiénico sanitario e nutricional, onde foram vacinados
contra raiva, vermifugados e alimentados durante o experimen-
to com capim elefante (Pennisetum purpureum) e tifton (Cynodon
dactylon) a vontade e ragdo comercial, equivalente a 1% de peso,
receberam agua e sal mineral ad libitum. Foi estabelecido um peri-
odo de 30 dias para a adaptacao dos animais; foi realizado exame
parasitoldgico de fezes e hemogramas para verificar a higidez cli-
nica dos animais no inicio do experimento.

Colheita e ingestao da planta

A planta Solanum paniculatum foi colhida manualmente na
propriedade em que foram relatados os casos naturais de into-
xicagdo, no municipio de Brejdo no Pernambuco. Trés colheitas
foram realizadas durante os meses de margo, abril e setembro de
2010 e uma adicional em Janeiro de 2011. Apds a colheita a plan-
ta foi dessecada a sombra durante uma semana, sendo revolvidas
diariamente, e ap6s a secagem as folhas foram trituradas em moi-
nho industrial. Depois de triturada foi armazenada em local seco
e ventilado e acondicionada em saco plastico em temperatura am-
biente, sendo semanalmente pesada em balanga digital (Filizola®
CS-15).

A planta foi fornecida no cocho aos animais do GE por inges-
tdo natural, misturada na ragcdo comercial, na dose tinica de 5g/kg
da planta dessecada diariamente pela manha até o dia anterior ao
da eutanasia. Um bezerro (BC) que ndo recebeu a planta, mas ape-
nas a racdo comercial, serviu como animal controle. Os animais
foram pesados semanalmente para o ajuste da dose da planta. A
duracdo do experimento foi de cinco meses. A dose e periodo de
experimentagdo seguiram o que foi preconizado por Medeiros et
al. (2004) e Afonso et al. (2009).

Exame clinico

Os animais foram avaliados clinicamente, diariamente pela
manha antes da ingestdo da planta durante, todo periodo experi-
mental segundo Dirksen et al. (1993); observaram-se as caracte-
risticas de atitude, comportamento de postura e movimentacao,
apetite, frequéncia cardiaca e respiratéria, motilidade reticulo-
-ruminal (frequéncia e amplitude), temperatura retal, o aspecto
das fezes e urina. O Head Raising Test (HR test) foi realizado sema-
nalmente para determinar os sinais cerebelares. O teste consistia
em levantar a cabec¢a do animal for¢cando-a para tras no sentido
cranio caudal, mantendo essa posi¢do durante um minuto e sol-
tando-a subitamente logo apés, se houvesse uma crise com perda
de equilibrio e crise epileptiforme; o teste entdo era considerado
positivo (Pienaar et al. 1976). Esses testes eram realizados fora
das baias para a observagdo da movimentagdo e postura e evitar
traumas secundarios.

Os animais foram eutanasiados apos o resultado positivo do
HR test, sendo mantidos por uma a trés semanas para observagao
da ocorréncia de crises espontaneas. Os animais foram submeti-

dos a andlises de amostras de sangue e de liquido céfalo-raquidia-
no (LCR) e em seguida foi feita a eutanasia com tiopental sédico
(Cristalia) (15mg/kg), xilazina (Sedazine®) a 10% (0,2mg/kg) e
cloreto de potassio (Equiplex) a 19,1% (0,8mL/kg) (Luna & Tei-
xeira 2007).

Analise laboratorial

Os exames laboratoriais foram realizados através da obtenc¢ao
de amostras de sangue coletadas em dois momentos, no periodo
de adaptagdo para verificar a normalidade dos parametros hema-
tolégicos e imediatamente antes da colheita do LCR. A realizagdo
do hemograma e as determinag¢des das concentragdes plasmati-
cas de proteina total e fibrinogénio foram realizadas conforme
descrito por Jain (1986). Para determinacdo da glicose foram uti-
lizadas as amostras de plasma e no soro foram analisadas as se-
guintes variaveis bioquimicas: aspartato aminotransferase (AST),
lactato desidrogenase (LDH), creatina quinase (CK), proteinas to-
tais e albumina. Estas determinagdes das atividades séricas foram
realizadas em analisador semi-automatico (Labquest) seguido o
processamento recomendado pelos kits comerciais (Labtest). A
proteina total sérica foi mensurada pelo método de biureto (La-
btest).

A colheita do LCR foi feita assepticamente através do espaco
atlantoccipital (Scott 1995), por meio de fluxo livre, sendo cole-
tada uma amostra de dois a trés mL, fracionada em trés frascos
a fim de minimizar os riscos de contaminagdo com sangue. Para
a andlise do LCR foi utilizada uma fragdo da amostra do terceiro
tubo (Stober 1993). A analise fisica foi realizada segundo as espe-
cificagcdes preconizadas por Stober (1993) avaliando-se coloragdo
e aspecto (transparéncia), densidade por meio de refratometria,
o pH utilizando fita reagente (Merck) e prova de Pandy segundo
a metodologia de Meyer & Harvey (1998). Foram realizadas as
determinagdes da proteina (Kit sensiprot- Labtest), glicose, e as
atividades séricas da CK, LDH e AST com Kits comerciais (Labtest)
e a leitura foi realizada em um analisador (Labquest) bioquimico
semi-automatico.

As contagens globais de leucdcitos contidas no LCR foram efe-
tuadas na Cdmara de Neubauer (Herka®) realizou-se a contagem
com microscopio 6ptico usando a objetiva de 10X. De cada amos-
tra foi realizada a analise diferencial, provenientes da centrifuga-
¢do das amostras em citocentrifuga (Fanem-SP/Brasil) durante
cinco minutos a 3000 rpm. Os esfregacos foram corados com Pa-
notico rapido (Laborclin) e foram analisados ao microscépio 6p-
tico (Microscépio Leica modelo DM500 com camera digital Leica
modelo DFC290) com objetiva de 100X (Stober 1993). A conta-
gem global de células foi realizada prontamente apés a obtengdo
das amostras, a fim de evitar degeneracdo celular.

Avaliaciao anatomo-patolégica

Durante a necropsia foram colhidos encéfalo e a medula es-
pinhal em formol tamponado a 10% o encéfalo e a medula foram
fixados na integra por sete dias, e apds 24 horas da colheita, o en-
céfalo foi seccionado transversalmente para melhor fixagao. Os se-
guintes fragmentos do SNC foram selecionados para exame histo-
patolégico seguindo o protocolo de colheita de Rech et al. (2006)
em bovinos intoxicados por S. fastigiatum: fragmentos de bulbo
na altura do ébex, cerebelo, ponte com peduinculos cerebelares,
mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais e caudais, cértex occi-
pital, secdo do diencéfalo através da massa intermédia, incluindo
cortex parietal, hipocampo e tdlamo, cértex frontal na altura do
joelho do corpo caloso e dos nucleos de base, bem como a Rete mi-
rabiles (ganglio trigeminal) e as medulas: oblonga (bulbo), cervi-
cal, toracica, lombo-sacro e cauda equina. Estes fragmentos foram
processados rotineiramente e corados pela hematoxilina e eosina
(HE) para avaliagdo descritiva da lesdo (Barros & Marques 2003).
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Analise morfométrica

Foi feito um estudo morfométrico de secgdo longitudinal do
verme cerebelar utilizando um software (Leica LAS Interacti-
ve Measurements) de morfometria. Nestes cortes as células de
Purkinje foram contadas em 20 campos microscépicos com ob-
jetiva de 10X. Em cada campo foram contadas todas as células de
Purkinje de uma folha cerebelar. Foi avaliada também a espessura
da camada molecular através da mensuracdo de trés medidas por
folha (faces laterais e apice da folha) nas mesmas folhas cerebe-
lares em que foram contadas as células de Purkinje (Rech et al.
2006). O material para a avaliagdo andtomo-patolégica foi obtido
dos animais de ambos os grupos experimentais.

Anadlise estatistica

Para a andlise estatistica das varidveis relacionadas ao hemo-
grama, enzimas séricas, proteinas totais, albumina no sangue e no
LCR foi realizada andlise descritiva. Com relagdo a morfometria,
empregou-se o teste T de Student (p<0.05) para avaliar o compa-
rativo de contagem de células de Purkinje entre GE e GC. Para a
mensuracdo da espessura da camada molecular do cerebelo entre
os grupos empregou-se o teste de Mann Whitney, com nivel de 5%
de significancia, através do programa SigmaStat 3.0 (Curi 1997).

Aprovacio do Comité de Etica
A Comissio de Eticano Uso de Animais (CEUA), da UFRPE apro-
vou o delineamento experimental sob o processo 017559/2008.

RESULTADOS

Achados clinicos

Todos os bovinos de ambos os grupos experimentais
apresentavam um bom escore corporal, em virtude do ga-
nho de peso observado no final do experimento. O consu-
mo médio da planta pelos animais foi de 96 Kg.

O delineamento experimental com os principais dados
sobre a administracdo de Solanum paniculatum aos bovi-
nos, bem como sobre o desfecho: periodos de alimentacio,
peso do animal inicial e final e da quantidade de planta
consumida até a observacdo do HR test positivo e sacrificio
subsequentes sdo apresentados no Quadro 1.

Em relacdo aos parametros clinicos avaliados como: as-
pecto da urina, mic¢do, dindmica e plenitude ruminal ndo
foram observadas alteragdes. No exame das fezes do GE

| S »
A ‘1 > ~ - 3 F é -
Fig.1. (A) Bovino intoxicado por S. paniculatum, com desequilibrio, mantendo a base ampla apos crise epileptifor-
me. (B) Bovino intoxicado por Solanum paniculatum, com extensido do pesco¢o e membros toracicos (opistd-

tono) apos a crise epileptiforme.
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Quadro 1. Delineamento experimental e desfecho na
intoxicacdo experimental pela Solanum paniculatum em
bovinos: periodos de alimentagao, peso do animal inicial e
final e da quantidade de planta consumida até a observaciao
do HR test positivo e sacrificio

Animal Peso/kg Total da planta Periodo experimental

Inicial Final consumida Tempo de HR test Eutanasia ap6s

kg Dose ingestdo positivo o inicio do expe-

daplanta (dias) rimento(dias)
B1 77 122 79,555 5g/kg 108 91 109
B2 74 122 76,195 112 91 113
B3 110 160 111,65 156 155 157
B4 130 170 116,620 106 98 107
BC 90 130 - - - - 114

foram observadas, na maior parte do periodo, fezes resse-
cadas em forma de disco. Os parametros cardiacos, respira-
torios e temperatura corpdrea apresentaram-se dentro da
normalidade para espécie.

Quanto a avaliacdo do comportamento no decorrer
do experimento, a partir de 70 dias, trés animais (B1, B2
e B4) apresentaram um quadro neurolégico leve de hi-
perestesia, excitacdo, olhar ansioso, tremores de inten-
¢do e dificuldade para se levantar do decubito esternal,
permanecendo em posicdo de base ampla (Fig.1A). Este
quadro ocorria quando os animais eram manejados. Com
a evolugdo do quadro clinico os animais ndo caiam, mas
mostravam uma extensdo de cabeca e membros toracicos
e apresentaram de forma espontanea uma excitabilidade
a ruidos, movimentos e estimulacdo tatil, e uma discreta
incoordenacdo motora momentanea. O HR Test foi positi-
vo apds 90 dias do inicio da intoxicacdo em trés animais
(B1, B2 e B4), e no animal B3 aos 155 dias do inicio do ex-
perimento. Os animais positivos apresentaram crises epi-
leptiformes periddicas, de duragao de 20 a 30 segundos,
sem perda da consciéncia acompanhada de tremores de
intencao, tor¢ao lateral, extensdo e rigidez dos musculos
do pescoco, cabeca e dos membros toracicos; mantinham
postura de repouso com os membros abduzidos para ten-
tar manter o equilibrio. Em seguida ocorreram quedas
frequentes para o lado e para tras, permanecendo em
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decubito esternal e/ou lateral, e mantinham esta posicao
por curtos periodos de tempo; tentaram-se levantar, po-
rém sem éxito. Durante a crise, observaram-se opistétono
(Fig.1B) e nistagmo. Quando em estacdo, os animais apre-
sentaram ataxia e hipermetria, com o andar cambaleante
e lateralizacdo do mesmo. A realizacdo de HR tests segui-
dos num mesmo animal resultava em sinais clinicos mais
brandos ou até mesmo ausentes. O BC ndo apresentou HR
test positivo.

Apenas o B4, apresentava as crises epileptiformes de
forma espontanea e com periodicidade variavel, principal-
mente quando era excitado. Todos os animais do GE per-
maneceram normais entre as crises epileptiformes quando
ndo excitados.

Achados laboratoriais

Os resultados do eritrograma e concentracdo plasmati-
ca do fibrinogénio, de ambos os grupos nao apresentaram
alteracdes, com excec¢do da concentragdo da proteina plas-
matica total que apresentou valores médios pouco inferio-
res a 6,33g/dL e 6,40g/dL, no GE e GC, respectivamente.
Com relagdo ao leucograma, ambos os grupos demonstra-
ram discreta leucocitose por neutrofilia com desvio para
esquerda regenerativo.

Foi observada discreta elevacdo da glicemia em ambos
os grupos, com valores médios de 79 mg/dL e 86 mg/dL,
respectivamente no GE e no GC. No entanto, os valores de

proteina total sérica estavam no limiar inferior. Em relagdo
as atividades séricas de CK, AST e LDH, apresentaram va-
lores médios superiores no GE, quando comparado ao GC.

Nio foram constatadas alteracdes nos parametros fi-
sico-quimicos e citologicos avaliados no LCR de ambos os
grupos experimentais. No diferencial celular, houve pre-
domindncia de linfocitos seguido de poucos mondcitos
e neutrofilos. Em relagido a analise bioquimica do LCR, as
proteinas totais das amostras analisadas dos dois grupos
experimentais apresentaram valores inferiores. No entan-
to, o valor médio encontrado para a glicose de ambos os
grupos apresentou um leve aumento. Em relagdo a ativida-
de da CK analisada manteve-se bem superior no GE (20,3
U/L), quando comparado ao GC (1,22 U/L), o mesmo sendo
observado para as atividades de AST e LDH, mais de duas a
trés vezes superiores.

Achados patolégicos

Nao foram encontradas alteragdes macroscopica asso-
ciadas a intoxicagdo pela planta. As lesdes histoldgicas mais
acentuadas foram encontradas no cerebelo nos animais do
GE e consistiam de células de Purkinje tumefeitas e com va-
cuolizacao parcial ou difusa fina do pericario e perda dos
granulos da substancia de Nissl, dando a célula um aspecto
esponjoso, com seus nucleos deslocados para periferia da
mesma (Fig.2A). Havia areas multifocais necrose neuronal
com desaparecimento das células de Purkinje e ao redor

tum (setas). (B) Neur6nio com vacuolizagdo fina do pericario na regido de pedinculo cerebelar de bovino intoxicado por
S. paniculatum (seta). (C) Vacuolizagdo neuronal na regido do dbex de bovino intoxicado por S. paniculatum (seta). (D)
Esferoides axonais na camada granular do cerebelo (setas). HE, 40x.
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Quadro 2. Distribuicdo das principais lesées nas diferentes sec¢des do Sistema Nervoso Central (SNC) de
bovinos intoxicados experimentalmente por Solanum paniculatum

Caudal Rostral

Coliculos  Talamo Hipocampo Nucleos Medula espinhal

dabase O C T LS CE

Principais Animais Verme Hemisfério Pedtinculos Obex
lesdes cerebelar cerebelares
Vacuolizagdo  B1 + + + +
neuronal B2 + + + +

B3 + + + +
B4 + + + +
Necrose B1 + + + +
B2 + + + +
B3 + + + +
B4 + + + +
Gliose B1 + + + +
B2 + + + +
B3 + + + +
B4 + + + +
Esferoide B1 + + + +
axonal B2 + + + +
B3 + + + +
B4 + + + +

- + R - + I -
+ + - + - + - - - -
+ + + + - + - - - -
+ + - - - - - - - -
+ + + - - + -+ - -
+ + + - + - - - - -
+ + + + + + o+ - - -
+ + + + + -+ - - -
+ + + - - + + +
+ + + - + + o+ o+ o+

+ + + + + + o+ +

+ + + + + + +

+ - - - - + -+ -+
- + + + - + o+ o+ + o+
+ + + - + + o+ -

+ + + - - + o+ -+ -

Medula Espinhal: O = oblonga, C= cervical, T = tordcica, LS = lombo-sacra, CE = cauda equina.

proliferacdo de astrocitos de Bergman, espessando a cama-
da granular do cerebelo. Vacuolizagao neuronal moderada
foi encontrada no 6bex, peduinculos cerebelares (Fig.2B,C)
e coliculos rostrais de todos os animais intoxicados. No co-
liculo caudal, este achado s6 nio foi encontrado no B1. No
talamo, nucleos da base, hipocampo e medula oblonga, este
achado foi raramente encontrado.

Necrose neuronal em areas multifocais associados a fo-
cos de gliose foi observada na regido de 6bex, pedunculos
cerebelares, tdlamo, coliculos caudal e rostral, nos nucle-
os da base e no hipocampo, na medula oblonga, toracica e
cervical. Raramente foi observado gliose focal na medula
espinhal de alguns animais do GE inclusive na cauda equina
do controle.

Quantidades variaveis de esfer6ides axonais foram fre-
quentemente encontrados na camada granular (Fig.2D) e
molecular, na substancia branca medular do cerebelo de to-
dos os animais do GE. Estes achados foram moderadamen-
te encontrados no coliculo caudal, rostral e talamo, sendo
observados raramente nos cortes do hipocampo, nucleos
da base e da medula espinhal. Préximo as areas aonde foi
encontrado os esferdides axonais, observaram-se degene-
racdo Walleriana, microcavita¢gdes de tamanhos variados,
tanto na substdncia branca como na cinzenta de B1 nos
hemisférios cerebelares e coliculo rostral. 0 mesmo acha-
do foi observado no animal B3, no hemisfério cerebelar e
coliculo caudal e nos pedunculos cerebelares de B2. Células
Gitter foram observadas dentro de algumas dessas cavida-
des.

Areas com manguitos perivasculares foram encontrado
em ambos os grupos experimentais nas regides de obex,
coliculo rostral, tdlamo, nucleos da base, cortex frontal cor-
tex parietal e temporal. A distribui¢do das principais lesoes
nas diferentes sec¢des do SNC dos animais encontram-se
detalhadas no Quadro 2.

Analise morfométrica

Na avaliacdo da morfometria quanto a contagem de
células de Purkinje ndo existiram diferencgas significativas

Pesq. Vet. Bras. 32(11):1107-115, novembro 2012

Quadro 3. Valores de média, desvios padrio do
nimero de células de Purkinje e mediana da
espessura da camada molecular no cerebelo dos
bovinos intoxicados por Solanum paniculatum
do grupo experimental (GE) e o animal do grupo
controle (GC)

Animais N2 de cels Espessura da ca-
de Purkinje mada molecular
B1 31+10 967
B2 339 812
B3 26+12 813
B4 338 948
BC 26+8

*Mediana - Intervalo de confianca de 25-75%.

(p>0,05) entre os animais do GE (x=3%3,5) em relagdo ao
GC (2628) células. Com relagdo a espessura da camada mo-
lecular foi constatado haver diferenca significativa (p<0,05)
entre os animais do GE e do GC (Quadro 3).

DISCUSSAO

O delineamento experimental proposto pelo estudo resul-
tou em manifestacgdes clinicas semelhantes as descritas em
intoxica¢des naturais e experimentais, por outras espécies
do género Solanum como: S. fastigiatum, S. kwebense, S. di-
midiatum, S. bonariensis, S. cinereum e S. viarum (Pienaar et
al. 1976, Menzies et al. 1979, Bourke et al. 1997, Porter et
al. 2003, Rech et al. 2006, Verdes et al. 2006, Van der Lugt
etal. 2010).

A duracdo de poucos segundos dos ataques convulsivos
e a recuperacdo rapida da crise dos animais, foi também
descrita por Medeiros et al. (2004) e Guarana etal. (2011),
nas intoxicacdes espontaneas e experimentais, e nos casos
de intoxicacao natural pela S. fastigiatum citados por Riet-
-Correa et al. (1983) e Rech et al. (2006). A diminuicdo da
intensidade dos sinais com a repeti¢do do teste foi bem ob-
servada segundo relatado por Tokarnia et al. (2000). Em
relagdo as variacées de intensidade dos sinais observadas
entre os animais, isso pode ser justificado pelo fato de ocor-
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rer variabilidade na resisténcia de cada animal e no des-
conhecimento do contetido das substdncias quimicas in-
dicadas como responsaveis pela doenca (Sousa & Irigoyen
1999, Tokarnia et al. 2000, Guarana et al. 2009).

Os sinais neuroldgicos encontrados nesta intoxicacdo
associadas as lesoes cerebelares foram relatados por ou-
tros autores do Brasil e do mundo em bovinos, caprinos e
ovinos, com variacdo de intensidade dependendo da espé-
cie de Solanum e da espécie animal envolvida (Pienaar et al.
1976, Menzies et al. 1979, Riet-Correa et al. 1983, Zambra-
no et al. 1985, Bourke 1997, Verdes et al. 2002, Verdes et al.
2006, Van der Lugt et al. 2010). Zambrano et al. (1985), em
experimentos com ovinos justificaram que essas variagdes
no quadro clinico patolégico ocorrem em funcdo da dosa-
gem e o maior tempo de administracdo da planta, ja que
nas condi¢des do experimento ndo foi observado quadro
clinico semelhante encontrado nos bovinos, porém apre-
sentaram as mesmas lesdes histolégicas no SNC.

Os resultados do eritrograma e da concentragio plas-
matica do fibrinogénio de ambos os grupos estavam den-
tro dos parametros de normalidade para a espécie bovina
(Kramer 2000). Achados semelhantes foram relatados em
bovinos intoxicados com a S. paniculatum e outras espécies
de Solanum (Pienaar et al. 1976, Guarana et al. 2011). A
discreta hipoproteinemia que nao se refletiu no hemato-
crito, pode estar relacionada a atividade espoliativa de al-
guns nematodeos gastrintestinais comuns na regido (Costa
et al. 2009), e a leve alteracdo leucocitaria observada nos
animais deste estudo pode estar associada a um leve qua-
dro infeccioso respiratério, ndo atribuindo essa oscilagio a
uma reacdo organica dos bovinos a agido da planta ingerida.

A elevagdo da glicemia poderia estar relacionada ao au-
mento da glicogendlise hepatica, em resposta a liberagao
de epinefrina e pela estimulacido da gliconeogénese exer-
cida pelo cortisol, ocasionado nas situa¢des de estresse
(Bennet et al. 1989). Por outro lado, Menzies et al. (1979)
e Chaves (2009) estudando a intoxicacdo espontanea por S.
dimidiatum em bovinos e ovinos intoxicados por Ipomoea
asarifolia ndo observaram altera¢des nos valores de glice-
mia.

Todos os parametros fisicos e quimicos avaliados no
LCR de ambos os grupos situaram-se nos limites fisiol6gi-
cos para a espécie bovina (Stober 1993, Scott 1995, Meyer
& Harvey 1998). Os resultados das analises da proteina to-
tal e da glicemia, de ambos os grupos nao se distanciaram
dos valores fisiolégicos de bovinos adultos (Welles et al.
1992). O aumento da atividade sérica de CK, AST e LDH en-
contrado pode ter ocorrido como consequéncia do esforgo
muscular realizado durante as tentativas dos animais em
permanecerem em estacdo e/ou pelo decubito prolongado
(Kaneko et al. 2008, Chaves 2009). De acordo com Bennet
et al. (1989), os aumentos dos niveis de AST e CK, durante
situacdes de estresse prolongado, sdo atribuidos aos efei-
tos do catabolismo. A liberacdo de fosfato de creatina das
fibras musculares catabolizadas promove um aumento da
atividade destas enzimas. Portanto Chaves (2009) descreve
achados semelhantes, em que ovinos intoxicados por Ipo-
moea asarifolia apresentaram marcadas elevagdes na ativi-
dade da CK, porém com valores médios ainda bem inferio-

res aos encontrados neste estudo. Ja em relacao a atividade
enzimatica da AST, o mesmo autor relata um discreto au-
mento de sua atividade.

Vacuolizacdo neuronal ndo é um achado especifico da
intoxicagdo por S. paniculatum e S. fastigiatum, pois ocorre
em outras doencas de ruminantes causadas pela ingestao
de plantas do género Solanum (Pienaar et al. 1976, Menzies
et al. 1979, Bourke 1997, Porter et al. 2003), Swainsona,
Oxytropis, Astragalus (Summers et al. 1995), [pomoea (Van
der lugt 2002) e Sida (Driemeier et al. 2000, Loretti et al.
2003, Seitz et al. 2005, Furlan et al. 2008) e nas doencas de
depdsitos lisossomais (DDL) hereditarias (Jolly & Walkley
1997). Diferente de S. fastigiatum em que a vacuolizagao é
confinada apenas as células de Purkinje (Rech 2007), esse
achado predominou nestas células, mas ocorreu também
em neurdnios dos pedunculos cerebelares, 6bex, coliculos e
talamo. A presenca de raros vactiolos neuronais em outras
areas do SNC, particularmente no ntcleo vermelho, pode
ocorrer como um achado incidental em animais clinica-
mente sadios (Jardim et al. 1999, Gavier-Widen et al. 2001).
No entanto esse achado sé foi observado em animais com
sintomatologia clinica. A vacuoliza¢do neuronal ocorre de-
vido alteracdes subcelulares nas organelas neuronais, nos
bovinos a forma mais comum esta associado ao acimulo
de substratos nao metabolizados nos lisossomos (Jolly &
Wakley 1997, Rech 2007).

Com relacdo a morfometria das células de Purkinje, os
resultados foram semelhantes aos encontrados por Verdes
et al. (2002), em estudo experimental com S. bonariensis.
Entretanto diferem da casuistica de intoxicacdo natural
de S. fastigiatum, onde ocorreu uma redugio de células de
Purkinje e da espessura da camada molecular nos campos
analisado (Rech et al. 2006). Tais diferencas observadas
podem ser decorrentes das espécies da planta, a quanti-
dade, ao tempo de ingestdo pelos animais. Esses resulta-
dos confirmam a hipétese levantada por Riet-Correa et al.
(1983) e Zambrano et al. (1985) de que nos casos naturais,
a ingestdo de quantidades menores da planta durante pe-
riodos prolongados, ocasionaria o desaparecimento mais
acentuado de células de Purkinje do que nos casos expe-
rimentais, onde ocorre a ingestdo de doses maiores num
menor espaco de tempo (Tokarnia et al. 2000, Verdes et al.
2006). Provavelmente em nosso estudo no momento da
avaliacdo havia proliferacdo das células da glia em respos-
ta da lesdo neuronal, que ainda nido tinha sido suficiente
para que ocorresse e reducdo da camada molecular. Segun-
do Guarand et al. (2011), deplecdo das camadas granular e
molecular que se encontravam marcadamente diminuidas
de espessura e com rarefagcdo do neurépilo e menor nime-
ro de células quando comparadas com cerebelos de ani-
mais normais sdo em consequéncia da remoc¢do de axdnios
e dendritos das células de Purkinje.

Nas DDLs com a progressdo da lesdo os neurdnios acu-
mulam vactolos até a sua necrose ou morte do animal e
parece provavel que haja alguma capacidade limitada para
descarregar parte da carga armazenada por exocitose, isso
quando ndo ha atividade enzimatica deficiente. Os locais de
armazenamento se limitam mais para o corpo neuronal e
algumas hastes dendriticas maiores, tornando a celila mui-
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ta distendida, arredondada, tumefeita e ndo angular. No en-
tanto, mesmo dentro do corpo celular do neurénio, o arma-
zenamento pode ser um tanto polarizado, muitas vezes ao
lado de varios axo6nios, diferentes planos da se¢do podem
sugerir que alguns neurdnios nao sao afetados, principal-
mente se analisado no inicio do curso da doenca (Jubb &
Huxtable 2010). Portanto no estagio inicial da DDL ocorre
pouca morte neuronal que sera progressiva e que provavel-
mente contribui muito significativamente para a perturba-
¢do funcional na fase final da doenca. Independendente do
quadro clinico observado pelos animais no GE havia o mes-
mo padrdo de lesdo em todos os animais, o que pode ser
justificado pois quando os neurdnios estdo envolvidos na
DDL os sinais clinicos de comprometimento neurolégico,
eventualmente, tornam-se evidentes, mas, em geral, estes
ndo se correlacionam com a morte neuronal significativa,
pois os mecanismos da disfuncdo estdo em desenvolvimen-
to (Jubb & Huxtable 2010).

Esferéides axonais e degeneracdo Walleriana sdo os
dois principais tipos de reagdes a injuria observados nos
axobnios em doenca com lesdo neuronal. Em casos de in-
toxicacdo por S. fastigiatum, esferdides axonais ocorrem
devido a degeneragao do pericario que prejudica o trans-
porte de substancias entre o pericario e o axénio (Rech
2007), porém nao deve ser descartada a possibilidade da
acdo direta da planta sobre esses axénios (Medeiros et al.
2004). Essas lesdes também foram descritas em casos de
intoxicacdo espontdnea e experimental por S. paniculatum
(Guarana etal. 2011) e por S. fastigiatum (Riet-Correa et al.
1983, Rech et al. 2006). A presenca de esferdides axonais
no tronco encefalico de equinos e degerenagdo Walleriana
na substancia branca da medula espinhal de ovinos e capri-
nos sdo considerados achados incidentais (Hooper 1999,
Jahns et al. 2006).

Os focos de gliose observados nos animais do GE tam-
bém foram observados em intoxicagdes por S. paniculatum
em bovinos (Guarana et al. 2011) e em outras espécies de
Solanum (Riet-Correa et al. 1983, Porter et al. 2003, Rech
et al. 2006, Verdes et al. 2006) porém alguns animais nao
apresentaram tais focos o que pode ser justificado pelos di-
ferentes tempos de ingestao e quantidade da planta, sendo
relacionado principalmente essa resposta a funcao de re-
paragio realizada por essas células (Zambrano et al. 1985).
Portanto segundo Rech (2007), gliose é uma resposta ines-
pecifica das células gliais a diversas formas de injuria e ge-
ralmente envolve astrocitos e microglia.

O delineamento proposto neste trabalho representa
um bom modelo experimental de intoxicacao por S. pani-
culatum uma vez que desenvolveu o quadro de sintomato-
logia clinica da intoxicacdo, sendo as lesdes degenerativas
cerebelares, as mais acentuadas, mas estendendo-se estas
lesdes a outras areas do SNC, que devem ser colhidas e
examinadas para avaliagdo do grau e extensao da lesdo. Os
resultados laboratoriais de sangue e do LCR ndo refletem
alteragdes relacionadas a intoxicacdo pela S. paniculatum e
o desenvolvimento do quadro clinico ndo causou uma de-
plecdo neuronal em relagdo ao GC. Portanto, nas condigdes
experimentais propostas ndo houve uma correlacido positi-
va entre sinais clinicos e gravidade das lesdes histopatol6-
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gicas examinadas, sugerindo que necessitam de um tempo
de administracdo da planta maior para o agravamento das
lesdes.
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