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RESUMOS

Pesquisa Veterinaria Brasileira traz, em cada namero,

resumos de trabalhos de ciéncias veterinarias

recentemente publicados em outras revistas brasileiras.
(The journal publishes related abstracts of current Brazilian veterinary science literature.)

DOENCAS INFECCIOSAS

12.  Modena C.M. 1984. Leucose Enzoética Bovina. I. Comparagdo
entre as técnicas de diagnbstico de imunodifusio em gel de 4gar e
chave linfocitiria de Bendixen. [Enzootic Bovine Leukosis. I.
Comparison between the gel immunodifusion test and the lymphatic
key of Bendixen.] Args Fac. Vet. UFRGS, Porto Alegre, 12: 99-107.
Deépto Med. Vet. Preventiva, Esc. Vet., Univ. Fed. s Gerais, Belo
Horizonte, MG 30000. )

Com o objetivo de avaliar-se a sensibilidade e especificidade da
<chave linfocitdria de Bendixen comparada & da imunodifusdo em gel
‘de agar (IDGA) com antigeno glicoprotéico, estudaram-se 230 bovinos
holandés preto e branco com diferentes faixas etrias. Ao analisar-se
a IDGA com a chave de Bendixen, observou-se que o nmimero de
falsos negativos eram 48, os de falsos positivos 11 e os de suspeitos
35. Quando se observaram os resultados da IDGA comparados & chave
linfocitdria, excluindo-se as categorias de suspeitos, falsos negativos

e falsos positivos, observou-se que, em 230 diagnosticados a técnica -

sorologica, somente 136 o foram a chave de Bendixen. Conclui-se
que o método hematologico possui sensibilidade e especificidade in-
feriores ao soroldgico, ndo sendo adequado a programas de controle
e/ou erradicagdo, em nossas condi¢des.

13.  Modena CM. 1984. Leucose Enzootica Bovina. II. Compara-
¢do entre as técnicas de diagn6stico de imunodifusdo em gel de dgar
e chave linfocitdria da Comunidade Econdmica Européia. [Enzootic
Bovine Leukosis. II. Comparison between the gel imuno-difusion
test and the lymphatic key established by the ECC.] Args Fac. Vet.
UFRGS, Porto Alegre, 12:109-119. Depto Med. Vet. Preventiva,
Esc. Vet., Univ. Fed. Minas Gerais, Belo Horizonte, MG 30000.

Com o objetivo de avaliar-se a sensibilidade e especificidade da
chave linfocitiria da Comunidade Econdmica Européia, comparada
a imunodifusdo em gel de 4gar com antigeno glicoprotéico, estuda-
ram-se 230 bovinos da raga holandés preto e branco, com diferentes
faixas etarias. Conclui-se que o método hematologico possui sensi-
bilidade e especificidade inferiores ao método soroldgico, ndo sendo
adequado a programas de controle e/ou erradicagdo em nossas con-
digoes.

14. Modena C.M. 1984. Leucose Enzodtica Bovina: evolugdo
sorologica através da intervencdo em um componente do ciclo de
transmissdo. [Enzootic Bovine Leukosis: serologic study through
interference in one component of the transmission cycle.] Args
Fac. Vet. UFRGS, Porto Alegre, 12:121-126. Depto Med. Vet.
Preventiva, Esc. Vet., Univ. Fed. Minas Gerais, Belo Horizonte,
MG 30000. :
Com o objetivo dé avaliar-se o comportamento epidemiologico
da leucose enzodtica bovina, através da intervengao em um compo-
nente na cadeia de transmissdo horizontal da enfermidade, estudou-se
.um rebanho leiteiro preto e branco, com sorologia positiva, empre-
gando a técnica de imunodifusdo em gel de dgar com antigeno glico-
protéico. Conclui-se que, usando-se somente a esterilizagdo de agulhas
e desinfecgdo do material cinirgico, a freqiiéncia de anticorpos apre-
sentou tendéncia crescente no periodo de um ano, apds quatro testes
intervalados de trés meses, de 65,22%; 66,52%;68,69% e 70,86%.

15. Santos J.L., Ribeiro M.F.B., Faria J.E. & Salcedo J.H.P. 1985.
Epidemiologia da Leucose Enzodtica Bovina no Estado de Minas
Gerais. I. Prevaléncia de anticorpos na Zona da Mata. [Epidemiology
of Enzootic Bovine Leukosis in the State of Minas Gerais. I. prevalence
of antibodies in the “Zona da Mata”.] Arq. Bras. Med. Vet. Zootec.
374): 359-368 Depto Veterinaria, Univ. Fed. Vigosa, Vigosa,
MG 36570.

Com o objetivo de determinar a prevaléncia de anticorpos antivirus
da Leucose Enzodtica Bovina na regido da Zona da Mata, Estado de
Minas Gerais, foram examinados 317 soros, pelo teste de precipitagdo
em gel de agar. Nas sete microrregioes estudadas, a prevaléncia variou
de 11,76% a 52,38%, sendo que a média foi de 28,39%.

16.  Godoy AM., Peres J.N,, Barg L. & Costa J.0. 1985. Ixodidae
como reservatorio de brucelose animal. [Ixodidae as reservoirs of
animal Brucellosis.] Arq. Bras. Med. Vet. Zootec. 37(4): 369-375.
Depto Microbiologia, Int. Ciénc. Biologicas, Univ. Fed. Minas Gerais,
C.P. 2486, Belo Horizonte, MG 30000.

Os autores investigaram o papel de artropodos hematdfagos,
principalmente Boophilus microplus, Rhipicephalus sanguineus
e Amblyoma cajennense, como reservatorios da brucelose animal,
através de tentativas de isolamento direto em meios de cultura e de
inoculagdo dos macerados desses artropodos em cobaios. Foram testa-
dos 1856 Ixodideos, obtendo-se, de alguns deles, isolamento de
duas amostras de Brucella abortus (de Boophilus microplus, obtidos
de bovinos positivos, com titulos aglutinantes que variavam de 1:100
a 1:800). De ovos de um dos lotes desses carrapatos obteve-se o isola-
mento de outra amostra de B. abortus. As trés amostras de B. abortus
foram isoladas por semeadura em meios de agar batata e dgar tripticase
soja, de material coletado de secgOes transversais de Ixodideos e
macerados dos mesmos e dos ovos.

17.  Nadar Filho A., Schocken-Iturrino R.P., Rossi Junior O.D. &
Amaral LA. 1985. Methods for detections of subclinical mastitis:
A comparative study. [Estudo compativo de métodos para detec¢ao
de mastite subclinica.] Ars Veterinaria, Jaboticabal, 1(1): 129-135.
Depto Higiene Veteriniria e Saide Pablica, Fac. Ciénc. Agrarias e
Veterindrias, Rod. Carlos Tonanni, Km 5, Jaboticabal, SP 14870.

A comparative study was made using California Mastitis Test
(CMT) direct microscopic somatic cell counting (DMSCC), chloride
content (CC) and bacteriological examination (BE), in 468 cows
that produce milk type B, in the Municipium of Barretos/SP, with
the aim of ascertaining the agreement between these methods that
are used in the diagnosis of subclinical mastitis in cows. The DMSCC
presented the large concordance (87.5%) with the BE, followd by
the CMT (85.7%) and CC (50.0%). As the simplest test giving rapid
and reliable results in the field, the CMT is recommended. Bacterio-
logical isolation and identification tests-found Staphylococcus aureus
in 44.6% of the cases and varieties of Streptococcus in 33.9%.

18. Kotait I., Queiroz L.H. & Souza M.C.A.M. 1985. Constatag¢do
da doenga de Aujeszky em um felino (Felis catus) no Estado de
Mato Grosso. [Aujeszky’s disease in a cat (Felis catus) in Mato Grosso.]
Biologico, S. Paulo, 51(3): 79-81. Segdo de Raiva e Encefalomielite,
Inst. Biologico, Av. Cons. Rodrigues Alves 1252, C.P. 4185, Sao
Paulo, SP 04014.

E feito o primeiro relato de um caso espontineo da doenca de
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Aujeszky em gato doméstico no Brasil. Na fazenda havia criagdo de
suinos e bovinos, e foi observada a presenga de camundongos silvestres
na propriedade. O diagnostico foi estabelecido através de teste de
imunofluorescéncia e inoculagdo em camundongos, coelhos e culturas
celulares (células VERO).

DOENCAS PARASITARIAS

19. Brum J.G.W., Gonzales J.C. & Petruzzi M.A. 1985. Postura e
eclosdo de Boophilus microplus (Can., 1987) em diferentes localiza¢oes
geogrificas do Rio Grande do Sul, Brasil. [Oviposition and hatch of
Boophilus microplus (Can., 1887) located at different geographical
sites in the State of Rio Grande do Sul (Brazil).] Arq. Bras. Med.
Vet. Zootec., 37(6): 581-587. Depto Microbilogia e Parasitologia,
Inst. Biologia, Univ. Fed. Pelotas, C.P. 354, Pelotas, RS 96100..

Observou-se o comportamento de teledginas de Boophilus microplus
(Can., 1887), sob condigdes de meio ambiente, em Pelotas e Santa
Vitoria do Palmar, Rio Grande do Sul, Brasil. Mensalmente, eram
levados aqueles locais dois grupos de 5 gramas de teledginas e colo-
cadas em placas de Petri no meio ambiente, protegidas do sol e pre-
cipitagoes atmosféricas. Em Pelotas houve postura em todos os
meses do ano, mas em quatro deles ndo houve eclosdo; em Santa
Vitoria do Palmar nfo aconteceu postura em dois meses € em cinco
houve postura sem eclosfo. Em Pelotas sgo possiveis duas a trés gera-
¢Oes por ano, sugerindo ser uma regido marginal para o desenvolvimen-
to do carrapato; em Santa Vitoria do Palmar foi vidvel apenas uma
geragdo por ano, permitindo admitir-se seja o B. microplus incapaz
de sobreviver naquela regido.

20. Chaplin E.L., Silva N.R.S., Sebben J.C., Araijo F.AP. &:
Mendez L.D.V. 1984. Cadeia epidemiologica da toxoplasmose em
Guaporé, RS, relacionando humanos e seus animais domésticos.
[Epidemiology chain of toxoplasmosis in Guaporé, RS, Brazil, related
to man and its domestic animals.] Args Fac. Vet UFRGS, Porto
Alegre, 12: 25-34. Depto Med. Vet. Preventiva, Fac. Vet., Univ.
Fed. Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS 90000.

A avaliagdo epidemiologica de reagentes a Toxoplasma gondii
em Guaporé, RS, determinou: que humanos (66,7%), felinos (40,7%)
e caninos (21,0%) sdo mais prevalentes que suinos (7,4%) e bovinos
(54%); que varios individuos da mesma familia apresentavam-se
reagentes; a importancia do felino na disseminagdo do Toxoplasma
gondii a0 homem e aos demais animais domésticos da regido. A
técnica utilizada foi a reagdo de hemaglutinag¢do indireta consideran-
do-se como titulo positivo valores a partir de 1:64.

21.  Aratjo F.A.P, Silva N.R.S., Chaplin E.L. & Santos E.B. 1984.
Prevaléncia de anticorpos toxopldsmicos em soros de caprinos da
regido da Grande Porto Alegre, RS. [Prevalence of Toxoplasma
antibodies in caprine serum in Porto Alegre area, RS.] Args Fac.
Vet. UFRGS, Porto Alegre, 12: 35-40. Depto Med. Vet. Preventiva,
Fac. Vet., Univ. Fed. Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS 90000.

Foram colhidas 118 amostras de soros de caprinos da regido da
Grande Porto Alegre, RS. O método sorologico utilizado foi o da
hemaglutinagdo indireta (HAI), apresentando 16,1% de soros posi-
tivos, com a seguinte distribui¢do: 102,2% com titulo 1:64; 2,5%.com
1:256;2,5% com 1:1.024;¢ 0,9% com 1:4.096.

22. Kessler R.H., Araijo F.A.P., Silva N.R.S. & Chaplin E.L. 1984.
Prevaléncia de Babesia bovis através de esfregaco cerebral de bovinos
provenientes das 11 regides fisiograficas do Rio Grande do Sul.
[Prevalence of Babesia bovis usine the brain smear technique in
clinically normal bovines of the state of Rio Grande do Sul, Brazil.]
Args Fac. Vet. UFRGS, Porto Alegre, 12: 41-46. Depto Med. Vet.
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Preventiva, Fac. Vet., Univ. Fed. Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
RS 90000. .

A prevaléncia de Babesia bovis, em esfregacos de cérebros de
bovinos clinicamente sadios, provenientes das 11 regiGes do Estado
do Rio Grande do Sul, foi de 36,3%. A distribui¢do nas regiGes foi
de 90% Alto Uruguai, 60% Planalto Médio, 51% Campos de Cima
da Serra, 54% Encosta Superior do Nordeste, 20% na Encosta Infe-
rior do Nordeste, 18% Depressdo Central, 34% -Litoral, 34% Serra
do Sudeste, 40% Campanha, 8% Missoes. A utilizagdo do esfregago
de cérebro para diagnostico da doenga deve ser criteriosa. O mapea-
mento de prevaléncia de Babesia bovis, no estado é importante para
a mobilizagdo de animais nas diferentes regices do Estado.

PATOLOGIA, CLINICA E CIRURGIA

23.  Fonseca MM.M. & Zolin I.S. 1984. Res{duos de antibi6ticos
enl leite — Porto Alegre, RS. [Residues of antibiotics in the milk of
Porto Alegre, RS, Brazil.] Args. Fac. Vet UFRGS, Porto Alegre,
12: 47-50. Depto’ Med. Vet. Preventiva, Fac. Vet., Univ. Fed. Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS 90000.

A presenga de residuos de antibidticos foi avaliada pela técnica
de inibicdo do crescimento do B. stearothermophilus, variedade
calidolactis. No presente experimento foram examinadas 1.045
amostras; destas, 11,68% deram resultados positivos.’

24. Rosa L.C.A., Siqueira M.M., Andrade P., Oliveira M.D.S.
& Sampaio A.A.M. 1985. Efeito do selénio e vitamina “E” sobre a
retengdo da placenta do gado leiteiro. [Effect of selenium and vitamin
E on retention of placenta in dairy cows.] Ars Veterindria, Jabotica-
bal, I(1): 117-122.-Depto Melhoramento e Nutricdo Animal, Fac.
Ciénc. Agrarias e Veterindrias, Rod. Carlos Toanni, Km 5, Joboticabal,
SP 14870.

Foram realizados trés experimentos, na regifo de Descalvado —
(SP.), com o objetivo de determinar o possivel efeito do selénio,
associado ou ndo & vitamina “E”, na.preven¢do da retengdo de pla-
centa, em vacas da raga holandesa. O experimento I se constitui de’
23 animais, com um nivel de selénio de 50 mg e 680 UI de vitamina
“E”.- Do’ experimento II participaram 53 animais, que receberam 70
mg de selénio e 680 UI de vitamina “E”. O experimento III foi rea-
lizado com 31 animais, com um nivel de selénio de 50 mg e sem vi-
tamina “E”. Todas as aplicagGes foram realizadas 20-30 dias pré-
parto, e os dados foram analisados pelo teste Quiquadrado, ndo se
observando diferengas significativas entre os tratamentos, o que nos
leva a crer na ndo eficiéncia da utilizagdo do selénio e vitamina “E”
na prevengdo da reten¢do de placenta, nas condi¢cGes do presente
experimento.

25. Oliveira Filho B.D. & Megale F. 1983. Calcificagdo testicular
em bovinos abatidos em frigorificos no Estado de Goids. [Testicular
calcification in bulls slaughtered in the State of Goids, Brazil.] Revta
Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, 7(3): 11-20. Esc. Vet., Univ.
Fed. Goias, Goidnia, GO 74000. )

Descrevem-se os aspectos andtomo-histopatolégicos e a freqiiéncia
de testiculos com calcificag@o em reprodutores bovinos em frigorifi-
cos no Estado de Goias. Em 304 animais estudados, 46 (15,13%),
apresentaram calcificagdo testicular, sendo a lesgo bilateral em 32
(69,56<) e unilateral em 14 (30,43%). A idade dos animais atetados
pela lesgo variou de cinco a 15 anos, com freqiiéncia maior entre seis e
nove. Todos os casos estavam acompanhados de depeneracio do
epitélio seminifero, ndo havendo diferenga do comprimento, espesura,
largura, volume e peso entre os testiculos lesados e normais.



Topico de Interesse Geral

PROCEDIMENTOS PRATICOS PARA SANAR REBANHOS
COM ALTOS INDICES DE MASTITE

1. Introdugdo

Partindo-se do principio de que cada quarto de ibere reduz
sua produgdo em cerca de 20% quando for portador'de mastite
subclinica cronica e que indices de infecgGes proximos a 50%
ou mais provocam alteragGes tdo acentuadas da composi¢do
do leite que motivam a rejeicdo do produto nas usinas de
beneficiamento, torna-se evidente e prioritario o saneamento
do rebanho, quanto antes, para recuperar a produtividade
do mesmo.

O saneamento de rebanhos com altos indices de mastite
subclinica requer, inicialmente, uma anamnese (historico)
sobre o manejo do rebanho com énfase sobre as medidas
preventivas que vinham sendo adotadas para o controle da
mastite em cada estabelecimento. E imprescindivel uma visita
a0 estdbulo para analisar e reconhecer as provaveis causas que
motivaram a propagagdo da infecgdo do tibere naquele rebanho
a ser sanado.

Se for constatada a falta de conhecimentos basicos sobre as
medidas preventivas gerais contra a mastite por parte dos
empregados, torna-se imperioso concientizar proprietario,
capataz e ordenhadores, antes e durante o saneamento do
rebanho, sobre as medidas higiénicas, sanitirias e de manejo
que devem ser adotadas como rotina de trabalho no estdbulo,
visando a prevengfo da mastite.

2. Diagnostico da mastite no rebanho

O saneamento de um rebanho requer o diagnostico da
mastite com reconhecimento do mimero de vacas e quartos
infectados, a natureza dos agentes causais e a sensibilidade dos
microrganismos responsaveis pela infecgdo aos antimicrobianos
‘disponiveis no comércio. Para isto recomenda-se os seguintes
procedimentos:

a) Teste de mastite da Califérnia (CMT). O uso desta prova
ao pé da vaca permite obter, no estibulo, orientagdo sobre a
situagdo da mastite subclinica no rebanho. Devem ser examina-
das todas as vacas em lactagdo, individualmente, quarto por
quarto, com o cuidado de registrar, em protocolo proprio,

os resultados do escores (+, ++, +++). Na identificagdo das
vacas, fazer ressalva as que estdo no periodo de colostro ou
no final dalactagdo, pois no leite destas ocorrem falsas reacges
positivas na prova do CMT.

b) Exame bacteriologico. O isolamento e a identificagdo
dos agentes etiologicos da mastite é importante para orientar
o combate. O exame bacteriologico é muito facilitado se a
amostra de leite for coletada com a maior assepsia possivel.
Convém colher amostras de leite em cerca de 10% dos quartos
reagentes no CMT com altos escores. Com prévia incubagdo
do leite por 12 a 18 horas e depois semeadura em placas de
agar sangue reconhece-se os microrganismos prevalentes no
rebanho.

¢) Antibiograma. Diante das multiresisténcias, ja freqiien-
temente observadas, dos microrganismos causadores da mastite
aos antimicrobianos, torna-se imperioso testar a sensibilidade
para que o tratamento seja racional. Recomenda-se fazer o
antibiograma com as culturas isoladas no procedimento
anterior e testar os antibidticos e quimioterapicos contidos
nos medicamentos disponiveis na praga para reduzir o custo
do tratamento.

3. Tratamento tempéutico

O saneamento de rebanhos com altos indices. de mastite
subclinica depende de uma medicagdo eficaz, baseada no
antibiograma.

O tratameto se torna racional se forem medicados apenas
os quartos infectados, indicados pelo CMT e utilizados pro-
dutos bons com prego moédico. A aplicagdo do medicamento
deverd ser por via intracisternal, ap6s o esgotamento da or-
denha da tarde, tendo-se o cuidado de desinfectar bem a
abertura do canal da teta com solugdo de dlcool-iodado. Apds
a infusdo, é necessirio deslocar o medicamento para a cisterna
do tbere e auxiliar a dispersdo do mesmo pelos canais galactd-
foros por massagem do quarto medicado.

Pode ser adotado um dos seguintes sistemas alternativos de
tratamento terapéutico da mastite subclinica:

a) Umg unica aplicagio do medicamento. Esta permite
curar cerca de 60% das infecgGes causadas por Staphylococcus
sp. e 70% das de Streptococcus sp. Aos 30 e aos 60 dias apds
repete-se o exame controlando-se o resultado pelo CMT e os
quartos reagentes so novamente medicados. Com este proce-
dimento consegue-se reduzir a infecgdo a cerca de 5% dos
quartos e assim os gastos com o.medicamento se dilue durante
3 meses.

b) Trés aplicacoes em dias consecutivos. Neste esquema
aplica-se o medicamento nos quartos infectados durante trés
dias seguidos, ap6s a ordenha da tarde. Com esta prética reduz-
se rapidamente o indice de mastite a cérca de 5% dos quartos,
mas o custo é muito maior, comparado com o esquema ante-
rior. Uma aplicacdo elimina a infecgdo em 60 a 70% dos
quartos tratados, mas para saber quais os quartos ndo curados
é necessario fazer novo exame pelo CMT 12 a 14 dias apos.
Para evitar novos exames faz-se a medicagdo concentrada
gastando quase o triplo com medicamentos. \

¢) Tratamento da mastite durante o periodo “seco”. Esta
pritica é menos indicada para sanear rebanhos altamente
infectados porque o efeito do tratamento se faz a longo prazo
e, enquanto isto, persistem os prejuizos causados pela mastite.
O sucesso deste  esquema esti também mais dependente da
adogdo e observancia das medidas preventivas gerais, pois ha
maior oportunidade de reinfecgdo, apds o parto, na entrada da
nova lactagdo, quando a vaca volta ao estibulo e permanece
com outras ainda portadoras de mastite subclinica.

4. Consideragcoes complementares

No saneamento de um rebanho, a identifica¢cdo dos agentes
etiologicos é muito importante, ndo s6 por causa da avaliagdo
da sensibilidade contra os antimicrobianos disponiveis, mas
também para orientar a estratégia do combate de mastite.
Uma alta prevaléncia de mastites subclinicas causadas por
Staphylococcus sp. mostra ao sanitarista a necessidade de
corrigir principalmente as medidas higiénicas. E também
uma alerta de que a resposta terapéutica sera menos eficiente
e porque freqlientemente os estafilococos invadem o tecido
mamirio formando micro-abscessos, ao passo que nas infecg-
¢des por estreptococos a medicag@o é mais eficaz porque estes
se colonizam sobre a mucosa dos canais galactoforos e assim
sd0 alvos mais faceis da acdo dos medicamentos.

O sanitarista também deve estar ciente de que o sanea-
mento de rebanhos grandes é mais dificil do que rebanhos
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pequenos, porque naqueles hd maior concentracdo de ani-
mais e portanto maior exposi¢do a reinfec¢Ges. As medidas
profilédticas, em face do grande nimero de individuos a serem
atendidos, tendem a ser menos rigorosas.

O saneamento de um rebanho altamente infectado é muito
facilitado se as vacas portadoras de mastites cronicas e que
ndo respondem ao tratamento, sdo afastadas do rebanho,
porque estas se constituem em fontes continuas para novas
infec¢oes do tbere.
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O é&xito no saneamento da mastite com os procedimentos
acima descritos é tanto mais garantido quanto melhor forem
adotadas e observadas, paralelamente, as medidas preventivas
descritas na revista Pesquisa Veterindria Brasileira 6(1),
vii, 1986, em Topico de Interesse Geral.

JEROME LANGENEGGER
Embrapa-UAPNPSA, Km 47

23851 Seropédica, RJ
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INTOXICAGAO POR Cassia occidentalis (Leguminoseae) EM SUINOS!

ED1SON MARTINS?, VERA M. V. MARTINS?, FRANKLIN RIET-CORREA®,
RICARDO A. SONCINT® e SERGIO V. PARABONI®

ABSTRACT.- Martins E., Martins V.M.V, Riet-Correa F., Soncini R.A. & Paraboni S.V. 1986.
[Intoxication by Cassia occidentalis (Leguminoseae) in swine.] Intoxica¢@o por Cassia occiden-
talis (Leguminoseae) em suinos. Pesquisa Veterindria Brasileira 6(2); 35-38. Centro Nac. Pesq.
Suinos e Aves, Embrapa, BR 153, Km 110, Concérdia, SC 89700, Brazil.

Two outbreaks of intoxication by Cassia occidentalis in pigs occurred on a farm located in
the municipality of Aguas de Chapecd, Santa Catarina, Brazil. The ingestion occurred after corn
mixed with C. occidentalis seeds, hervested on a plantation with large amounts of the plant in
the fruiting stage, was introduced into the diet. In July, 1983, from a total of 1200 pigs, 460
were affected and 420 died as a consequence of the disease. In June, 1984, of 800 animals, 40
were affected and 38 died. Clinical signs were characterized by anorexia, apathy, ataxia, diar-
thea, vomiting, dyspnea, and lateral recumbency, with death occurring between eight and twelve
days after ingestion was initiated. Postmortem examination of skeletal and cardiac muscles
showed areas of paleness together with normal areas; the liver was pale and enlarged. Histolo-
gical examination showed degeneration of skeletal and cardiac muscles and vacuolization of
hepatocytes. The disease was experimentally reproduced in four swine, three ingesting seeds
of C. occidentalis comprising 20% of the ration, and one that ingested ration containing 10%
seeds. The four animmals died seven to eight days after the start of the experiment. Clinical

signs and pathological alterations were similar to those observed in field cases.

INDEX TERMS: Swine, plant intoxication, Cassia occidentalis, Leguminoseae, muscle degeneration.

SINOPSE.- Descrevem-se 2 surtos de intoxicag@o por sementes
de Cassia occidentalis em suinos, em uma granja localizada no
municipio de Aguas de Chapeco, Santa Catarina. A ingestdo
ocorreru apds ser introduzido na alimentagdo das animais, mi-

1ho misturado com sementes de C. occidentalis, colhido em uma

lavoura com grandes quantidades da planta em estagio de fruti-
ficaggo. Em julho de 1983 adoeceram 460 suinos e morreram
420 de um total de 1200 e, em junho de 1984 adoeceram 40 e
morreram 38 de um total de 800. Os sinais clinicos, observa-
dos 3 dias ap6s o inicio da ingestdo caracterizaram-se por ano-
rexia, apatia, ataxia, diarréia, vomitos, urina amarelo escura,
dispneia, dectbito lateral e morte 8 a 12 dias apds o inicio da
ingestdo. As principais lesdes macroscopicas caracterizaram-se
por dreas de palidez intercaladas com 4reas de colorag@o nor-
mal nos musculos esqueléticos e cardiaco, e figado aumentado
de tamanho e com coloragdo mais clara que a normal. Histolo-
gicamente observou-se degeneragdo dos musculos esqueléticos
e cardiaco e vacuolizagao dos hepatocitos. A doenga foi repro-

1 Aceito para publicagio em 2 de janeiro de 1986.

2 ACARESC, Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa de Suinose
Aves (CNPSA), BR 153, Km 110, Concdrdia, Santa Catarina 89700.

3 Bolsista da Embrapa, CNPSA.

4 Laboratério Regional de Diagndstico, Faculdade de Veterindria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS 96100.

5 Embrapa-CNPSA. ’

6 CIDASC, Associagdo Catarinense de Criadores de Suinos, R. Ne-
reu Ramos s/n?, Chapecd, SC 89750.

duzida experimentalmente em 4 suinos, 3 que ingeriram se-
mentes de C. occidentalis misturadas a 20% com a rago e 1
que ingeriu as sementes a 10%. Os 4 animais morreram 7 a 8
dias ap6s o infcio da administragdo. Os sinais clinicos e patolo-
gia observados foram similares a dos casos espontaneos.

TERMOS DE INDEXAGAO: Suinos, intoxicagdo por planta, Cassia oc-
cidentalis, Leguminoseae, degeneragdao muscular.

INTRODUCAO

A intoxicag¢do por Cassia occidentalis ocorre espontaneamente
em eqiiinos (Brocq-Rousseau & Bruere 1925, Moussu 1925) e
bovinos (Schmitz & Denton 1977, Henson et al. 1965, Pierce e
O’Hara 1967), sendo nesta espécie caracterizada clinicamente
por mioglobimiria, incoordenagdo, decibito e morte, apresen-
tando lesdes macroscopicas e histologicas de degeneragdo dos
muisculos estriados. A enfermidade tem sido reproduzida expe-
rimentalmente em bovinos (Dollahite & Henson 1965, Hen-
son & Dollahite 1966, Mercer et al. 1967, Read et al. 1968,
O‘Hara et al. 1969, 1970, Rogers et al. 1979), coelhos (Dol-
lahite & Henson 1965, O’Hara & Pierce 1974), aves (Simpson
et al. 1971, Graziano etal. 1983, Hebert et al. 1983), caprinos
e ovinos (Dollahite & Henson 1965).

No Brasil, Torres et al. (1971) estudaram o efeito de Cassia
occidentalis administrada experimentalmente a galinhas poe-
deiras, verificando uma diminui¢do significativa da postura nas
aves tratadas. '
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O objetivo do presente trabalho foi descrever dois surtos de
intoxicagdo por C. occidentalis (“fedegoso’”) em suinos, assim
como demonstrar experimentalmente a toxicidade das semen-
tes da planta nessa espécie.

MATERIAL E METODOS

Os dados clinicos e epidemiolégicos foram observados em dois surtos
que ocorreram nos anos de 1983 e 1984, em uma granja de suinos no

municipio de Aguas de Chapecd, Santa Catarina. Para determinar as

alteragdes macroscopicas foram necropsiados dez suinos que morreram
apds apresentarem manifestagSes clinicas da doenga, Para o estudo das
lesdes histolégicas, fragmentos de muisculo cardiaco, biceps femural,
diafragma, masseteres, intercostais, longissimus dorsi, figado, rim, intes-
tinos delgado e grosso, estdmago, pulmio, ganglios linfiticos e sistema
nervoso central, de suinos necropsiados nos anos de 1983 e 1984, foram
fixados em formol a 10%, inclufdos em parafina, cortados a 6 micra e
corados pela técnica de hematoxilina eosina.

‘Conforme instruc¢Ses do Servigo de Defesa Sanitaria da Secretaria da
Agricultura e do Abastecimento do Estado de Santa Catarina, amigda-
las, bago e figado de um animal morto foram enviados ao Laboratério
Nacional de Referéncia Animal (LANARA) para diagndstico de peste
suina.

Para a reproducdo experimental da intoxicacdo, foram utilizados,
em um primeiro experimento, trés suinos, pesando 17,5 kg, 18,3 kg e
14,5 kg, provenientes de uma granja sem histéria clinica da enfermida-
de. Sementes maduras de C. occidentalis coletadas na lavoura de onde
provinha o milho que causou o surto, foram moidas e misturadas a 20%
em uma ra¢do de crescimento. Essa concentragdo foi determinada ba-
seando-se na semelhanga das caracteristicas visuais da ragdo experimen-
tal com as da ragfo que ocasionou o surto. Os suinos foram colocados
em uma mesma baia, recebendo ragdo a vontade, sendo observados dia-
riamente.

Em um segundo experimento, um suino, pesando 15 kg, recebeu,
em forma similar aos anteriores, sementes de C. occidentalis misturadas
a 10% na raggo.

Apds as necropsias dos animais experimentais, o estudo histolégico
foi realizado nos mesmos 6rgdos e em forma similar 4 descrita anterior-
mente para os casos espontineos.

Um suino normal, de idade e peso similar aos utilizados nos experi-
mentos foi sacrificado, coletando-se materiais para serem utilizados
como controle,

RESULTADOS

Epidemiologia

O primeiro surto ocorreu em julho de 1983 em uma granja
de reprodutores com 1200 suinos, no municipio de Aguas de
Chapeco, Estado de Santa Catarina, apés ser introduzido, na
alimentagdo dos animais, milho com sementes de C. occiden-
talis7, colhida mecanicamente em uma lavoura com grandes
quantidades da planta em estdgio de frutifica¢do. A doenga
afetou 460 suinos de todas as faixas etdrias, exceto lactentes,
causando a morte de 420 animais. Uma enfermidade similar
foi observada em seis bovinos adultos que ingeriram a ragdo
destinada aos suinos, dos quais quatro morreram.

O segundo surto ocorreu no mesmo estabelecimento em
junho de 1984, apds ser introduzido na ragdo, milho contendo
sementes de C. occidentalis proveniente da mesma 4rea e colhi-
do da mesma forma que no ano anterior. De uma populagao

7 A planta foi identificada no Jardim Botanico do Rio de Janeiro.
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de 800 suinos, adoeceram 40 e morreram 38, sendo afetados
animais de todas as faixas etdrias, exceto lactentes.

Sintomas e evolugdo

Casos espontineos. Nos dois surtos, a partir do 39 dia de
ingestdo da ragdo, os suinos apresentaram anorexia e apatia,
sendo observado no 49 dia diarréia e vomito. Entre os 69 e
70 observouse perda do equilibrio, ataxia, dispnéia, urina
amarelo escura, decibito lateral e morte entre o 82 e 129 dia.
Nos bovinos os sintomas observados foram diarréia ao 49
dia, ap6s o inicio da ingestdo, seguida de constipagdo, anorexia
e depressdo. Observou-se ataxia entre os 69 e 79 dias, urina
vermelho escuro, sendo que 4 morreram ao 89 dia, e os 2 ani-
mais que sobreviveram perderam peso € permaneceram com in-
coordenag¢ao muscular.

Cuasos experimentais. Os suinos que receberam as sementes
misturadas a 20% na ragdo apresentaram anorexia no 39 dia
ap6s o inicio da ingestdo, posteriormente observou-se dispnéia,
urina amarelo escura, ataxia e decdbito lateral; um dos suinos
apresentou diarréia no 39 dia, sendo que no 59 dia as fezes se
tornaram mais consistentes; este suino morreu no 79 dia e o0s
restantes no 89. O total de ra¢do consumida pelos 3 suinos foi
de 129 kg.

O suino que recebeu as sementes misturadas a 10% na ragdo
apresentou os mesmos sintomas e evolugdo descritos anterior-
mente, ndo observando-se diarréia. A morte ocorreu ao 89 dia
do experimento tendo ingerido 3,5 kg de ragdo.

Patologia

AlteragGes macroscopicas

Casos espontdneos. As principais alteragoes observadas fo-
ram dreas de palidez, intercaladas com dreas de coloragdo nor-
mal nos misculos esqueléticos e cardfaco. O rim e o figado
apresentavam-se com coloragdo mais clara que a normal, estan-
do o iltimo aumentado de volume. Os intestinos, delgado e
grosso, encontravam-se congestos em toda a sua extensfo, as-
sim como o mesentério e alguns ginglios mesentéricos. A bexi-
ga apresentava-se muito distendida e repleta com urina de cor
amarelo escura, bem como os ureteres. Na regido findica do
estdmago observou-se congestdo.

Casos experimentais. Observaram-se dreas de palidez nos
musculos: cardiaco, diafragma, biceps femural, masseteres,
longissimus dorsi, abdominais e pré-escapular. O rim e figado
apresentavam-se de coloragdo mais clara que o normal, encon-
trando-se o Gltimo aumentando de volume. A bexiga apresen-
tava-se cheia com urina de coloraggo amarelo escura. O intestino,
mesentério e ginglios mesentéricos apresentavam severa con-
gestdo. ’

Alteragcdes histologicas

Suinos com doenga espontdnea. Nos miisculos esqueléticos,
numerosas fibras musculares encontravam-se separadas entre si,
sinuosas e de calibre irregular e em algumas dreas apresenta-
vam-se homogeneamente hialinas ou com necrose, caracteriza-
da pela presenga de floculos amorfos no sarcoplasma, separa-
dos por espagos que freqiilentemente continham um exsudato
hialino, e, as vezes macrofagos (Fig. 1). As fibras que apresen-
tavam essas lesdes estavam total ou parcialmente fragmentadas.
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Fig. 1. Musculo esquelético de um suino que ingeriu espontaneamente
sementes de Cassia occidentalis. Observam-se fibras musculares
aumentadas de tamanho com presenca de floculos amorfos no

sarcoplasma, exsudato hialino e infiltracdio de macrofagos;

>

proliferagdo de niicleos do sarcolema. HE, obj. 20.

Entre as fibras, e onde essas estavam fragmentadas observava-se
edema, proliferacdo de micleos do sarcolema e infiltragdo de
células mononucleares. Essas altera¢es ndo eram observadas
homogeneamente em todas as fibras, alternando-se dreas com
diferentes graus de lesdo e dreas aparentemente normais. No
musculo cardiaco a degenera¢do foi menos severa do que nos
musculos esqueléticos podendo-se observar hialiniza¢ao do sar-
coplasma de algumas fibras, edema perivascular e perineural.

No figado, muitos hepatocitos estavam aumentados de
tamanho, mostrando vacuoliza¢do do seu citoplasma e, as ve-
zes, floculos hialinos citoplasmdticos; em algumas dreas obser-
vou-se necrose coagulativa centrolobular. A nivel renal obser-
vou-se vacuoliza¢@o e tumefa¢do do epitélio tubular, bilirrubi-
na no limen dos tabulos, retragdo dos glomérulos e edema pe-
rivascular. Na cortex cerebral foram observados edema perivas-
cular e perineural, assim como espongiose da substincia cinza.

Suinos experimentais. Os musculos esqueléticos dos 4 sui-
nos, apresentavam lesGes similares, porém mais discretas que
as dos suinos que morreram espontaneamente. Segmentos de al-
gumas fibras apresentavam-se sinuosas, separadas entre si, au-
mentadas de calibre e hialinas; areas de neocrose, com presenca
de floculos no citoplasma eram raramente encontradas: obser-
vava-se uma discreta proliferagdo de nicleos do sarcolema e
células mononucleares.

O figado dos 3 suinos que receberam a planta a 20% na ra-
¢do, apresentavam lesdes muito severas, afetando todos os he-
patocitos, que se apresentavam com numerosos vactiolos no
seu citoplasma, o qual em muitas oportunidades, era substi-
tuido em grande parte por um espago claro. Alguns niicleos
desses hepatocitos apresentavam-se aumentados de tamanho,
com a cromatina localizada na periferia e um espago claro ao
redor do nucléolo. Observou-se congestdo dos sinusoides, al-
gumas vezes na drea centrolobular e outras em todo o lobulo.
No suino que recebeu a planta a 10% na alimentag¢do a vacuo-
lizagdo do citoplasma dos hepatocitos era similar & observada
nos casos espontaneos, menos severa que os que receberam a

planta a 20%, observando-se alguns hepatécitos com o citoplas-
ma vacuolizado junto a outros aparentemente normais, e pre-
senga de globulos hialinos no citoplasma.

Os demais tecidos ndo apresentaram lesdes de significagdo
patoldgica.

Em um sufno com a doenga espontinea, necropsiado no
ano 1984, através de provas de referéncia utilizadas pelo LA-
NARA, foi isolado virus de peste suina classica.

DISCUSSAO

A ocorréncia de dois surtos de uma doengas, em 2 anos con-
secutivos, apos ter sido introduzido na alimentagdo milho con-
taminado por sementes de Cassia occidentalis, as lesdes histol6-
gicas caracterizadas por degeneragdo muscular e vacuolizagdo
dos hepatécitos, e a reprodugdo experimental da enfermidade,
confirmam o diagndstico de intoxicag¢@o por essa planta. Esta
pareceria ser a primeira vez em que € descrita a intoxicagao por
C. occidentalis em suinos. No surto que ocorreu no ano de
1983 foram realizadas determina¢es de ocratoxinas por cro-
matografia em capa fina, encontrando-se os seguintes valores
para ocratoxina A e B: milho 634 ppb; ragdo 435 ppb; figado
35 ppb; rim 34 ppb (Cruz et al. 1984). Apesar desses resulta-
dos, ¢ evidente que a presenga dessas toxinas, ndo € suficiente
para estabelecer o diagnostico de ocratoxicose, ja que as lesdes
musculares e hepdticas, observadas nos casos espontineos e re-
produzidas em animais experimentais mediante a administra-
¢do de C. occidentalis, diferem das descritas na ocratoxicose,
que se caracterizam principalmente por nefrose (Krogh 1977).

Uma consideragao deve ser realizada no referente ao diag-
nostico diferencial da enfermidade, no relacionado ao isola-
mento de virus da peste suina cldssica das amigdalas de um
animal morto espontaneamente durante o ano de 1984; consi-
derando que a epidemiologia, sintomas clinicos e patologia
observados, foram totalmente diferentes dos observados na
forma tipica de peste suina cldssica, pareceria evidente que o
animal, morto em conseqiiéncia da intoxicagdo por C. occiden-
talis, era um portador subclinico do virus de peste suina, pro-
vavelmente um virus vacinal.

As alteragdes clinicas, caracterizadas principalmente por
debilidade muscular, evidenciadas por transtornos da locomo-
¢do, tais como, ataxia e dectibito permanente sdo similares as
observadas em bovinos (Henson et al. 1965, Schmitz & Denton
1977) e aves (Graziano et al. 1983) intoxicadas por C. occiden-
talis. Sintomas digestivos, caracterizados por diarréia e vomitos
em nossos suinos, evidentes do 39 ao 79 dia apos a ingestdo da
planta, sdo também descritos em bovinos, nos quais se observa
diarréia nos primeiros estdgios da doenga, principalmente entre
029 e 49 dia apos a ingestdo (O’Hara et al. 1969, Schmitz &
Denton 1977, Rogers et al. 1979). A coloragdo amarelo es-
cura da urina, ndo observando-se animais com urina de cor
avermelhada ou marron escuro em nossos animais, pareceria in-
dicar que a mioglobiniria, que € um sinal clinico freqiiente-
mente observado em bovinos intoxicados por C. occidentalis
(Henson et al. 1966, Schmitz & Denton 1977, Rogers et al.
1979) ndo ocorre ou € discreta ou pouco freqiiente em suinos.
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No estudo da patologia, a lesdo mais significativa em nossos
suinos, com relagdo ao diagndstico, foi a degenera¢ao dos miis-
culos esqueléticos, que é uma alteragdo constante na intoxica-
¢do espontdnea por C. occidentalis em bovinos (Henson et al.
1965, Pierce & O’Hara 1967, Schmitz & Denton 1977). Com
relag@o ao musculo cardiaco, as lesdes eram menos severas que
as dos musculos esqueléticos. Segundo Pierce e O’Hara (1967)
este fato poderia ser devido a ‘que as mesmas ocorrem no pe-
riodo terminal da doenga; por outro lado Read et al. (1968) e
Graziano et al. (1983) determinaram que as lesdes do musculo
cardfaco, fracamente observadas na microscopia de luz, sdo
claramente evidenciadas na microscopia eletronica. Outra lesdo
importante foi a vacuolizagdo dos hepatdcitos, que € também
observada em aves (Graziano et al. 1983) e bovinos (Rogers et
al. 1979). Nesta 1ltima espécie e também em coelhos s3o des-
critos outros tipos de lesdes degenerativas e necréticas no figa-
do (Dollahite &Henson 1965, Henson et al. 1965, Henson &
Dollahite 1966, O’'Hara & Pierce 1974). Apesar de ndo ter sido
definitivamente identificado o principio ativo da planta (Gra-
ziano et al. 1983) foi demonstrado, que sua ag¢do toxica é
devida, primariamente ao seu efeito sobre as mitocondrias, ini-
bindo a sua fung¢do e causando, em conseqiiéncia, degeneragdo
muscular (Read et al. 1968, O’Hara & Pierce 1974, Graziano
et al. 1983) e vacuolizagdo dos hepatdcitos (Graziano et al.
1983).

Chama a atengdo a diferenga no grau das lesdes observadas
nos suinos mortos espontaneamente, com os que adoeceram
experimentalmente, jd que nos casos espontineos as lesGes
musculares eram marcadas e a vacuolizagdo dos hepatocitos
discreta enquanto que, nos casos experimentais, principalmen-
te nos que receberam a planta a 20% na rag¢do, a vacuolizacdo
dos hepatdcitos era marcada e as lesdes musculares discretas.

Esse fato poderia ser devido a que a dose ingerida em forma

espontdnea foi diferente da administrada experimentalmente.

Considerando que a doenga causou perdas econdmicas im-
portantes no estabelecimento estudado, representadas pela
perda de 420 sufnos n6 ano de 1983 e 48 no ano de 1984, é
evidente a necessidade de adotar medidas profiliticas que evi-
tem a ocorréncia da intoxicagdo por C. occidentalis em suinos
ou outras espécies que possam ser alimentadas com ragdes con-
taminadas por essa planta. Tais medidas deverdo objetivar o
controle de C. occidentalis como invasora das lavouras de mi-
Iho, principalmente quando seja utilizada a colheita mecanica.
Nos casos em que a plantagdo esteja invadida pela planta, a
colheita mecdnica poderd ser substituida pela colheita manual.

Outro fato a ser destacado € a ocorréncia de sintomas clini-
cos e morte em bovinos que foram alimentados com a ragfo
contaminada por C. occidentalis no ano de 1983; apesar de
ndo terem sido realizadas necropsias nesses animais, pareceria
muito provdvel, baseado nos dados epidemiologicos e sinais
clinicos, que os bovinos morreram em conseqiiéncia da inges-
tdo da planta e portanto deve ser chamada a dtengdo para a
possivel importancia de C. occidentalis como planta toxica
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para bovinos, isto porque essa espécie pode intoxicar-se espon-
taneamente, em condi¢Ges de campo, através do consumo das
diversas partes da planta, principalmente ap6s as primeiras gea-
das (Schmitz & Denton 1977).
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COMPARACAO ENTRE 0S TESTES DE SORONEUTRALIZACAO E
IMUNODIFUSAO NA DETECCAO DE ANTICORPOS PARA O VIRUS DA

DOENCA DE AUJESZKY EM SUINOS!
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ABSTRACT.- Romero C.H., Rowe C.A., Flores R.S., Brentano L. & Marques J.L.L. 1985.
[Comparison between the serum neutralization and the immunodiffusion tests for the detection
of antibodies for Aujeszky’s disease virus in swine.] Comparago entre os testes de soroneutrali-
zagdo e imunodifusdo na detec¢do de anticorpos para o virus da doenga de Aujeszky em suinos.
Pesquisa Veterindria Brasileira 5(3): 39-44. Centro Nac. Pesq. Suinos e Aves, Embrapa, Cx. Postal
D-3, Concérdia, SC 89700, Brazil.

A comparison was made between the plate immunodiffusion (ID) test and the micro-serum
neutralization (SN) test in the detection of antibodies for Aujeszky’s disease virus (ADV) in pig
sera, using a total of 813 sera derived from five infected herds. The plate ID test was as sensitive
and specific as the micro SN test in detecting positive sera that possessed neutralizing activity
only when tested undiluted. Sera with this titer generally reacted by bending the precipitation
line formed between the antigen and the reference serum. Sera with SN titers equal to or greater-
than eight, usually gave two lines of precipitation. The plate ID test was equally efficient and
specific in detecting antibodies resulting from a natural infection or from vaccination with an
inactivated oil-emulsion vaccine, as well as maternally-derived antibodies in the sera of piglets
from vaccinated sows. Of 813 sera assayed in the micro SN test, 295 (36.3%) contained ADV
antibody, 382 (47%) were negative and 136 (16.7%) were toxic. The same sera assayed in the
plate ID test showed 347 (42.7%) positive for precipitating antibodies and 466 (57.3%) negative.
The major limitation of the SN test was the excessive percentage of sera (16.7%) that were
toxic for the indicator cells (chicken embryo fibroblasts), due mainly to bacterial contamination
and/or hemolysis as a result bad handling and storage of samples before arriving to the labora-
tory. The disagreement between the number of positive sera detected by the two tests in favor
of the plate ID test, was due to the fact that 52 sera that were positive by this test were toxic
when assayed by SN.

Under the experimental conditions, the plate ID test was both sensitive and specific for the
detection of antibodies for ADV, and as well as being economic, simple and rapid to perform,
there is the advantage that it can be used to test moderately contaminated and/or hemolysed

sera that are toxic for the indicator cells in the SN test.

INDEX TERMS: Serum neutralization, immunodiffusion, diagnosis, Aujeszky, swine.

SINOPSE.- A comparagdo do teste de imunodifusdo (ID) em
placa e o microteste de soroneutraliza¢ggo (SN), na detec¢do de
anticorpos para o virus da doenga de Aujeszky (VDA) em so-
ros sufnos, foi realizada em 813 soros oriundos de cinco plan-
téis infectados com o VDA. O teste de ID em placa foi alta-
mente sensivel e especifico, detectando como positivos soros
que, no micro-teste de soroneutralizag@o, apenas reagiam quan-
do eram testados sem diluir. Os soros com este titulo reagiam,
geralmente, dobrando a linha de precipitagdo formada entre o
antigeno e o soro de referéncia. Soros com titulos SN de oito

1 Aceito para publicagdo em 3 de fevereiro de 1986.

Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa de Suinose Aves (CNPSA),
Cx. Postal D-3, Concérdia, Santa Catarina 89700.
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4 Companhia Integrada de Desenvolvimento Agricola de Santa Ca-
tarina (CIDASC), Concérdia, SC 89700.
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ou superiores apresentavam freqiientemente duas linhas de pre-
cipitagdo. O teste de ID foi igualmente eficiente e especifico
na detec¢do de anticorpos da infecgdo natural, da vacinagdo
com vacina inativada oleosa, bem como de anticorpos transferi- '
dos da porca para osleitGes via colostro. De 813 soros submeti-
dosao teste de SN, 295 (36,3%) revelaram anticorpos, 382 (47%)
eram negativos e 136 (16,7%) eram toxicos. Os mesmos soros
submetidos ao teste de ID, revelaram 347 (42,7%) positivos
para anticorpos precipitantes enquanto que, 466 (57,3%) eram
negativos. A maior limitag@o do teste de SN foi a excessiva per-
centagem de soros toxicos (16,7%) para as células indicadoras
(fibroblastos de embrido de galinha), principalmente, devido a
contaminag¢do bacteriana e/ou hemolise causada por deficiente
dessoragem e estocagem antes de serem enviados ao laborato-
rio. A discordéncia entre o nimero de soros detectados como
positivos para anticorpos em favor do teste de ID, foi devido
ao fato de que 52 soros positivos por este teste foram toxicos
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no teste de SN. Nas atuais condigdes, o teste de ID foi sensivel
e especifico na detecgdo de anticorpos para o VDA e tem a
vantagem de ser econdmico, simples e rdpido de realizar, além
de poder testar soros moderadamente contaminados e/ou he-
molisados que sTo toxicos para as culturas celulares utilizadas
no teste de SN.

TERMOS DE INDEXAGAO: Soroneutraliza¢do, imunodifusio, diagnos-
tico, Aujeszky, suinos.

INTRODUCAO

A doenga de Aujeszky (DA) ou pseudoraiva, tem adquirido,
recentemente, maior importincia econdmica, especialmente
em pafses com industria suina intensiva e moderna (Akkermans
et al. 1975, Leunen et al. 1975, Solorzano & Thawley 1979,
Toma et al. 1983), devido ao incremento da incidéncia e da
severidade da doenga, nfo somente em leitdes e em porcas
gestantes, mas também em suinos de 14-18 semanas de idade
(McFerran et al. 1979).

No Brasil, em 4reas de exploragio suinicola intensiva, os

transtornos causados pela infecgdo e pela doenga parecem ser
de idéntica gravidade aos relatados em outros paises. Surtos
com alta mortalidade de leitSes tem acomedito diversos plan-
téis no Estado de Santa Catarina (Rowe & Romero 1986) e
Parand (Romero C.H., resultados ndo publicados).

Para a avaliagdo epidemiologica sobre a prevaléncia e distri-
buigdo da infecgdo pelo herpes virus da doenga de Aujeszky
(VDA), utilizam-se testes sorologicos que visam a detectar anti-
corpos especificos para o VDA. Testes sorologicos s3o também
utilizadosem programas de erradicagdo, os quais tem como base
a testagem, identificacdo e a eliminag¢@o de suinos com anticor-
pos (Wright et al. 1982). O teste diagnéstico ideal deve ser sen-
sivel, espectfico, rdpido e econdmico e, que possa ser realizado
em laboratérios de diagndstico ndo necessariamente sofistica-
dos.

Diversos testes sorologicos foram ja desenvolvidos para de-
tectar anticorpos para o VDA. Os testes que tiveram maior
aceitagdo, a julgar pela freqii€éncia com que eles s#o utilizados
sdo: o teste de soroneutralizagdo realizado em microplacas,
utilizando-se -diversas células indicadoras e diferentes condi-
¢oes de incubagdo (Bitsch & Eskildsen 1976, Hill et al. 1977,
Gutekunst et al. 1978, McFerran et al. 1979, Van Oirschot &
Gielkens 1984), o ensaio imunoenzimético ou ELISA, desen-
volvido para o VDA por Moutou et al. (1978) e modificado
através da incorporagdo de antigeno controle (Todd et al.
1981), o microteste de imunodifusio (Gutekunst et al. 1978)
e o teste de contraimunoeletroforese (Banks & Cartwright
1983).

O objetivo do presente trabalho foi o de avaliar a especifici-
dade e sensibilidade do teste de imunodifusdo em placa desen-
volvido no Laboratorio de Virologia do CNPSA (Romero et al.
1984) comparado com o microteste de soroneutralizagZo (Hill
et al. 1977), na detecgdo de anticorpos para o VDA, em suinos
naturalmente infectados ou vacinados contra a DA e de anti-
corpos maternos em leitdes filhos de porcas vacinadas.
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MATERIAL E METODOS

Imunodifusio

Para determinar a presenga de anticorpos precipitantes no soro, foi
utilizado o teste de imunodifusio (ID) dupla, em placa, realizado em
gel de 4gar, utilizando-se antigeno, soro de referéncia e condigSes de tes-
tagem similares dquelas previamente descritas (Romero et. al. 1984).

Soroneutralizagdo

Com o objetivo de avaliar o titulo de anticorpos neutralizantes no
soro, foi utilizado o teste de soroneutralizagdo (SN) em microplacas,
levando em consideragio os padrdes minimos recomendados para o dia-
gnéstico da pseudoraiva (Hill et al. 1977) com pequenas adaptagGes as
nossas condigSes laboratoriais. O diluente utilizado em todas as fases
do teste de SN era uma mistura de partes iguais dos meios de cultura
Ham F10 e 199, adicionado de 5% do soro bovino, penicilina potdssica
cristalina (500 U/ml), sulfato de dihidroestreptomicina (500 pg/ml) e
micostatina (50 U/ml). Os soros eram inativados em banho-maria a
56°C durante 30 minutos e testados na quantidade de 25 t, sem diluir
e em diluicSes duplas até a diluicdo final de 1:256. A cepa viral utiliza-
da foi o VDA 438/83 (Rowe & Romero 1986) isolada no CNPSA, con-
tendo 100 doses infectantes médias para culturas celulares (DICCs() de
fibroblastos de embrifo de galinha (FEG) para cada 25MU1. As diluigGes
de soro eram realizadas diretamente na microplaca, e, ap6s adigdo de
igual volume (25 ul. da suspensio contendo 100 DICCsq de virus, a
microplaca era incubada a 37°0C durante uma hora. Ao final deste pe-
riodo de incubagdo, eram adicionadas 100.000 células primérias de FEG
preparadas segundo a técnica de Solomon (1975) e, contidas em 200 ui
de diluente. As placas eram logo incubadas a 370C em estufa com 5%
de CO», ou lacradas com fita adesiva nio toxica e incubadas em estufa
convencional a 370C. Simultaneamente as titulagSes dos soros em teste,
titulavam-se também soros de referéncia com e sem anticorpos para o
VDA. Como controle intrinsico das T00 DICC5, o virus era testado em
octuplicata em dilui¢Bes decimais de 10-1 a 10~5 partindo da dilui¢go
de trabalho utilizada no teste. A leitura dos testes era realizada apds
trés e cinco dias de incubagdo, quando a leitura da titulagdo viral indica-
va 100 DICCs.

Soros para os estudos comparativos

O sangue foi colhido com agulha por pungfo da veia jugular, da veia
cava anterior ou da veia marginal da orelha de suinos de cinco granjas
localizadas nos estados do Parani e Santa Catarina. Apds coagulagdo, o
soro era separado, centrifugado e congelado a — 20°0C até seu processa-
mento para ambos os testes. Outras vezes, o sangue era dessorado a ni-
vel de campo e, apds dias ou semanas da colheita, os soros eram envia-
dos a nosso laboratdrio, ndo raramente acusando diversos graus de con-.
taminagdo e/ou hemdlise. A origem dos soros foi a seguinte:

Soros da Granja A. Obtiveram-se 149 soros de suinos adultos ndo
vacinados contra a DA pertencentes a uma granja de terminagio locali-
zada no Municipio de Ipumirim, Santa Catarina. Esta granja tinha recen-
temente sido acometida de surto da DA, confirmado através de isola-
mento viral (VDA 879/84) no CNPSA.

Soros da Granja B. Foram obtidos 304 soros de suinos adultos ndo
vacinados contra a DA pertencentes a uma granja de terminagdo locali-
zada no Municipio de Toledo, Parani. Apesar de se haver introduzido
nesta granja suinos de um outro plantel que tinha sofrido surto da DA,

‘os suinos desta granja nio apresentaram sintomas indicativos da DA.

Soros da Granja C. Obtiveram-se 110 soros de suinos adultos ndo
vacinados contra a DA, pertencentes a uma granja de reprodutores loca-
lizada no Municipio de Nova Santa Rosa, Parand, e que tinha sido afeta-
da com surto da DA clinica dois meses antes,

Soros da Granja D. Estes soros foram obtidos de 44 porcas e de 45
leitGes de uma granja multiplicadora localizada no Municipio de Faxinal
do Guedes, Santa Catarina. Alguns meses atrds, a granja tinha sido aco-
metida de surto da DA clinica cujo diagndstico foi realizado no Labora-
tério de Virologia do CNPSA, com isolamento viral (VDA 607/83).
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Com o objetivo de dimmuir as perdas econdmicas, tinha-se iniciado pro-
grama de vacinagdo contra a DA com vacina inativada oleosa; as porcas
foram vacinadas a partir da 22 semana de gesta¢do, enquanto que os lei-
tSes eram vacinados as seis semanas de idade.

Soros da Granja E. Obtiveram-se soros de 80 porcas, 25 leitGes e de
56 cachagos pertencentes a uma granja de reprodutores localizada no
Municipio de Xanxeré, Santa Catarina. Alguns meses atris, esta granja
tinha sido afetada por surto da DA clinica, com isolamento viral de en-
céfalo de leitGes doentes (VDA 467/83) e, com o intuito de diminuir as
perdas econdmicas devidas a DA, as porcas tinham sido imunizadas com
vacina inativada oleosa entre os 70 e 80 dias de gestagdo. Os cachagos e
os leites ndo foram vacinados. Estes Gltimos tinham entre 3 e 4 sema-
nas de idade quando foram sangrados para a avalia¢do de anticorpos.

RESULTADOS

O teste de ID em placa foi comparado ao microteste de SN,
teste quantitativo considerado como de referéncia para a de-
tecgdo de anticorpos para o VDA, para determinar a sua sensi-
bilidade e especificidade. Os resultados correspondentes as
granjas A, B e C foram analisados juntos por corresponder a so-
ros oriundos de suinos ndo vacinados e, sdo apresentados no
Quadro. 1. Os resultados indicaram que quando os soros sdo
negativos no teste de SN, eles sdo também negativos no teste
de ID (100 por cento de especificidade) e, quando o titulo de
anticorpos neutralizantes ¢, igual ou maior que dois, o teste de
ID é sempre positivo (100 por cento de sensibilidade). Por ou-
tro lado, 43 (45,3%) de 95 soros que foram toxicos no teste de
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SN, continham anticorpos precipitantes detectdveis no teste de
ID. “

Quando ambos os testes foram utilizados para avaliar a pre-
senga de anticorpos no soro de porcas vacinadas das granjas D

Quadro 1. Comparagdo entre os testes de SN e ID na detec¢do de
anticorpos para o VDA em soros de sutnos adultos ndo vacinados
mas naturalmente infectados com o VDA, das granjas A, B e C.

Titulo N@de soros - Qde p©
SN com titulo . SN IDfsoros Sensibilidade Especialidade
indicado +/testados % %

Téxico(a) 95 43/95 NA(d) NA

Negativo(b) 344 0/344 NA 100

2 8 8/8 100 100

4 17 17/17 100 100

8 25 25/25 100 100

16 21 21/21 100 100

32 21 21/21 100 100

64 14 14/14 100 100

128 17 17/17 100 100

256 1 1/1 100 100

(@ Soro toxico para as células indicadoras entre as diluicGes 1:2a 1:128,

Titulos expressos com a reciproca da diluicdo que neutralizou 100
DICCsq do VDA.

(b) Correspondentente a soro ndo diluido.

() Sensibilidade e especificidade

do teste de ID quando comparado
a0 teste de referéncia de SN. :

(@ Nzo aplicavel.

Quadro 2. Comparacdo entre os testes de SN e ID na detecgdo de anticorpos para o
VDA em soros de porcas vacinadas das granjas D e E

NQ de soros NQde ip(®
Vacinagdo Testagem Titulo com titulo SN ID soros Sensibilidade Especificidade
SN indicado + testados % %
Gestacdo Gestacdo 2 1 1/1 100 100
2 semgnas 14 semanas 4 2 2/2 100 100
8 3 3/3 100 100
16 2 2/2 100 100
32 4 4/4 100 100
64 1 1/1 100 100
Gestagdo Gestagdo 4 1 1/1 100 100
4 semgnas 12 semimas 8 3 3/3 100 100
16 3 3/3 100 100
32 3 3/3 100 100
64 2 2/2 100 100
128 2 2/2 100 100
=256 1 1/1 100 100
Gestacgdo Gestago Toxico(® 4 1/4 NA@D NA
10 semanas 13-16 semanas 2 1 1/1 100 100
4 5 5/5 100 100
8 8 8/8 100 100
16 10 10/10 100 100
32 23 23/23 100 100
64 22 22/22 100 100
128 6 6/6 100 100
256 1 1/1 100 100
Gestacao Lactagdo 4 2 2/2 100 100
14 semanas 2 semanas 8 2 2/2 100 100
16 4 4/4 100 100
32 4 4/4 100 100
64 3 3/3 100 100
128 1 1/1 100 100

(¢, 9 yige Quadro 1.
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Q{xadro 3. Comparagdo entre os testes de SN e ID na detecedo de anticorpos para o VDA
em soros de leitdes vacinados (Granja D) e ndo vacinados (Granja E) contra a doenga de Aujeszky

N9 de soros NOde 1D(©
Idade Titulo com titulo SN ID soros Sensibilidade Especificidade
Granja Semanas SN indicado + testados % %
D d
Vacinados 10 Téxico(®d 8 6/8 NA@D NA
2 5 5/5 100 100
4 3 3/3 100 ' 100
14 Téxico 14 2/14 NA NA
18 Téxico 14 0/14 NA NA
4 1 1/1 100 100
E
Nio vacinados 34 4 3 3/3 100 100
8 4 4/4 100 100
16 8 8/8 100 100
32 8 8/8 100 100
64 1 1/1 100 100
128 1 1/1 100 100
@ ¢ 9) vige Quadro 1.
Quadro 4. Comparagdo entre os testes de SN e ID na detecgdo de e E, todos os soros com titulos de anticorpos neutralizantes
anticorpos para o VDA em soros de cachagos da granja E igual ou maior que dois continham anticorpos precipitantes de-
tectdveis no teste de ID (Quadro 2). Um (25%) de quatro soros
Nodesoros  ID /Nde D toxicos no teste de SN foi positivo no teste de ID
Tftulo com titulo SN +/ soros Sensibilidade Especifidade posit ; .
SN indicado testados % % Os resultados de ambos os testes realizad os utilizando-se so-
d ros de leitdes indicaram também que soros com niveis de anti-
Téxico (@) 1 0,1 NA@ NA i L . doi
Negativo® 38 0/38 NA 100 corpos neutralizantes iguais ou maiores que dois sdo sempre
ND(®) 2 2/2 100 100 positivos no teste de ID (Quadro 3). Alguns soros de leitdes
8 3 g; g igg }gg que foram téxicos no teste de SN, foram positivos no teste de
;g g 33 100 100 ID. Quando a avaliag¢do foi realizada em soros de cachagos da
64 3 3/3 100 100 granja E, verificou-se que todos os soros positivos no teste de
>128 1 1/1 100 100 SN, também o foram pelo teste de ID (Quadro 4). Os 38 soros
com resultados negativos no teste de SN, também foram nega-
(3,5, ¢, d) 4e Quadro 1. tivos no teste de ID.

© e o Finalmente, considerando os resultados globais fornecidos
Néo dilufdo. pelos testes de SN e ID, verificou-se que de 813 soros testados

Quadro 5. Resultados globais do estudo comparativo entre os testes de
SN e ID na detecgdo de anticorpos para o VDA em soros suinos

NOde Soroneutralizagdo Imunodifusdo
Tipo de SOros ‘

Granja - Suinos infeccdo testados + - Toxicos + -
A Adultos Natural(® 149 77 55 17 81 68
B Adultos Natural 304 6 289 9 6 298
C Adultos Natural 110 41 0 69 80 30
D Porcas Vacinagﬁo(b) 44 44 0 0 44 0
D LeitGes Vacinagdo 45 9 0 36 17 28
E Porcas Vacinagdo 80 76 0 4 77 3
E Leitses  Antic. maternos(c) 25 25 0 0 2 0
E Cachagos Natural 56 17 38 1 ) 17 39

Total 813 295 382 136 347 466

(36,3%) 47 %) (16,7%)  (42,7%)  (57,3%)

@ Anticorpos correspondentes a infecgdo natural.
() Anticorpos formados como conseqiiéncia da vacinagdo com vacina inativada oleosa

© Anticorpos transferidos via colostro.
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em ambas as provas, o teste de SN detectou 295 (36,3%) soros
com anticorpos, 382 (47%) soros sem anticorpos e 136
(16,7%) soros foram toxicos para as células indicadoras e, con-
seqiientemente, ficaram sem resultado (Quadro 5). Por outro
lado, o teste de ID permitiu a detecgdo de 347 (42,7%) soros
com anticorpos enquanto que 466 (57,3%) foram negativos.

DISCUSSAO

O teste de ID em placa utilizado no presente estudo comparati-
vo, difere consideravelmente do microteste de ID em limina,
previamente desenvolvido (Gutekunst et al. 1978) e avaliado
(Johnson et al. 1983) frente ao teste de SN para o VDA. A ex-
trema sensibilidade de nosso teste em placa pode ser conse-
quéncia do procedimento utilizado para preparar o antigeno
de referéncia. Acredita-se que, a concentragdo das proteinas vi-
rais através da didlise em polietilenoglicol (Romero et al. 1984),

seja mais eficiente na recuperagdo dos dois antigenos virais rea-:

gentes do VDA, quando comparada com o método de precipi-
tagdo com sulfato de amonia (Gutekunst et al. 1978). Todavia,
no teste de ID em placa, os soros e o antigeno s3o utilizados
em volumes de 100 ul, aproximadamente quatro vezes os volu-
mes utilizados no microteste de ID em ladmina. Este fator quan-
titativo poderia também ter sido determinante na obtengdo
dos bons resultados.

A sensibilidade do teste de ID em placa foi de 100% para
todos os soros que possuiam anticorpos neutralizantes para
100 DICCsq, independentemente do titulo. Soros que somen-
te neutralizavam quando testados ndo-diluidos, reagiam geral-
mente dobrando a linha de precipitag@o formada entre o soro
e o antigeno de referéncia. Este resultado contrasta com os
obtidos por Johnson et al. (1983), que encontraram no teste
de ID em lamina somente sensibilidade de 100% com soros
com titulos de anticorpos de 64 ou mais. Esses autores verifi-
caram que o teste em ldmina era de baixa sensibilidade com so-
ros de titulo neutralizante igual ou menor que oito. No traba-
lho original, Gutekunst et al. (1978) observaram que o teste
em ldmina tinha uma correlagdo perfeita com o teste de SN
apenas no caso de soros com titulo neutralizante igual ou supe-
rior a 16. Uma segunda linha de precipita¢do era geralmente
observada em soros com titulo igual ou superior a oito. Esta é
a primeira vez que se reporta esta segunda antigenicidade e,
que provavelmente, é devida a qualidade do antigeno utilizado.
Banks & Carwright (1983) indicaram que o teste de ID em la-
mina ndo era tdo eficiente como os testes de ELISA e o de SN
na detec¢do de anticorpos para o VDA, porém, esses autores
utilizaram dgua destilada em vez de tampdo Tris (Gutekunst et
al. 1978), o que poderia ter afetado os resultados significati-
vamente.

O teste de ID em placa foi sensivel tanto na detecg¢do de an-
ticorpos da infec¢d@o natural com o VDA e da vacinagdo com
vacina inativada oleosa. Estes resultados sdo diferentes dos
obtidos por Johnson et al. (1983), que verificaram ser o teste
de ID em lamina, mais eficiente na detec¢do de anticorpos pro-

duzidos na infec¢do natural com virus de campo do que na va-

cinagdo com uma cepa viral viva modificada.

O teste de ID foi também altamente especifico na detecgdo
e anticorpos para o VDA de origem materna, da vacina¢do ou
da infec¢@o natural. Em nenhum caso foi encontrado um soro
que fosse positivo para anticorpos precipitantes e negativo para
anticorpos neutralizantes.

Poucos foram os soros suinos que reagiram com componen-
tes do soro bovino contido no antigeno de referéncia no teste
de ID. Esta reagdo, de uma maneira geral, ndo interferia com a
leitura da prova. Resultados de ensaios preliminares demons-
traram que antigenos preparados de culturas celulares com apro-
ximadamente 1% de soro bovino, possuiam, constantemente,
maior poténcia que antigenos preparados de culturas celulares
isentas de soro.

O soro de referéncia utilizado no teste de ID é da maior im-
portincia para facilitar a leitura da prova. Deve-se escolher so-
ros que fornegam uma ou duas linhas de precipita¢do claras,
mas ndo exageradamente fortes. Como recomendado por ou-
tros autores (Gutekunst et al. 1978), ndo devem ser utilizados
como referéncia soros de suinos hiperimunes, por reagirem es-
tes com linhas multiplas que ndo reagem em comum com li-
nhas de precipitagdo formadas por soros fracamente positivos
ou com titulo neutralizante menor que dois.

O teste de ID em placa utilizado no presente estudo, ¢ um
teste simples, que requer de pouca destreza e nenhuma sofisti-
cagdo. E um teste rdpido e relativamente econdmico, que for-
nece resultados preliminares em 24 horas e definitivos em 72
horas. Além disso, pode ser implementado em laboratorios que
n3o manipulam culturas celulares e que nfo possuem equipa-
mento sofisticado. A maior vantagem sobre o teste de SN, é a
de poder avaliar soros toxicos devido a contaminagdo e/ou
hemolise, sem perder em sensibilidade e especificidade. -

A principal limitagdo do teste de SN €, sem divida, a quali-
dade do soro a ser testado. No presente estudo, muito soros
provinham de dreas relativamente distantes, e ndo tinham sido
adequadamente processados e/ou estocados antes do envio ao
laboratorio. A percentagem de soros toxicos foi excessivamen-
te alta (16,7%) e, em todos os casos, somente no teste de SN,
ndo teria sido possivel um diagnostico. Em todo programa de
controle e erradica¢do, o diagndstico sorologico répido e acura-
do de todos os suinos infectados é um requerimento essencial
e, quando suinos infectados ndo sdo propriamente identifica-
dos devido a toxicidade do soro, é imperativo utilizar um se-
gundo teste para se obter um resultado que permita o diagnos-
tico em 100% dos suinos testados. O teste de ID preencheu os
requisitos deste segundo teste. Enquanto que a SN permitiu a
detecgao de 295 soros com anticorpos dos 813 testados, o tes-
te de ID detectou 347 soros positivos. A diferenga em todos os
casos foi devida a toxicidade dos soros, provavelmente com an-
ticorpos neutralizantes de baixo titulo, e no a falta de sensibi-
lidade do teste de SN. Problemas similares foram encontrados
no Estado de Missouri, EUA, no inicio da implementagdo do
teste de SN (Solorzano & Thawley 1979). Acredita-se que
através da divulgagdo da necessidade da utilizagdo de técnicas
assépticas mais rigorosas para a sangria de suinos, assim como
do processamento e estocagem répida dos soros obtidos, possa-
se num futuro proximo, obter indices mais reduzidos de toxi-

* cidade no teste de SN.
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ABSTRACT.- Barros C.S.L., Barros S.S., Santos M.N., Silva C.A.M., Waihrich F. 1986. [Equine
protozoal myeloencephalitis. Mieloencefalite eqiiina por protozoario. Pesquisa Veterindria Bra-
sileira 6(2): 45-49. Depto Patologia, Univ. Fed. Sta. Maria, 97100 Santa Maria, RS, Brazil.

The occurrence of two cases of equine protozoal myeloencephalitis in a breeding establish-
ment in southern Brazil is described. One of the horses, a 10-year-old thoroughbred mare, pre-
sented progressive incoordination of gait in the hind limbs for 15 days. Initially she was lame
and dragged her toes while galloping. She was treated with high dosis of dexamethazone which
seemed to deteriorate her clinical condition. She was then euthanized and necropsied. Redden-
ed, soft, granular areas appeared at the cut surface of spinal cord segments. Microscopically
these areas corresponded to marked inflammatory and degenerative changes among which pro-
tozoal microorganisms were detected. Milder inflammatory change$ were also found in the
brain. The other affected animal was also a 10-year-old throughbred mare which presented simi-
lar clinical signs progressing to death within 60 days. No post-mortem examination was per-

formed on this mare.

INDEX TERMS: Horse diseases, protozoal diseases, nervous system diseases, equine myeloencephalitis. -

SINOPSE.- E notificada a ocorréncia de dois casos de mie-
loencefalite eqiiina por protozodrio num Haras do Rio Grande
do Sul. Um dos animais, uma égua Puro Sangue de Corrida de
10 anos, apresentou incoordenagdo progressiva dos membros
posteriores por um perfodo de 15 dias. Os sinais comecaram
com claudicagdo. O animal arrastava as pingas dos membros
posteriores ao galopar. Os sinais clinicos agravaram-se apds
terapia com altas doses de dexametasona. O animal foi sacrifi-
cado e, na necropsia, dreas avermelhadas, amolecidas e granu-
lares foram detectadas na superficie de corte da medula espi-
nhal. Microscopicamente essas dreas correspondiam a lesdes
inflamatorias e degenerativas acentuadas em meio as quais per-
cebiam-se microrganismos protozodrios. Lestes inflamatorias
mais discretas eram observadas também no cérebro. O outro
animal, também uma égua Puro Sangue de Corrida de 10 anos,
apresentou sinais clinicos semelhantes que progrediram para a
morte em 60 dias. Nesse caso, ndo foi realizada necropsia.

TERMOS DE INDEXACAO: Doengas de eqiiinos, doengas por proto-
zodrio, doengas do sistema nervoso, mieloencefalite eqiiina.

1 Aceito para publicagdo em 18 de fevereiro de 1986.

Um resumo deste trabatho foi apresentado no 109 Encontro de
Pesquisas Veterindrias, Jaboticabal, SP, em novembro de 1985.
2 Departamento de Patologia, Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), 97100 Santa Maria, Rio Grande do Sul. '
3 Departamento de Clinica de Grandes Animais, UFSM.
4 Med. Vet. Autdnomo, Julio de Castilhos, Rio Grande do Sul.

INTRODUCAO

A mieloencefalite eqiiina por protozodrio (MEP) ¢ uma doenga
inflamatoria do sistema nervoso. central, especialmente da me-

dula (Scarratt 1983) produzida por um parasita coccidio ini-

cialmente identificado como Toxoplasma gondii (Cusick et al.
1974). Porém, a maioria dos. animais afetados com a MEP ndo
possui titulos significativos de anticorpos contra T. gondii
(Cusick et al. 1974, Dubey et al. 1974, Mayhew et al. 1981).
Além disso estudos soroldgicos (Mayhew et al. 1981) e morfo-
logicos (Dubey 1976, Simpson & Mayhew 1980) indicam que
um sarcocystis é o agente etiologico.

A MEP é hoje uma entidade bem conhecida nos EUA. J4
foram descritos casos em Nova York (Rooney et al. 1970,
Mayhew et al. 1981), Nllinois (Cusick et al. 1974), Pensilvania

(Beech & Dodd 1974), Ohio (Dubey et al. 1974), Flérida

(Simpson & Mayhew 1980) e California (Dorr et al. 1984).
Fora dos EUA a doenga é praticamente desconhecida. Dois
casos foram descritos na parte oeste do Canadd (Clark et al.
1981) e no Brasil uma doenga essencialmente idéntica foi
observada em cavalos Puro Sangue de Corrida em Sao Paulo. A
doenga foi interpretada nesses casos como sendo causada por
Toxoplasma gondii devido ao fato de que alguns animais afeta-
dos mostravam titulagdo alta de anticorpos contra esse parasita
(Macruz 1980). Porém T. gondii nunca foi isolado desses casos
e ndo hd descri¢des morfologicas das lesdes encontradas.

Os sinais clinicos da MEP caracterizam-se por quedas, trope-
¢os, incoordenagdo assimétrica dos membros, fraqueza mus-
cular (Mayhew et al. 1976, Scarrat 1983) sendo que um dos pri-
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meiros sinais a ser notado é claudicagdo intermitente (Mayhew
et al. 1976). A evolugdo € varidvel (1 e 3 semanas) porém casos
de vdrios meses tém sido descritos (Mayhew et al. 1976). Nor-
malmente cavalos adultos jovens sdo os mais comumentes afe-
tados. Mayhew et al. (1976) ddo como média de idade 4,5
anos porém casos de alguns meses (Dorr et al. 1984) até 15
anos (Simpson & Mayhew 1980) jé foram registrados. Parece
haver uma maior freqiiéncia em animais de raga ‘‘Standard-
bred” e em animais usados na reprodug¢do e corridas (Mayhew
et al. 1976). Os achados de necropsia restringem-se ao sistema
nervoso central. Na superficie de corte da medula e do cérebro
aparecem dreas avermelhadas, amolecidas localizadas tanto na
substancia branca como na substincia cinzenta. Microscopi-
camente a lesdo é de uma mieloencefalite necrotizante multi-
focal (Scarrat 1983). Em meio a essas lesSes os parasitas proto-
zodrios s3o vistos em cerca de metado dos casos (Mayhew et al.
1976).

Relatamos aqui a ocorréncia de 2 casos de MEP em éguas
Puro Sangue de Corrida em um Haras do municipio de Jilio de
Castilhos, Rio Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

Entre os anos de 1981 e 1983, 2 casos de ataxia locomotora progressiva
ocorreram em éguas Puro Sangue de Corrida que estavam na reprodugio
em um Haras do municipio de Juilio de Castilhos, RS. Ambos os animais
tinham 10 anos de idade. Num dos casos a doenga progrediu para a
morte do animal em cerca de 60 dias apds o aparecimento dos sinais cli-
nicos. Ndo foi procedida a necropsia. O outro animal apresentou sinto-
matologia semelhante e veio a ser sacrificado com inje¢do endovenosa
de sulfato de magnésio 15 dias apds o aparecimento dos primeiros sin-
tomas. Uma necropsia completa foi realizada nesse animal. Material de
varios Orgdos, inclusive sistema nervoso central foram colhidos, fixados
em formalina a 10%, incluidos em parafina e corados pela Hematoxilina
e Eosina. Métodos especiais como a impregnag¢io por prata e PAS foram
‘empregados em cortes selecionados da medula espinhal. Os sinais clini-
cos, achados de necropsia e histopatologia do animal sacrificado serdo
descritos a segqir.

RESULTADOS

Sinais clinicos. O animal foi notado inicialmente por apre-
sentar claudicagdo intermitente assimétrica dos membros pos-
teriores. Ao ser tocado o animal arrastava a ponta dos cascos.
Foi institufdo um tratamento com altas doses de dexametazo-
na o que agravou o quadro clinico. Dentro de 7 dias o animal
apresentava acentuada incoordenagio assimétrica dos membros
posteriores, dificuldade em andar para tras, quedas sobre os
membros posteriores, fraqueza muscular, movimentos dismétri-
cos e, por vezes, andar em circulos. Aos quinze dias apds o
aparecimento dos sintomas o animal caia com facilidade e ndo
conseguia se levantar sem ser ajudado. O proprietdrio optou,
entdo, pelo sacrificio.

Achados de necropsia. As lesdes pertinentes estavam restri-
tas 3 parte toracolombar da medula espinhal. Ao exame de
cortes transversais desses segmentos medulares observaram-se
dreas focais amolecidas, avermelhadas e com um aspecto gra-
nular. Aneurisma e trombose moderados foram observados
como lesOes incidentais na artéria mesentérica anterior.
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Histopatologia. O exame microscopico revelou acentuada
reagdo inflamatéria dos segmentos toraco-lombares da medula
espinhal (Fig. 1). Os espagos perivasculares de Virchow-Robin
encontravam-se distendidos e infiltrados por linfécitos, plas-
mocitos e monocitos (Fig. 2). Lesoes degenerativas e necroti-
cas acompanhavam as alteraces inflamatorias: desmieliniza-
¢do, tumefagdo axonal e infiltragdo por “gitter cells” eram
observadas principalmente na substincia branca. Transforma-
¢do gemistocistica de astrocitos com formagdo ocasional de
células gigantes era vista ao redor das lesoes. Na substancia cin-
zenta aparecia gliose focal e focos hemorragicos perivasculares.
As lesdes no cérebro eram observadas apenas microscopica-
mente e eram mais brandas que as da medula. Na regido tala-
mica e no tronco encefilico, discretos focos de manguitos peri-
vasculares de células mononucleares eram observados. Nos cor-
tes da medula observavam-se grupos de organismos basofilicos
arredondados ou alongados medindo cerca de 2 um de compri-
mento e localizados extra-ou intracelularmente em meio as
lesdes. Quando localizados extracelularmente, esses organismos
formavam agrega¢des contidas em estruturas roseas arredonda-
das ou ovaladas (Fig. 3). Quando de localiza¢do intracelular
eram encontrados no citoplasma de células macrofigicas, endo-
teliais, neurdnios (mais raramente) ou de células nao identifica-
das. Impregnagdes pela prata e coloragdes pelo PAS nao revela-
ram uma parede de “pseudocisto’ em volta dos agrupamentos
do parasita nem esse tomava essas coloragdes.

DISCUSSAO

O diagnostico da MEP baseia-se nos sinais clinicos, achados de
necropsia, na histopatologia e identificagdo dos microorganis-
mos associados as lesdes (Dorr et al. 1984). Sinais clinicos, le-
sOes e microorganismos encontrados no presente estudo guar-
dam semelhanga estreita aqueles descritos em outros relatos de
MEP (Cusick et al. 1974, Beech & Dodd, 1974, Dubey et al.
1974, Mayhew et al. 1976, Clark et al. 1981, Dorr etal. 1984).
Apesar da semelhanga do parasita encontrado na MEP com T.
gondii ter sido assinalada (Cusick et al. 1974, Dubey et al.
1974), caracteristicas tintoriais desse ultimo parasita, como
positividade na reagdo de PAS e impregnagéo por prata (Beech
& Dodd 1974), ndo foram encontradas nesse caso. Testes soro-
logicos infelizmente ndo foram efetuados em nenhum dos ani-
mais do presente estudo.

Alguns dos sinais clinicos obseivados (dificuldade em andar
para tris, quedas sobre os membros pelvinos) so compativeis
com envolvimento toracolombar da medula espinhal (de-
Lahunta 1977), locais onde as lesdes eram mais acentuadas.
Os sinais de fraqueza muscular sgo indicativas de lesdo da
substincia cinzenta (deLahunta 1977) que de fato estavam
presentes no animal necropsiado e que auxiliam no diagnoéstico
diferencial de outras afec¢des da medula em cavalos.

Pode-se especular que uma imunossupressdo provocada nes-
se caso pela administragdo de altas doses de dexametazona te-
nha sido responsivel pela reativagdo de uma infecgdo cronica
latente e posterior agravamento do quadro clinico. Situagdes
semelhantes j4 foram documentadas (Dubey et al. 1974, Dorr
et al. 1984) e parecem ser uma indicagdo clinica auxiliar no
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Fig. 1. Mieloencefalite Eqiiina por protozodrio. Corte transversal da
parte tordcica da medula. Observam-se miltiplos manguitos pe-
rivasculares de células inflamatérias. LesGes degenerativas des-
mielinizantes sdo também vistas dando um aspecto redilhado
a substancia branca. HE, obj. 2,5.

diagnostico (Mayhew 1985, comunica¢do pessoal). Situagdes
semelhantes de ativagdo de infec¢Ges latentes por protozodrios
(Toxoplasma gondii) ocorrem em pacientes imunossuprimidos
tanto em humanos (Handler et al. 1983) como em animais
(Dubey & Frenkel 1974, Brewer 1984).

O presente estudo envolve dois casos com sinais clinicos se-
melhantes. A etiologia por protozodrio foi confirmada pela
necropsia e exames histopatol6gicos em apenas um caso. Pode-
se porém supor, baseado no exame clinico, que o outro caso
tenha sido também de MEP.

Casos de doenga neurologica em eqiiinos com sinais clinicos
semelhantes aos aqui descritos ndo sdo incomuns em nosso
meio, porém a etiologia desses casos quase nunca é'adequada-
mente investigada. O fator limitante nesses casos explica-se
pelo fato que a necropsia de grandes animais, com retirada do
sistema nervoso central, é trabalhosa, requerendo tempo e dedi-
cagdo. A incidéncia dessa doenga poderia revelar-se maior, caso
o estudo do sistema nervoso central em eqiiinos fosse executa-
do adequada e rotineiramente.

O diagnostico da MEP nao oferece dificuldades quando os
microorganismos s3o evidencidveis em meio as lesdes caracte-
risticas e quando hd uma boa associagdo com o quadro clinico.
No presente caso as lesGes foram mais acentuadas na medula
espinhal como acontece em outros relatos (Beech & Dodd
1974, Cusick et al. 1974, Dubey et al. 1974, Clark et al. 1981,
Dorr 1984). A natureza das lesdes é primariamente inflamato-
ria e afeta tanto a substincia branca como a cinzenta.

Quando afeta principalmente a medula, a MEP deve ser di-
ferenciada de vdrias outras doengas neurologicas que se mani-
festam por sinais clinicos de incoordenagdo em eqiiinos e que
talvez, s3o mais freqiientes. Entre essas estdo: a) as lesdes pro-
duzidas por malformagdes das vértebras cervicais, a chamada
mielopatia por estenose das vértebras cervicais (MEVC), nessa
afec¢do, popularmente conhecida como “bambeira” e que cor-
responde 4 sindrome de “Wobbles” da literatura americana, hd
lesGes degenerativas focais, da medula espinhal cervical resul-

Fig. 2. Mieloencefalite Egiiina por protozoario. Com maior aumento
do campo da Fig. 1, 0bserva-se a infiltragio de células mononu-
cleares no espaco perivascular de Virchow-Robin e dilatagio.
das bainhas de mielina. HE, obj. 6,3.

{

l'ig. 3. Mieloencefalite Egqiiina por protozodrio. Microrganismos pro-
tozodrios sdo vistos em corte do segmento toricico da medula
como um agregado extraceluiar de estruturas basofilicas (seta).
HE, obj. 100.

tante de estreitamento-anatdmico, funcional ou de ambos
dos fordmens entre as vértebras cervicais C, e C; (Jubb et al.
1985); b) a mieloencefalopatia degenerativa dos cavalos
(MEDC) (Mayhew et al. 1977); c) a mieloencefalite por herpes-
virus (MEH) (Jackson & Kendrick 1971, Charlton et al. 1976,
Little & Thorsen 1976); d) a nematodiase cerebroespinhal
(NC) (Swanstrom et al. 1969, Little 1972, Little et al. 1974);
e) simples traumatismos (deLahunta 1977).

Cavalos afetados pela MEVC sdo geralmente mais novos, a
doenga torna-se evidente nos primeiros 12 a 15 meses de vida,
embora, em alguns casos, possa ser detectada mais tarde, ao re-
dor dos 4 anos (Jubb et al. 1985). Além disso, os sinais ¢linicos
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da MEP sdo mais acentuados e progressivos, a fraqueza muscu-
lar (denotando envolvimento da substéncia cinzenta) e ataxia
sd0 mais acentuadas (Mayhew et al. 1977, Scarratt 1983). Exa-
mes radiologicos geralmente mostram um estreitamento do ca-
nal vertebral cervical nos casos de MEVC (Scarrett 1983) o que
pode ser confirmado pela necropsia. As lesdes na MEVC sdo
mais restritas 4 porgdo cervical, afetam principalmente a subs-
tincia branca e s3o primordialmente degenerativas (Jubb et al.
1985).

A MEDC ¢ uma doenga de cavalos jovens com idade média
de aparecimento aos 6 meses. Produz lesdes mais simétricas e a
substincia cinzenta é poupada (Mayhew et al. 1977). Assim os
animais apresentam incoordenagdo simétrica e ndo apresentam
sinais de fraqueza muscular relativos 4 alteragdo de substincia
cinzenta.

A MEH tem um aparecimento clinico sibito, envolve vdrios
animais de todas as idades em uma mesma propriedade, cursa
com febre e paralisia de bexiga com gotejamento continuo de
urina. Os sinais clinicos mantém-se estiveis ap6s 2-3 dias. A
doenga estd associada a casos de afec¢des respiratorias e abor-
tos nos outros animais do rebanho (Jackson & Kendrick 1971,
Charlton et al. 1976, Little & Thorsen 1976). Testes sorologi-
cos pareados revelam aumento de anticorpos neutralizantes
contra o agente causal, o Herpesvirus eqiino-1 (Jackson &
Kendrick 1977), o que ajuda sobremaneira na diferenciagdo
clinica. As lestes histopatologicas na MEH sdo distintas por
apresentarem uma vasculite necrética nas leptomeninges (de-
Lahunta 1977). As lestes so mais acentuadas na substincia
" branca e na maioria das vezes mais do tipo inflamatorio do que
degenerativas e se orientam ao longo dos vasos (Jackson &
Kendrick 1971). Lesoes inflamatorias no ginglio de Gasser es-
tdo consistentemente presentes (Charlton et al. 1976).

Migragoes de larvas de nematddios, geralmente Strongylus
vulgaris, podem produzir lesGes que causam aparecimento
abrupto de sinais clinicos de natureza local mas que podem ser
confundidos com MEP. Nos casos de NC, um exame de liquido
cefalorraquidiano indicard uma moderada pleocitose e eosino-
filia (Innes & Saunders 1962, Scarratt 1983). As alteraces his-
topatologicas sdo caracteristicas, podem-se detectar tratos fis-
tulosos revestidos por cépsulas glidticas, gemistocitos e infil-
trados linfoplasmocitdrio e eosinofilico; dentre esses tratos vi-
sualizam-se as larvas (Little et al. 1974).

Traumatismos na coluna vertebral com uma repercussdo na
medula podem apresentar um quadro clinico semelhante
MEP. Nos casos de traumatismo porém, os sinais clinicos ndo
sdo progressivos, tendem a ficar estdveis ou regredir e sdo fo-
cais (deLahunta 1977). Em casos de fratura geralmente hd hi-
poalgesia ou analgesia das dreas correspondentes aos segmentos
afetados (Scarratt 1983).

Quando afeta difusamente o cérebro, o que é mais raro, a
MEP pode ser confundida com doengas encefélicas comuns de
eqilinos como as encefalomielites e virus e a leucoencefaloma-
lacia. Porém, a epidemiologia e as lesSes caracteristicas dessas
duas doengas permitem o diagnostico diferencial (Barros et al.
1984).

A fonte de infeccdo no presente caso € desconhecida. H4
fortes evidéncias de que o protozodrio que provoca a MEP seja
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um Sarcocystis (Dubey 1976, Mayhew et al. 1976, Simpson &
Mayhew 1980). Sarcocystis sao protozodrios coccidios que ne-
cessitam dois hospedeiros (Dubey 1976). A forma tecidual no
hospedeiro intermedidrio ocorre geralmente nos misculos. Os
hospedeiros definitivos abrigam o parasita no intestino e se
contaminam ao ingerirem carne (misculos) de hospedeiros in-
termedidrios afetados. A ocorréncia de Sarcocystis com produ-
¢do de lesdes inflamatorias no sistema nervoso central em ani-
mais ja foi relatada em ovinos (Hartley & Blakemore 1974) e
bovinos (Jolley et al. 1983). No caso da MEP os eqiiinos se-
riam hospedeiros intermediérios para os Sarcocystis de uma es-
pécie ainda ndo identificada. Estudos revelam que alguns ani-
mais com MEP apresentam evidéncias sorologicas de infecgao
com Sarcocystis cruzi (Mayhew et al. 1978) embora a reprodu-
¢do experimental da doenga, usando oocistos de S. cruzi, ndo
tenha sido conseguida (Mayhew et al. 1981). Por outro lado, ji
foi aventada a possibilidade que Klossiela equi seja o agente
etioldgico da MEP (Brown & Patton 1977), mas as evidéncias
que suportam essa teoria sdo fracas. Algumas evidéncias epi-
demiologicas permitem suspeitar que pdssaros possam estar
envolvidos como hospedeiros definitivos desses parasitas
(Mayhew 1985, comunicagdo pessoal).

Uma terapia especifica para cavalos com MEP nao foi ainda
definida, embora a doenga parega ser trativel. Admite-se que
sendo o agente etiologico um coccidio, seria sensivel a drogas
usadas contra 7. gondii, Nessa linha, alguns autores tém tenta-
do, com sucesso relativo, o tratamento da MEP com drogras
inibidoras do 4cido félico como sulfas, pirimetramina e combi-
nagdes sulfa-trimetropina (Mayhew et al. 1976, Scarratt 1983).
Como tratamento com corticosterdides definitivamente agrava
o quadro clinico da MEP (Dubey et al. 1974, Dorr et al. 1984,
deLahunta 1977), essa terapia, comum em nosso meio em
doencas neurologicas de eqiiinos, deve ser prescrita com extre-
mo cuidado.
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ment of Medical Sciences, University of Florida, Gainesville, EUA, pela
sua colaboragdo no estudo das preparagdes histoldgicas.
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INTOXICAGAO EXPERIMENTAL POR Mascagnia pubiflora (Malpighiaceae)

EM COELHOS!

JURGEN DO BEREINER?, ALDO GAvA3, Luiz BENONT CONSORTE? ¢ CARLOS HUBINGER TOKARNIA*

ABSTRACT.- Dobereiner, J., Gava A., Consorte L.B. & Tokarnia C.H. 1986. [Experimental
poisoning by Mascagnia pubiflora (Malpighiaceae) in rabbits.] Intoxicagdo experimental por
Mascagnia pubiflora (Malpighiaceae) em coelhos. Pesquisa Veterindria Brasileira 6(2): 51-57.
Embrapa-UAPNPSA, Km 47, Seropédica, RJ 23851, Brazil.

The dried and powdered leaves or fruit of Mascagnia pubiflora Griseb., a plant toxic for
cattle, were administered by stomach tube to 14 and 9 rabbits, respectively. The plant, stored
in the shade at room temperature for two to nine months after collection in the State of Mato
Grosso do Sul, was shown to be toxic for this species also. The fruit proved to be approxima-
tely six times more toxic than the leaves. Six grams of the dried leaves per kilogram of body
weight killed four of five rabbits, 4 g/kg killed three of eight, while 2 g/kg did not kill the one
rabbit receiving that dose. Regarding the fruit, doses of 1 g/kg or above killed the five rabbits
in each group, but 0.5 g/kg did not kill the four rabbits of that group. The first symptoms of
poisoning with leaves were noted between 6h 02min. and 45h 39min., and with fruit between
2h 18min. and 20 hours after administration. The course of the poisoning lasted two to three
minutes in the case of the leaves, and one to two minutes in the case of the fruit. The main
symptoms, identical for rabbits receiving leaves or fruit, were those of “‘sudden death”: the
rabbits made sudden violent, uncontrolled movements and fell on their side; respiration became
difficult and the animals died. In both groups of rabbits post-mortem examination showed
congestion of the liver, and secondly, congestion of the lungs, while histology revealed degene-
rative and vascular alterations in the liver, kidneys and heart. These experiments show that the
rabbit can be used as a small experimental animal in the continuation of the studies on the
toxic properties of M. pubiflora, and in the identification work of the toxic principles. It is
probable that the leaves and fruit contain the same toxic elements.

INDEX TERMS: Poisonous plants, experimental plant poisoning, Mascagnia pubiflora, Malpighiaceae, rabbits,

pathology.

SINOPSE.- As folhas e os frutos dessecados de Mascagnia pu-
biflora (Juss.) Griseb., planta toxica a bovinos, foram adminis-
trados por sonda gdstrica a 14 e 9 coelhos, respectivamente. A
planta, colhida em setembro de 1984 no Estado de Mato Gros-
so do Sul e guardada na sombra a temperatura ambiente duran-
te 2 a 9 meses, demonstrou possuir toxidez também para essa
espécie animal. Em relag@o 4 dose letal das folhas, 6 g/kg ma-
taram 4 de 5 coelhos, 4 g/kg mataram 3 de 8 coelhos, 2 g/kg
ndo mataram o Gnico coelho que recebeu a planta nessa dosa-
gem; em relagdo aos frutos, doses a partir de 1 g/kg mataram
todos os 5 coelhos, enquanto que 0,5 g/kg ndo matou nenhum
dos 4 coelhos. Dessa maneira, os frutos foram cerca de 6 vezes
mais toxicos que as folhas. Os coelhos mostraram os primeiros
sintomas de intoxicagdo, no caso das folhas, entre 6h 02min. e

1 Aceito para publicagdo em 26 de margo de 1986.

2 Unidade de Apoio ao Programa Nacional de Pesquisa em Safide
Animal (UAPNPSA), Embrapa, Km 47, Seropédica, Rio de Janeiro
23851. .

3 Curso de Pés-Graduagdo a nivel de Mestrado em Patologia Ani-
mal, UFRRJ.

4 Departamento de Nutrigdo Animal, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (UFRRJ), Km 47, Seropédica, RJ 23851;bolsista do
CNPq (1111.5010/76).

45h 39min., e no caso dos frutos, entre 2h 18min. e 20 horas,
ap6s a sua administragZo. A evolug¢do do quadro clinico, no
caso das folhas, foi de 2 a 3 minutos, e no caso dos frutos, de
1 a 3 minutos. O quadro clinico foi o mesmo, tanto nos coe-
Ihos que receberam as folhas, como nos que receberam os fru-
tos. Esse quadro foi o da “‘morte subita”, isto é, os coelhos, de
repente faziam movimentos desordenados violentos, caiam de
lado, tinham a respirag@o dificil e logo morriam. Também os
achados de necropsia e as alteragGes histopatoldgicas eram os
mesmos para os animais intoxicados pelas folhas e pelos frutos.
0 achado de necropsia mais comum foi congestdo hepética, em
segundo lugar foi congestdo pulmonar. Nos exames histopato-
logicos os 6rgaos principalmente afetados foram figado, rim e
coragdo, sob forma de alteragdes degenerativas e vasculares.

Esses experimentos mostram que o coelho pode ser usado
como animal experimental de pequeno porte na continuagdo
dos estudos sobre a a¢@o toxica da planta, bem como nos tra-
balhos de isolamento e identificagdo de seus principios ativos.
E provivel que as folhas e os frutos encerrem os mesmos prin-
cipios toxicos.

TERMOS DE INDEXACAO: Plantas tdxicas, intoxicagdo experimental
por planta, Mascagnia pubiflora, Malpighiaceae, coelho, patologia.

Pesq. Vet. Bras. 6(2): 51-57. 1986
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N
Quadrol. Experimentos em coelhos com as folhas de Mascagnia pubiflora, colhidas em setembro de 1984 na Faz. Igyagu, mun. Aquidauana, Mato Grosso do Sul
Coelho Planta administrada Sintomas
N© Peso Data da Quantidade Dose  Infcio apés  Evolugio = Morte apds ManifestacGes ]
(mat. reg. g administragdo g g/kg comego da comego da Achados de necropsia
SAP) administragdo administragao
da planta da planta
757 3680 29.11.84 222 6 > 12h ? * 20h ? Figado com congestdo ++2
(23416) Epicirdio com algumas petéquias
Mucosa do estdmago com algumas
petéquias
762 4020 24.5.85 16,1 4 > 15h ? + 21h 9 Sem alteragdes
(23499)
801 3300 2.5.85 132 4 = - - Sem sintomas -
806 4000 18.1.85 8 2 — - — Sem sintomas —_
809 2720 1.2.85 109 4 - - - Sem sintomas —
822 2580 24.5.85 15,5 [3 10h24 min 2 min 10h26 min Perdeu controle da cabega, ficou em declibito  Figado com congestdo + 'E
(23498) lateral apresentando contragGes fortes por - %
todo corpo, assumindo decibito dorsal, deu 4 ;
gritos e morreu. Antes durante 1h52 min quie- =
to, apitico, sonolento. 5
823 2870 2.5.85 115 4 9h23 min 2 min 9h25 min De repente comegou a pular violenta e desor-  Sem alteragGes E
(23482) denadamente na gaiola, caiu delado, apresen- o
tou respiragdo espagada, deu um grito baixo B
e morreu. Antes durante 48 min sonolento
825 3440 6.6.85 20,7 - - - Sem sintomas
827 3350 6.6.85 134 6h02 min 3 min 6h05 min De repente comegou a pular violenta e desor- Figado com congestio + +
(23512) denadamente na gaiola, caiu em dec{ibito dor-  Pulmdo com congestdo +
. sal, apresentou respiragdo dificil, e morreu
828 3290 6.6.85 13,2 - - - Sem sintomas
834 2960 13.6.85 17,8 > 40h ? * 45h39 min ? Figado externamente e ao corte com
(23523) aspecto de noz-moscada
. Pulmdo com congestio + (+)
835 2560 13.6.85 154 6 > 15h ? + 20h ? ‘Figado com congestdo ++
(23520) Pulmio com congestdo + (+)
838 2720 20.6.85 10,9 - - - Sem sintomas -
839 2920 20.6.85 11,7 - - - Sem sintomas -

a+++ Lesdo acentuada, + + moderada, + leve, (+) meio grau.
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INTRODUCAO

Mascagnia pubiflora (Juss.) Griseb., um cipd que tem os
nomes populares de “corona” ou “cipo-prata”, pertencente 2
familia Malpighiaceae, é uma das plantas toxicas mais impor-
tantes da Regido Centro-Oeste (Estado de Mato Grosso do Sul,
sul do Estado de Goids), e dreas vizinhas da Regido Sudeste
(Tridngulo Mineiro e Estado de SZo Paulo) (Fernandes & Ma-
cruz 1964, Tokarnia & Débereiner 1973, Santos et al. 1976).
Os prejuizos econdmicos que causa pela morte de bovinos sdo
sentidos de maneira especial, pois a planta ocorre nos solos me-
lhores, nos que se prestam ao plantio de capim-colonifo, dreas
que, geralmente com investimentos elevados, foram desmata-
das; outra caracteristica que aumenta a sua nocividade € que
a planta ¢ de dificil erradicagdo em virtude do seu bem desen-
volvido sistema radicular.

A 1nica espécie animal em que se sabe ocorrer a intoxica¢do
por M. pubiflora sob condiges naturais € a bovina, na qual foi
feita a maioria dos experimentos no estudo da toxides da plan-
ta, em que ela foi administrada por via oral. Experimentalmen-
te a planta tem sido administrada também a coelhos e cobaios,
sob forma de extratos aquosos por via gdstrica (sonda) e intra-
peritoneal, ou como ragdo verde (Fernandes & Macruz 1964);
infelizmente ndo tém sido fornecidos os detalhes desses experi-
mentos.

O presente estudo foi realizado para verificar até que ponto
o coelho € sensivel 4 intoxicagdo por M. pubiflora, quando
administrada por via intragdstrica (sonda), sob forma desseca-
da. Esses conhecimentos sdo necessdrios para a continuagdo
dos estudos sobre a a¢do toxica da planta, como na identifica-
¢do de seus principios ativos.

MATERIAL E METODOS

As folhas e os frutos de Mascagnia pubiflora (Juss.) Griseb., cipd da fa-
milia Malpighiaceae, colhidos no municipio de Aquidauana, Mato Gros-
so do Sul, em setembro de 1984, foram, separadamente, dessecados, ini-
cialmente 4 sombra em temperatura ambiente, em seguida, em estufa a
40 — 450C durante 2 a 3 dias, triturados em moinho Wiley com matha
60 e finalmente conservados em vidros hermeticamente fechados com
tampa de plastico, 4 sombra e em temperatura ambiente.

As folhas, assim preparadas, foram administradas no periodo de 29.
11.84 a 20.6.85 a 14 coelhos, em doses Gnicas previamente determina-
das (2 a 6 g/kg da planta dessecada, sendo a relagdo planta verde: plan-
ta dessecada igual a 4:1) por meio de um funil de separagdo adaptado a
uma sonda gdstrica, conforme técnica descrita anteriormente (Doberei-
ner et al. 1976).

Os frutos, preparados da mesma maneira, foram administrados no
periodo de 29.11.84 a 27.6.85 a 9 coelhos, também em doses Gnicas
previamente determinadas (0,5 a 2 g/kg dos frutos dessecados) através
da mesma técnica.

Cada coelho era mantido em gaiola individual e, apds a administra-
¢do da planta, era observado continuamente durante as 12 horas seguin-
tes e, apds esse periodo, com intervalos. Nos casos de morte se fazia a
necropsia complementada por coleta de material para exames hitopato-
16gicos, Este material era fixado em formal a 10%, incluido em parafi-
na e corado pela hematoxilina-eosina (HE); fragmentos de figado e rim
de todos os coelhos, € em um adicionalmente do coragdo, apds corte de
congelagdo, foram tratados pelo Sudan IIL

RESULTADOS

Os principais dados sobre os experimentos com Mascagnia pu-
biflora realizados em coelhos constam dos Quadros 1 e 2.

Em relag@o aos experimentos com as folhas verifica-se que
dos 14 coelhos, que as receberam em doses que variaram de 2 a
6 g/kg, 7 morreram. Os restantes nem adoeceram. Dos 5 coe-
hos que receberam 6 g/kg, 4 morreram, dos 8 que receberam 4
g/kg, 3 morreram, e o Unico coelho que recebeu 2 g/kg, ndo
mostrou sintomas de intoxicagdo. O inicio dos sintomas ap6s o
comego da administragdo da planta s6 pode ser verificado em 3
dos 7 coelhos que morreram, em virtude de os 4 restantes so-
mente terem adoecido e morrido com mais de 12 horas apos o
comego da administragdo da planta, quando ndo mais eram
observados continuamente; nos primeiros 3 ocorreu entre 6h
02 min. e 10h 24min; nos outros 4 coelhos ocorreu entre mais de
12h e menos de 45h 39min., apoés o comego da administragdo
da planta. A evolugdo do quadro clinico nos 3 coelhos em que
os sintomas foram vistos, foi de 2 a 3 minutos. Os sintomas
principais da intoxica¢do pelas folhas de M. pubiflora observa-
dos foram os de “morte siibita”. Um coetho (nQ 822) de re-
pente perdeu o controle dos movimentos da cabega, ficou logo
em decibito lateral apresentando fortes contragdes em todo
corpo, deu gritos e morreu. Os outros 2 (Coelhos 823 e 827) de
repente comegaram a pular violenta e desordenadamente den-
tro da gaiola, cairam logo em seguida em decibito lateral,
apresentaram respiragdo dificil e morreram. Um desses coelhos
(n© 822) durante 1h 52min., outro (n9 823) durante os 48 mi-
nutos anteriores a esses sintomas de “morte sibita” mostra-
ram-se sonolentos. Os achados de necropsia mais importantes
nos 7 coelhos foram no figado, que era congesto em 4 casos
(Coelhos 757, 822, 827 e 835); o figado do coelho que sobre-
viveu durante mais tempo (Coelho 834) tinha externamente e
ao corte aspecto de noz-moscada; havia congestdo pulmonar
em 3 coelhos (n9s 827, 834 e 835). Os exames histopatologi-
cos (Quadro 3) revelaram nos 7 coelhos, em ordem de freqiién-
cia, como os orgdos mais afetados o figado, os rins e o coragdo.
No figado havia necrose de hepatdcitos na zona intermedidria
do 16bulo manifestada pelo seu citoplasma mais eosinéfilo e os
seus nuicleos com a cromatina condensada (Fig. 1) em 3 coelhos,
vacuolizagdo do citoplasma de hepatocitos com localizagdo
variada, nos 7 coelhos (pelo Sudan III, em 2 desses totalmen-
te positivo, em um terceiro parcialmente positivo, € nos outros
inteiramente negativo), congestdo em 5 coelhos, dissociagdo
dos corddes hepdticos em 6 coelhos, atrofia por compressdo
dos cordoes hepdticos em 3 e edema dos espagos de Disse em
2 coelhos. No rim foi verificada degenerag¢@o hidropico-vacuo-
lar das células epiteliais dos tiabulos contornados distais (Fig.
4) em 2 coelhos, em um deles apenas discretamente, e estea-
tose de células epiteliais de tabulos uriniferos, sobretudo da
medular, nos 7 coelhos. No coragdo foi observado afastamento
entre as fibras cardiacas em 2, aumento da eosinofilia de gru-

_pos de fibras em 2 e infiltrados linfocitdrios em 2. Em um des-

ses (Coelho 834), o que sobreviveu durante mais tempo, havia
ainda vacuolizagdo moderada das fibras cardiacas, com reagdo
positiva ao Sudan III em grande parte, ¢ proliferagdo de fibro-
blastos. '

Pesq. Vet. Bras. 6(2): 51-57. 1986
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Quadro 2. Experimentos em coelhos com os frutos dessecados de Mascagnia pubiflora, colhidos em setembro de 1984 na Faz. Iguagu, mun. Aquidauana, Mato Grosso do Sul

Planta administrada

Coelho Sintomas
NO Peso Data da Quantidade Dose  Infcio apés Evolugio  Morte apds ManifestagGes
(mat. reg. g administragdo g g/kg comego da comego da Achados de necropsia
SAP) administragdo administra¢do
da planta da planta
759 4200 29.11.84 8,4 2 2h18 min 1 min 2h19 min Comeg¢ou a gritar, caiu de lado, esticou as per- Figado com congestio + +2
(23414) nas e morreu
808 2660 01.02.85 1,33 0,5 - - - Sem sintomas
810 3200 19.04.85 3,2 1 3h22 min 2 min 3h24 min Comegou a pular desordenadamente, caiu  Figado com congestio +
(23478) de lado, fortes movimentos de pedalagem, Pulmdo com congestdo + +
dispnéia, gritos baixos, respira¢do espagada,
morte
826 3040 06.06.85 1,52 05 — - - Sem sintomas —
831 2580 13.06.85 3,6 145 10h09 min 2 min 10h11 min Comegou a pular desordenadamente ma gaiola, Figado com congestio + ++
(23517) caiu em declibito lateral, com respiragio ofe- Pulmido com congestio +
gante, espagada, morreu
832 2740 13.06.85 5,6 2 15h ? + 20h ? Figado com congestio ++
(23519) Pulmdo com congestio +
833 2680 20.06.85 2,7 1 9h28 min 3 min 9h31 min De repente comegou a pular violenta e desor- Figado externamente € ao corte com
(23526) denadamente, caiu em declbito lateral. Respi- lobulagdo bem perceptivel
ragio ofegante, depois espagada. Deu um gri- Bago aumentado e ao corte com pon-
to e morreu tilhado claro fino
840 2990 20.06.85 15 0,5 - - - Adoeceu moderadamente: durante o dia se- -
guinte 4 administragdo muito quieto e arre-
piado, mas comeu bem
847 2640 27.06.85 1,32 0,5 - - - Adoeceu moderadamente; durante o dia se- -

2+ ++ Lesio acentuada, + + moderada, + leve, (+) meio grau.

guinte 4 administragio ndo comeu quase nada
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Fig.1. Necrose na zona intermedidria e congestdo centrolobular hepiti-
ca na intoxicagdo experimental pelas folhas de Mascagnia pubi-
flora (Coelho 757, SAP 23416). HE, obj. 6,3.

Fig.3. Vacuolizacdo do citoplasma de hepatdcitos na zona intermedidria
do lébulo hepadtico, na intoxicagdo experimental pelos frutos de M.
pubiflora (Coelho 759, SAP 23414). HE, obj. 25.

Em rela¢@o aos experimentos com os frutos, verifica-se que
dos 9 coelhos, que os receberam em doses que variaram de 0,5
a 2 g/kg, 5 morreram. Morreram todos os 5 coelhos que rece-
beram os frutos nas doses de 1, 1,45 e 2 g/kg, enquanto que
dos 4 que os receberam na dose de 0,5 g/kg, nenhum morreu. O
inicio dos sintomas ap6s o comeg¢o da administragdo da planta
pode ser verificado em 4 dos 5 coelhos que morreram. Nesses
ocorreu entre 2h 18min. e 10h 09min., no quinto coelho ocor-
reu entre mais de 15 e menos de 20 horas apds o comego da
administragdo da planta. A evolugdo do quadro clinico nos 4
coelhos em que os sintomas foram vistos, foi de 1 a 3 minutos.
Os sintomas principais da intoxicac¢do pelos frutos de M. pubi-
flora foram também os de “morte sibita”. Dos 4 coelhos, 3 de
repente comegaram a pular violenta e desordenadamente na
gaiola, cairam logo em seguida em decubito lateral, tinham a
respira¢do ofegante, 2 deles deram gritos, e morreram. O quar-
to coelho simplesmente de repente caiu de lado, gritando, esti-
cou os membros e morréu. Os achados de necropsia mais fre-

Fig.2. Necrose de hepatécitos na zona intermedidria do lobulo hepati-
co, na intoxicacdo experimental pelos frutos de M. pubiflora
(Coelho 832, SAP 23519). HE, obj. 16.

Fig.4. Degeneracdo hidropico-vacuolar das células epiteliais dos tibulos
contornados distais no rim, na intoxicagdo experimental pelas fo-
lhas de M. pubiflora (Coelho 757, SAP 23416). HE, obj. 16.

qiientes nos 5 coelhos foram no figado, que em 4 era congesto,
no quinto a sua lobulag@o era bem perceptivel; em 3 havia ain-
da congestdo pulmonar. Os exames histopatolégicos (Quadro 3)
nos 5 coelhos revelaram como 6rgdo mais afetado o figado, se-
guido pelos rins e coragdo. No figado havia necrose de hepato-
citos na zona intermedidria do 16bulo manifestado pelo seu
citoplasma mais eosinéfilo e os seus nicleos com a cromatina
condensada (Fig. 2) em 1 coelho, vacuolizagao do citoplasma
dos hepatocitos (Fig. 3), com localizagdo variada, em 3 coelhos
(pelo Sudan III em todos eles inteiramente negativo), tumefa-
¢do dos hepatocitos, na zona intermedidria e no centro do16-
bulo em 1 coelho, congestdo em 1, dissociagdo dos hepatécitos
em 2 e edema dos espagos de Disse em 1 coelho. No rim foi
verificada degeneragdo hidropico-vascuolar das células epite-
liais dos tibulos contornados distais em 1 coelho. No coragdo
foi observada eosinofilia de grupos de fibras cardiacas em um
coetho. :

Pesq. Vet. Bras. 6(2): 51-57. 1986
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Quadro 3. Achados histopatologicos na intoxicacio experimental por Mascagnia pubiflora em coelhos

Coelho Figado Rim Coragdo
NO N Vacuolizagdo do Hepatdcit Congestio  Di cac Atrofia Edema dos Deg ca Esteatose das células Afastamento Aumentoda Infiltrados
(mat. reg.  (citopl itopl: dos tumefei dos cordGes pressiva pacos de  hidrdpico-vacuolar epiteliais dos tibulos entre fibras  eosinofilfa inflamatérios
SAP) mais hepatécitos com hepéticos  dos corddes Disse das células urinfferos da de fibras  linfocitérios
eosinéfilo e citoplasma hepiticos piteliais dos - —
niicleos com granular thbulos Cortical Jun?ao Medular
cromatina (Sudan IIT contornados cortico-
condensada neg.) distais medular
(Sudan I1I neg.)
Intoxicdo experimental pelas folhas
757 I ++C P+ - 1 + ++ ++ (4 - +4+ (4) ++ ++ + - - -
(23416) C ++(#)
762 - P ++ - I ++ - - - - + ++ ++ + -
(23499) I ++
C +
822 I + P - - - ++ - - ) - ) + - -
(23498) I ++
C ++
823 - P - - + ++ + + - - - + — - -
(23482) I +H
C +
827 - P + - - + - - - - -+ - - -
(23512) I +(9)
C -
834 C ++(+) P - - 1+ + - - - - - ++ +4+ d + +e
(23523) I ++ C +
C
835 - P +(+) - I ++(+) + ++ + - - - ) - + -
(23520) I - C +
C +(#)
Intoxica¢do experimental pelos frutos
759 P - - - - - - - - - - - -
(23414) 1 ++
C ++
810 - - I ++ - - - - - - - - - - -
(23478) - C ++
831 - - - - + - - - - + +) — - .
(23517)
832 I ++ P - - 1 ++ + - + - - - - - - _
(23519) I +
C +
833 - P +(+) - - - - - + = - - - + -
(23526) I +@#)
C +(¥)

2 Sudan III totalmente positivo: Coelhos 757, 762; Sudan III positivo para a vacuolizagio periferilobular e negativo para a vacuolizagio na zona intermedidria do 16bulo: Coelho 827; Sudan II1
inteiramente negativo: Coelhos 822, 823, 834 835,759,810, 831, 832, 833.
P = periferiolobular, I = zona intermedidria do 16bulo, C = centrolobular.

€+ + + Lesdo acentuada, + + moderada, + leve, (+) meio grau.

d A dici

de fibras cardiacas em grau moderado, em grande parte com reagdo positiva pelo Sudan III
€ Adicionalmente proliferacio de fibroblastos.
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

Em nossos experimentos tanto as folhas como os frutos desse-
cados de Mascagnia pubiflora, colhidos em setembro de 1984,
conservados na sombra 4 temperatura ambiente, ¢ administra-
dos entre aproximadamente 2 e 9 meses apds, demonstrou pos-
suir toxidez para o coelho. O quadro clinico, 0 mesmo tanto
nos coelhos que receberam as folhas como nos que receberam
os frutos, foi o de “morte stbita”, observado.também nas in-
toxicag¢des experimentais em coelhos com Palicoureamarcgravii
(Peixoto et al. 1986), Palicourea juruana (Tokarnia & D&be-
reiner 1982), Palicourea grandiflora (DGbereiner & Tokarnia
1982), da familia Rubiaceae, Pseudocalymma elegans (Tavares
et al. 1974), Arrabidaea bilabiata (DGbereiner et al. 1984),
Arrabidaea japurensis (Dobereiner & Tokarnia 1983), da fa-
milia Bignoniaceae, ¢ Mascagnia aff. rigida (Tokarnia et al.
1985). Também os achados de necropsia e as alterages histo-
patoldgicas foram os mesmos para as folhas e os frutos. A ne-
cropsia, o achado mais comum foi congestdo hepdtica, em se-
gundo lugar congestdo pulmonar. As alteragdes histopatologi-
cas principais eram do figado, rim e coragdo, sob forma de al-
terages degenerativas e vasculares. Verificou-se que os frutos
de M. pubiflora foram aproximadamente 6 vezes mais toxicos

que suas folhas; enquanto que doses a partir de 1 g/kg dos fru- -

tos mataram todos os coelhos, 6 g/kg das folhas mataram 4 dos
5 coelhos.

Os frutos provocaram mais rapidamente que as folhas o apa-
recimento dos primeiros sintomas ap6s o comego de sua admi-
nistra¢@o; no caso dos frutos, em 4 dos 5 coelhos, no caso das
folhas, s6 em 3 dos 7 coelhos, dos que morreram, ocorreu an-
tes de 12 horas apds o comego da administragdo da planta. Mas
essa diferenca pode ter a sua explica¢do no fato de que no caso
dos frutos a dose integral era administrada sempre de uma s6
vez (com nossa metodologia conseguimos administrar de cada
vez 2 g/kg da planta dessecada ao coelho), enquanto que com
as folhas a dose era administrada em 2 vezes (quando era de 4
g/kg) e até 3 vezes (quando era de 6 g/kg), com intervalos de
aproximadamente 3 a 4 horas.

Os nossos experimentos mostram que o coelho pode ser
usado como animal experimental de pequeno porte na conti-

nuacdo dos estudos sobre a agdo toxica da planta, bem como
nos trabalhos de isolamento e identifica¢do de seus principios
ativos.

Agradecimentos.- Ao Dr. Ludwig Busam, Instituto de Quimica da Escola
de Medicina Veterindria de Hannover, RFA, e ao Dr. Ivan Valaddo Ro-
sa, Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa de Gado e de Corte, Campo

" Grande, MS, pela cessdo do material vegetal ‘coletado em Mato Grosso

do Sul.

REFERENCIAS

Dobereiner J., Peixoto P.V. & Tokarnia C.H. 1984. Intoxicag¢do expe- -
rimental por Arrabidaea bilabiata (Bignoniaceae). em coelhos. Pesq.
Vet. Bras. 4(3): 89-96.

Dobereiner J., Rezende A.M.L. & Tokarnia C.H. 1976. Intoxicagdo ex-
perimental por Baccharis coridifolia em coelhos. Pesq. Agropec.
Bras., Sér. Vet. 11:27-35.

Dobereiner J. & Tokarnia C.H. 1982. Intoxicagio experimental por
Pqlicourea grandiflore (Rubiaceae) em coelhos. Pesq. Vet. Bras.
2(3):121-124.

Dobereiner J. & Tokarnia C.H. 1983. Intoxicag¢do.experimental por
Arrabidaea japurensis (Bignoniaceae) em coelhos. Pesq. Vet. Bras.
3(3):9597.

Fernandes N.S. & Macruz R. 1964. Toxicidade da “‘corona”, Mascagnia
pubiflora (Juss.) Griseb. (Malpighiaceae). Args Inst. Biologico, Sdo
Paulo, 31(1): 14.

Peixoto P.V., Tokarnia C.H. & Dobereiner J. 1986. Intoxicagdo expe-
rimental por Pealicourea marcgravii em coelhos. (Trabalho em pre-
paragdo)

Santos F.C.C., Fischer P. & Jardim E.C. 1976. Intoxica¢do experimen-
tal em bovinos por “‘timb” Mascagnia pubiflora. Anais da Escola
de Agronomia e Veterinaria da Universidade Federal de Goias 6(1):
97-103.

Tavares M.I., Rezende A.M.L. & Dobereiner J. 1974. Intoxicagdo expe-
rimental por Pseudocalymma elegans em coelhos e-cobaios. Pesq.
Agropec. Bras., Sér. Vet.,9:91-94.

Tokarnia C.H. & Débereiner J. 1973. Intoxicagdo .por Mascagnia pubi-
flora em bovinos no Estado de Mato Grosso. Pesq. Agropec. Bras.,
Sér. Vet., 8:61-68.

Tokarnia C.H. & Dbbereiner J. 1982. Intoxicagdo experimental por
Palicourea juruana (Rubiaceae) em bovinos e coelhos. Pesq. Vet.
Bras. 2(1): 17-26.

Tokarnia C.H., Peixoto P.V. &Dtbereiner J. 1985. Intoxicagdo experi-
mental por Mascagnia aff. rigida (Malpighiaceae) em coelhos. Pesq.
Vet. Bras. 5(4): 121-128.

Pesq. Vet. Bras. 6(2): 51-57. 1986



ATIVIDADES ENZIMATICAS E ENDOTOXICAS DE BACTERIAS ISOLADAS
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ABSTRACT.- Dutra LS., Kanoe M. & Blobel H. 1986. [Enzymatic and endotoxic activities of
bacteria isolated from periodontal lesions of calves with *‘Cara inchada”.] Atividades enzimati-
cas e endotoxicas de bactérias isoladas de lesdes peridentdrias da ‘“‘cara inchada™ dos bovinos.
Pesquisa Veterindria Brasileira 6 (2): 59-63. Institut fiir Bakteriologie und Immunologie, Justus
Liebig-Universiat, Frankfurter Str. 107, D-6300 Giessen, W.-Germany.

Bacteria isolated from periodontal lesions of calves with “cara inchada” were examined for
enzymatic and endotoxic activities. Black-pigmented cultures of Bacteroides produced
deoxiribonuclease, collagenease, chondroitin sulfatase, fibrinolysin, gelatinase, hyaluronidase,
lipase and protease. Trypsin-like proteolytic activities were demonstrated in cultures of
black-pigmented asaccharolytic Bacteroides that were also high producer of collagenase.
Actinomyces israelii, A. pyogenes and Fusobacterium nucleatum showed weak production
of hydrolytic enzymes. Biological activities of lipopolysaccharides extracted from Bacteroides
melaninogenicus, Bacteroides spp. and F. nucleatum were examined by the ability to produce a
Shwarzman-reaction in rabbits. Endotoxic lipopolysaccharides from F. nucleatum had higher
biological activities than those from Bacteroides. These findings suggest a possible role of the
bacterial enzymes and endotoxins in the development of periodontal lesions in young cattle.

SINOPSE.- Estudos foram realizados para determinar as ativi-
dades enzimdticas e endotoxicas de bactérias isoladas de lesdes
peridentdrias de bezerros com ‘“‘cara inchada”. Amostras “pig-
mentadas™ de Bacteroides hidrolisaram o maior nimero de
substratos, produzindo desoxiribonuclease, colagenase, sulfato
de condroitinase, fibrinolisina, gelatinase, hialuronidase, lipase
e protease. Atividade proteolitica semelhante 4 da tripsina foi
observada nas amostras assacaroliticas de Bacteroides, que fo-
ram também mais ativas na produgdo de colagenase. Actino-
myces israelii, Actinomyces pyogenes e Fusobacterium nu-
cleatum foram pouco ativos na produgdo de enzimas hidroliti-
cas. Atividade biologica de lipopolissacarideos extraidos de
Bacteroides spp., B. melaninogenicus e F. nucleatum foi testa-
da pela capacidade de produgdo da reagdo dérmica de Shwarz-
man em coelhos. Endotoxina de F. nucleatum foi mais ativa,
quando comparada com a de Bacteroides. Os resultados suge-
rem uma possivel participagdo de enzimas e endotoxinas bacte-
rianas no desenvolvimento das lesGes peridentdrias da ““cara
inchada” dos bovinos.
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INTRODUCAO

“Cara inchada” (CI) é uma doenga peridentdria que acomete
bezerros mantidos em determinadas dreas de pastagens recém-
formadas, nas regioes Centro-Oeste e Norte do Brasil. A doenga
caracteriza-se por uma lesdo peridentaria progressiva, uni- ou
bilateral, tendendo para uma periostite cronica ossificante,
com afrouxamento e perda dos dentes premolares e molares, e
abaulamento 6sseo maxilar (Dobereiner et al. 1974). Em casos
avangados os animais apresentam um mau estado nutricional,
causado pela incapacidade em se alimentar, e podem morrer
por inani¢do. A doenga pode incidir mais que 60% dos animais
em fase de denti¢cdo, nos primeiros anos apds a abertura
de pastos novos em éareas de derrubada, ou pastagens cultivadas
do cerrado, com tendéncia a diminuir no decorrer do tempo.

A etiologia da CI é desconhecida. Fatores alimentares e nu-
tricionais tem sido citados como possiveis causas determinan-
tes no seu aparecimento (Ddbereiner et al. 1975, Dobereiner et
al. 1976, Rosa et al. 1976). As lesdes da CI ndo ocorrem, no
entanto, sem a presenga de determinadas bactérias anaerobias
Gram-negativas. Recentemente Blobel et al. (1984), realizando
estudos bacteriologicos das lesdes peridentdrias em 23 bezer-
108, isolaram Bacteroides melaninogenicus, Bacteroides bivius,
Fusobacterium nucleatum, Actinomyces (Corynebacterium)
pyogenes e Actinomyces israelii. Embora repetidas inocula¢des
intra-gengivais de 4. pyogenes e B. melaninogenicus em bezer-
ros ndo provocaram lesdes semelhantes 8 da doenga, ndo pode
ser descartado uma possivel participagdo de bactérias no seu
desenvolvimento.

O aciimulo e produg@o de enzimas, toxinas e outros produ-
tos metabolicos por bactérias anaerobias Gram-negativas no
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sulco gengival sgo considerados fatores primdrios importantes
na etiologia de doenga peridentdria no homem (Loe et al. 1965,
Ellinson 1970, Slots 1982) e nos animais (Lindhe et al. 1973,
Slots & Hausmann 1979). Estas bactérias ndo invadem, de uma
maneira geral, o tecido peridentirio, mas elaboram uma série
de produtos que podem participar direta-ou indiretamente
na destruicdo de tecidos (McDonald et al. 1960, Socransky
1970, Page & Schroeder 1976, Slots & Genco 1984).

O prop6sito deste trabalho foi o de verificar a produgédo *
vitro” de enzimas hidroliticas pelas principais espécies de bac-
térias isoladas de leses peridentdrias da CI, assim como a ativi-
dade bioldgica de endotoxinas extraidas das bactérias anaero6-
bias Gram-negativas.

MATERIAL E METODOS

Bactérias

As amostras de bactérias foram isoladas de lesGes peridentarias de
acordo com a metodologia descrita por Blobel et al. (1984). Bidpsias
das lesSes de 5 bezerros, com CI, mantidas em N7 liquido, foram pla-
queadas diretamente em meio de cultura CDC enriquecido com hemina
(5 mg/m), vitamina K (0,5 mg/ml) e 5% de sangue desfibrinado de
carneiro. Os cultivos foram examinados apds 5-7 dias de incubagdo a
379C, quando mantidos em anaerobiose (Gas Pak, Becton Dickinson,
Cockeysville, Maryland, USA), e de 2-3 dias quando em microaerobiose.
As colonias isoladas dos cultivos primérios foram mantidas como cultu-
ras puras através de repetidos subcultivos semanais. A identificagdo foi
feita considerando-se as caracteristicas apresentadas pela coloragdo de
Gram, morfologia, crescimento em aerobiose e anaerobiose e reag3es
bloqufmlcas (API 20 A, API- System S.A., Montalien, Vercieu, Fran-
¢a), de acordo com os critérios descritos por Holdeman et al. (1977).
As amostras de Actinomyces foram identificadas segundo Buchanan &
Gibbons (1974) e Hartwigk (1980).

Testes enzimdticos )

As atividades enzimdticas determinadas no presente estudo foram
qualitativas. O teste para verificar a produgio de desoxiribonuclease
(DNase) foi realizado segundo Porschen & Sonntag (1974). Bactérias
foram plaqueadas em DNase-agar5 e, apds o periodo de incubagdo, cer-
ca de 3 ml de uma solugdo 1 N de HC1 foram pipetados uniformemente
na superficie do meio de cultura. Produgio de DNase resulta numa hi-
drélise do DNA em frages nucleotideas, que ndo sdo precipitadas pelo
HC1, formando-se assim uma zona clara em torno das coldnias.

Os testes para produgdo de sulfato de condroitinase e hialuronidase
foram realizados pelo crescimento das bactérias em BHI-agar6, conten-
do um ou outro substrato (Smith & Willet 1968). Acido hialurdnico? e
sulfato de condroitina’ foram incorporados ao agar numa concentragdo
de 400 mg/ml. A precipitagdo dos mucopolissacarideos intactos foi feita
com uma solugdo.2 N de 4cido acético.

O método utilizado na detecgdo de fibrinolisina foi o descrito por
Hentschel & Blobel (1968). Fibrinogénio8 foi acrescentado numa con-
centragdo de 3 mg/ml em Tryptic soy-agar?. Atividade fibrinolitica foi
caracterizada pela formagdo de um halo claro em torno das coldnias,
apds a incubagio.

Gelatinase e lipase foram determinadas, respectivamente, pela lique-
fagdo da gelatina e pela desintegragio de tributirina contida em Trybu-
tirin-agar (Holdeman et al. 1977). Protease foi determinada em Heart
Infusion-agar? contendo 1% de caseinato de sddio (Wilkstrom et al.
1981). Para determinagdo da atividade proteolitica semelhante 3 da
tripsina foi utilizadoBANA7 (N-Benzoyl-DL-Arginine-2-Naphtylamide)
como substrato (Laughon et al. 1982). De acordo com a metodologia
descrita, este teste foi realizado em aerobiose e com periodo de incuba-
¢do de 18 horas.

Quando bactérias anaerdbias foram testadas para as atividades enzi-
maticas acima descritas, as placas foram mantidas em anaerobiose por 5
dias a-370C. As amostras de A. pyogenes foram incubadas 72 horas em
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microaerobiose (379C). Todas as amostras foram testadas em duplica-
tas; e Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Enterococcus spp. ¢
Clostridium spp., pertencentes a colegdo do Instituto de Bacteriologia e
Imunologia, Giessen, serviram como controles.

Atividade colagenolitica foi determinada preliminarmente, em todas
as amostras isoladas, pela inoculagdo das bactérias em 10 mlde Trypti-
case-yeast extract (TYE) contendo 10.mg de- colégeno (tipo I) insold-
vel (Mayrand & Grenier 1985). Apds 14 dias de incubagdo em anaero-
biose, o conteiido de hidroxiprolina no sobrenadante foi determinado
segundo Mitoma et al. (1959). As amostras positivas foram recultivadas .
em TYE e submetidas 4 um processo de extragdo do componente bacte-
riano responsavel pela atividade enzimdtica, de acordo com a metodologia
descrita por Hausmann & Kaufman (1969). Placas contendo colégeno7
(tipo III) como substrato foram preparadas segundo Wellish et al.
(1984); e a especificidade do teste foi confirmada com tripsina’ (50
meg/ml). Colagenase de Clostridium histolyticum? (100 mcg/ml) foi
utilizada como controle positivo. Liquefagio do colageno apds 3 horas
de incubagdo a 379C foi considerada como reagio inespecifica.

Endotoxinas

Lipopolissacarfdeos (LPS) foram extrafdos de Bacteroides spp., B.
melaninogenicus e F. nucleatum segundo o método de extragio por
fenol e dgua (Westphal et al. 1952) modificado por Sazaki (1979). Fo-
ram utilizadas duas amostras de cada espécie de bactéria, escolhidas ac
acaso. Para o teste bioldgico, 5 mg de LPS foi dissolvido em 2,5 ml de
uma solugdo salina isotonica (0,85% NaCl) e sonificado por 2 minutos
a 00C para homogeinizagdo. Dilui¢Ges das suspenses de LPS (1 mcg —
1000 mcg em 0,5 ml de salina) foram inoculados via intra-dérmica na
linha mediana do abdomen de coelhos brancos com pesos variando en-
tre 1,5 e 2,0 kg. Apés 24 horas das injegdes preparatorias, os LPS ho-
mologos (100 mcg/kg) foram inoculados via intravenosa, para provoca-
¢d0 da reagdo dérmica de Shwarzman. Os controles foram feitos com
inoculagdo intra-dérmica de solugdo salina. As leituras foram realiza-
das 4, 7 e 24 horas ap0s as inje¢Ges provocativas.

RESULTADOS

Foram isoladas das lesdes peridentdrias de S5 bezerros com CI
um total de 58 amostras de bactérias pertencentes aos géneros
Actinomyces, Bacteroides e Fusobacterium. Todas as 31 cul-
turas de Bacteroides isoladas formaram coldnias pigmentadas
de preto ap6s 5-7 dias de incubagd@o em anaerobiose e foram
classificadas, na sua maioria (18), como Bacteroides melanino-
genicus. As 13 amostras pertencentes ao grupo melaninogeni-
co, mas que nfo fermentaram nenhum dos agucares testados
nas reagdes bioqufmicas, foram denominadas Bacteroides spp, .
Fusobacterium nucleatum (9 amostras), Actinomyces israelii
(8) e Actinomyces pyogenes (10) ocorreram em todas as lesoes
examinadas, mas em nimero menor que bactérias do géne-
10 Bacteroides.

Os resultados dos testes enziméticos estio resumidos no
Quadro 1. As atividades enzimdticas que ocorreram com maior
freqiiéncia nas amostras de bactérias testadas foram DNase e
protease. Com exce¢do do BANA (tripsina) todos os outros
substratos foram hidrolisados por no minimo duas das bacté-
rias presentes nas lesdes.

Fa. BBL Microbiology Systems, Cockeysville, USA.
Fa. Merck, Darmstadt, RFA.

Fa. Sigma, St. Louis, USA.

Fa. Deutsche Kabi, Miinchen, RFA.

Fa. Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA.
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Fig. 1. Reagdo dérmica de Shwarzman em coelho produzida por LPS de Fusobacterium nucleatum. . As inje¢des’
preparatérias foram de (a) 10, (b) 100 e (c) 200 mcg de endotoxina em volumes de 0,5 ml de salina. Areas
de necrose hemorrdgica desenvolveram 7 horas apos a injeg¢do provocativa de endotoxina (100 meg/kg).

Quadro 1. Atividades enzimdticas de bactérias isoladas das lesbes peridentdrias de bovinos com “‘cara inchada’

. Amostras Nuimero de amostras positivas
Bzt examinadas “DNass COL CON FIB GEL HIA LIP PRO TRI®@
Actinomyces israelii 8 2 0 0 0 0 S 4 0
Actinomyces pyogenes 10 10 1 0 0 0 0 6 0
Bacteroides melaninogenicus 18 15 16 12 14 18 3 18 0
Bacteroides spp. 13 13 13 10 8 13 0 13 13
Fusobacterium nucleatum 9 8 0 7 0 0 6 0 0

(a) Abreviaturas: DNase (Desoxiribonuclease), COL (Colagenase), CON (Sulfato de Condroitinase), FIB (Fi-
brinolisina), GEL (Gelatinase), HIA (Hialuronidase), LIP (Lipase), PRO (Protease), TRI (Tripsina).

Quadro 2. Reagdo de Shwarzman em coelhos, provocada por LPS
isolados das bactérias anaerébias Gram-negativas

Bactéia Endotoxina(? Tempo(b)
(mcg) (h)
Bacteroides spp. (A) 100 24
(B) 100 24
B. melaninogenicus (A) 200 24
(B) 400 24
F. nucleatum (A) 10 7
(B) 10 7

(a) Dose preparatéria minima, necessaria para provocar necrose hemor-
ragica.
(b) Aparecimento da reagio apos a aplicagdo da dose provocativa.

Enquanto colagenase, gelatinase, hialuronidase e tripsina fo-
ram produzidas somente pelas amostras de Bacteroides, lipase
foi mais frequentemente observada em A. israelli e F. nuclea-
tum. Bacteroides spp. e B. melaninogenicus hidrolisaram o
maior nimero de substratos. As amostras de Bacteroides spp.
foram as unicas que apresentaram atividade proteolitica seme-
lhante a da tripsina. A. israelii, A. pyogenes e F. nucleatum fo-
ram, de uma maneira geral, pouco ativos na hidrolise dos subs-
tratos testados.

A propriedade endotbxica das bactérias anaerobias Gram-
negativas foi determinada através da reagdo dérmica de
Shwarzman em coelhos. Todas as prepara¢Oes de LPS extraidos
das amostras de Bacteroides spp., B. melaninogenicus e F. nu-
cleatum possuiram atividade bioldgica caracteristica de endo-
toxina. VariagBes foram observadas, no entanto, quanto as do-
ses preparatorias minimas, necessdrias para provoca¢do de ne-
crose hemorrédgica, e tempo de aparecimento das lesdes (Qua-
dro 2). Endotoxina de F. nucleatum apresentou alta atividade
biol6gica quando comparada com as de Bacteroides. Doses pre-
paratérias de 10 mcg foram suficientes para provocar a reagdo
de Shwarzman (Fig. 1).

DISCUSSAO

No presente estudo foram demonstradas atividades enzimaticas
e endotoxicas de microorganismos isolados de lesdes periden-
tdrias de bezerros com CI. A predomindncia de bactérias per-
tencentes aos géneros Bacteroides, Fusobacterium e Actinomy-
ces nas lesdes da doenga (Blobel et al. 1984) e os resultados
obtidos neste trabalho, permitem considera¢®es sobre uma
possivel participagdo de microorganismos no desenvolvimento
das lesdes peridentdrias. Estes géneros de bactérias sdo impor-
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tantes constituintes da microflora associada com doenga peri-
dentéria no homem (Moore et al. 1982, Marsh & Martin 1984)
e nos animais (Slots & Hausmann 1979, Syed et al. 1980).

~ Espécies de Bacteroides que formam coldnias pigmentadas
de preto em presenga de hemina crescem massivamente nos cul-
tivos diretos das lesdes da CI. Enquanto a identificagdo das
amostras sacaroliticas (B. melaninogenicus) pode ser feita por
métodos convencionais, 0 mesmo ndo ocorreu com as amostras
assacaroliticas. A atividade enzimdtica pode ser, no entanto, de
interesse na sua identificagdo. Bactérias pertencentes a este
grupo (assacarolitico), oriundas da placa subgengival de ho-
mem e que possuem atividade enzimdtica semelhante  da trip-
sina, sdo atualmente classificadas como B. gingivalis (Laughon
et al. 1982). Embora todas as 13 amostras de Bacteroides spp.
isolados possuiram esta atividade proteolitica, a sua exata iden-
tificagdo permaneceu incerta devido 4 limitada informagdo
taxondmica. Estudos adicionais podem ser de interesse na de-
terminagdo das espécies “‘pigmentadas” de Bacteroides presen-
tes nas lesdes da CI; as diferengas entre as espécies n3o sdo ape-
nas metabdlicas, sorologicas e genéticas, mas sobretudo de pa-
togenicidade (Mayrand et al. 1980).

A produgdo de enzimas hidroliticas e outros produtos toxi-
cos por Bacteroides tem sido ‘considerada como um dos fatores
de viruléncia em doenga peridentaria (Slots & Genco 1984).
Utilizando-se de métodos qualitativos e substratos especificos,
as atividades enzimdticas das amostras isoladas foram determi-
nadas. Os géneros de bactérias isoladas das lesGes da
hidrolisaram pelo menos trés dos nove substratos testados.
Bacteroides spp. e B. melaninogenicus foram as amostras
mais ativas.

A presenga de atividade colagenolitica em amostras de Bac-
teroides pode ser de significado no aparecimento das lesdes
iniciais da CI. Coldgeno é o maior constituinte do perioddncio
e sua massiva destrui¢do € o principal achado no estégio inicial
de doenga peridentdria (Page & Schroeder 1976). Embora
Golub et al. (1976) demonstrassemque a colagenase presente
no fluido gengival de lesdes peridentdrias (no homem) é oriun-
da do proprio organismo, a possibilidade da participagdo de
colagenase bacteriana ndo pode ser descartada. Aproximada-
mente 80% das amostras de Bacteroides spp. (assacaroliticos)
testados e 16% de B. melaninogenicus apresentaram atividade
colagenolitica. Estes resultados estdo de acordo com os estu-
dos realizados por Mayrand & Grenier (1985), que também
observaram um maior nimer6 de atividade colagenolitica nas
amostras assacaroliticas de Bacteroides.

A atividade proteolitica semelhante  tripsina nas amostras
de Bacteroides spp. sugere que esta enzima possa participar in-
diretamente na destruicao de tecidos observada na doenga pe-
ridentdria de bezerros. Estudos tem demonstrado que tripsina
pode ativar colagenase latente do tecido gengival, pela destrui-
¢do dos inibidores desta enzima presentes normalmente no
soro (Birkendal-Hansen et al. 1975).

Outras enzimas histoliticas, especificas para diferentes cons-
tituintes de tecidos, também foram demonstradas. Protease,
DNase e fibrinolisina ocorrem principalmente no género Bac-
teroides, que foram pouco ativos somente na hidrolise da tri-
butirina (lipase). A maioria das amostras deste género hidroli-
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saram também os 4cidos mucopolissacarideos testados. Os
resultados destes testes enzimdticos estdo de acordo com tra-
balhos de outros autores (Rudek & Haque 1976, Steffen &
Hentges 1981, Dahlen et al. 1984).

De acordo com a metodologia descrita por Sazak1 (1979)
foi possivel a extragdo de endotoxinas de Fusobacterium e
Bacteroides. A demonstragdo da atividade biologica foi realiza-
da na pele de coelhos devido a facilidade na interpretagdo dos
resultados. Embora o tecido gengival seja mais susceptivel que
a pele, na provocagdo da necrose hemorrégica em coelhos, as
manifesta¢des gerais e histologicas seguintes a aplicagao de en-
dotoxinas sgo semelhantes em ambos os tecidos (Mergenhagen
et al. 1961. Os LPS extraidos das amostras de Fusobacterium
foram biologicamente muito mais ativos que os de Bacteroi-
des. A baixa atividade biologica da endotoxina de Bacteroides,
isolados da cavidade oral do homem, tem sido descrita por
Hofstad (1970) e é atribuida a auséncia de 2-queto-3-deoxioc-
tonato (Hofstad 1974).

Hausmann (1974) tem sugerido que endotoxmas de bacté-
rias anaerobias Gram-negativas possam ser responsiveis pela
intensa reabsorcdo ossea observada em algumas formas de
doenga peridentdria no homem e nos animais. LPS isolados de
B. melaninogenicus e F. nucleatum estimulam a reabsor¢do
o6ssea em culturas de tecidos (Hausmann et al. 1970, Sveen &
Skaug 1980). A exposi¢do de epitélio do sulco gengival a per-
manente presenga de bactérias, pode resultar na penetrag@o de
endotoxinas com propriedades biologicas e causar as alteragGes
Osseas observadas na CI.

Os resultados do presente estudo indicam uma possivel par-
ticipaggo primdria de bactérias no desenvolvimento das lesGes
peridentérias da CI. Estudos complementares, considerando os
aspectos bacteriologicos da doenga, s3o de interesse no esclare-
cimento da sua etiologia.
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