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Tépico de Interesse Geral

O CONTROLE DA TRICOMONOSE E DA CAMPYLOBACTERIOSE BOVINAS EM REBANHO LEITEIRO

Normalmente em um rebanho leiteiro a reproducao € controlada,
pois dela depende a sua produgdo. Neste trabalho de rotina nem
sempre € possivel detectar a Tricomonose ¢ a Campylobacteriose
bovinas, pois sdo doengas que ndo demonstram sintomatologia
muito clara e que podem ser confundidas com outras afecgdes do
trato genital, que interferem na vida reprodutiva, causando repe-
tigoes de cio, abortos, metrites e até infertilidade.

Uma vez presentes no rebanho € inevitdvel uma baixa na pro-
dugio leiteira durante algum tempo, até a conclusio do diagndsti-
co correto € a adogdo das medidas sanitérias.

Para o saneamento desses rebanhos h4 necessidade de um es-
tudo prévio do plantel (histérico), para conhecimento de seus
antecedentes, procurando corrigir manejo, alimentagio e outros
possiveis pontos de estrangulamento que poderiam ser responsa-
bilizados como fatores de baixa fertilidade, com interferéncia na
produgdo leiteira.

Quase sempre h4 necessidade de uma ou duas visitas do mé-
dico-veterindrio as propriedades, para reconhecimento das pro-
véveis causas de baixa fertilidade e dentre estas so relativamente
freqiientes a Tricomonose ou a Campylobacteriose bovinas ou
entdo as duas atuantes, potencializando uma ou outra.

A primeira medida a ser tomada € a conscientizagdo dos pro-
prietdrios quanto a importfincia dessas duas doencas no plantel e
o que realmente significam na produgdo leiteira, pois quando
presentes, até 50% da produgdo pode deixar de ser alcangada.
Eliminadas as possibilidades de outros fatores condicionantes,
€ importante proceder inicialmente o diagnéstico correto dessas
doengas.

DIAGNOSTICO DA TRICOMONOSE BOVINA

A Tricomonose bovina € uma doenga sexualmente transmissfvel,
parasitiria, determinada por um protozoério flagelado, denomi-
nado Trichomonas foetus, que é transmitida pela cépula ou pelo
sémen, sendo a principal manifestacdo clinica, a repeti¢ao de cios
a perfodos irregulares e o aborto, com maior freqii€ncia em torno
do 42 més.

O diagnéstico da Tricomonose € baseado no exame direto, ao
microscépio, do muco vaginal e lavado prepucial, e a presenga do
protozodrio que se caracteriza por ser uma célula periforme com
trés flagelos anteriores e um posterior, € uma membrana ondu-
lante e perfeitamente mével, indica que o rebanho estd parasita-
do.

i
Coleta de muco vaginal

Utiliza-se uma pipeta de vidro resistente, com 45 cm de com-
primento e 0,9 cm de diAimetro externo, sendo uma das extremi-
dades afunilada, para facilitar a penetragdo na vagina e na outra
extremidade coloca-se uma pera de borracha, para a aspiragio do

muco, o qual € homogeneizado em 10 ml de solugio salina isot6-
nica, acrescentando-se 0,5 g do meio Guida-Kupferberg, para
garantir o transporte até o laboratério, para exame,

Coleta do lavado prepucial

Uma céinula metélica de 40 cm de comprimento por 0,4 cm de
didmetro externo acoplado a um erlennmeyer (por um tubo de
borracha) contendo 60 ml de solucdo salina isotdnica, € introdu-
zida pelo 6sculo prepucial até o fundo do saco, onde a salina é
langada para efeito de massagem em toda a extensdo da verga,
com a finalidade de deslocar o protozoério das criptas da pele
prepucial (ponto de eleigdo dos protozodrios). Em seguida reco-
lIhe-se o liquido (lavado prepucial) no mesmo depésito e acres-
centa-se 3,0 g do meio de cultura Guida-Kupferberg para garan-
tir a sua viabilidade até o laboratério para exame.

O material assim colhido deve ser mantido durante todo o pe-
riodo até o exame, em temperatura ambiente, pois qualquer refri-
geragdo poder4 ser nociva ao protozodrio.

Tratamento

A erradicagdo da Tricomonose do rebanho depende de uma
orientagdo perfeita ao criador sobre as medidas preventivas e de
uma medicacdo eficaz no tratamento dos machos utilizados na
propriedade.

Constatada a doenga no rebanho, a primeira medida a ser to-
mada é a suspensdo da reprodugdo, por 60 dias, com o afasta-
mento dos machos em servigo.

Dar descanso sexual a todas as fémeas como medida cautelar,
procurando-se com isto, evitar a infecgdo de novos animais ainda
ndo contaminados e, a0 mesmo tempo, tentar a recuperagdo da-
quelas portadoras do protozoério.

Neste perfodo, dever-se-4 tratar os touros de alto valor zoo-
técnico que se encontravam em servigo, sendo os demais elimina-
dos para o corte.

No tratamento dos machos sugere-se dois processos, que sao
eficientes e de f4cil aplicacdo:

Tratamento por via oral. Emprega-se o EMTRIL (Dimetrida-
zol) produto fabricado pelo Laboratério Rhodia, na dose de 15 g
para cada 100 kg de peso vivo, durante 5 dias consecutivos. Re-
petir o tratamento 15 dias apds, na mesma dosagem e perfodo de
aplicagao.

Tratamento tépico. Neste processo a aplicagio € feita direta-
mente sobre o preplicio e a verga, através de massagens para
disseminagdo do medicamento sobre as criptas da pele prepucial.
Usando-se esse tipo de tratamento hé necessidade de se proceder
a exposicdo da verga, através anestesia epidural, dos nervos pu-



dendos internos, ou aplicando-se substincias que tenham agéo
relaxante sobre o miisculo retrator do pénis como, por exemplo,
produtos a base de acepromazina.

Os medicamentos recomendados sdo pomadas a base de Tri-
paflavina a 1% ou a 1%o0 em vefculo nio gorduroso, indicando-se
a Helioflavina ou a Bovoflavina, respectivamente.

Recomendamos dois tratamentos com intervalos de 15 dias
entre eles, para evitar que os protozodrios que tenham sido pou-
pados no primeiro, por m4 aplicacdo do medicamento ou por falta
de completa exteriorizagdo do pénis no momento do tratamento,
venham a se desenvolver, mantendo a doenga no animal.

O éxito do tratamento e da profilaxia descritos, dependem ex-
clusivamente dos procedimentos adotados e da responsabilidade
de seu executor.

DIAGNOSTICO DA CAMPYLOBACTERIOSE BOVINA

A Campylobacteriose bovina é uma doenga infecciosa, venérea,
determinada por uma bactéria denominada Campylobacter fetus,
e como na Tricomonose bovina, € transmitida pela c6pula ou pelo
sémen, produzindo repeticdes de cio a perfodos irregulares,
aborto com maior freqiiéncia no 6° més de gestacdo, metrites,
retencdo de placenta e, finalmente, esterilidade enzoética. O
diagnéstico da Campylobacteriose (Vibriose) € baseado no isola-
mento do germe do material proveniente das secre¢bes uterinas
ou do esmegma prepucial.

Na impossibilidade do exame bacteriolégico para o isolamento do
germe, utiliza-se o teste de muco-aglutinagdo lenta, que possibi-
lita um maior nimero de exames, com maior rapidez e com me-
nor custo.

Coleta do esmegma prepucial

Para a coleta do esmegama prepucial utiliza-se uma pipeta de
inseminagéo artificial que é introduzida pelo dsculo prepucial até
o fundo do saco e com o auxilio de um bulbo de pléstico procede-
se a suc¢io do esmegma.

Antes da introducao da pipeta toma-se o cuidado com a higie-
ne do local, procedendo-se a lavagem com 4dgua e sabao.

O material coletado deve ser colocado em meio especial de
cultura para transporte, que é o meio de Neil, e mantido em tem-
peratura ambiente até a entrega ao laboratério para exame.

Coleta das secrecdes uterinas

A secrecao uterina € coletada com o auxilio do Aparelho de
Frank, o qual permite a coleta assepticamente, possibilitando o
isolamento sem grandes dificuldades, por ser Campylobacter fe-
tus um germe muito exigente nos crescimentos iniciais.

Como rotina, em toda coleta de material, deve-se observar os
cuidados de higiene, antes e depois da introdugdo do aparelho de
Frank, pois desta manobra depende o éxito da operagao.

O material coletado deve ser semeado no meio de Neil e con-
servado em temperatura ambiente até chegar ao laboratdrio para
exame.

Coleta de muco vaginal para teste de muco-aglutinacdo lenta

O muco € coletado depositando-se um tampao de gaze no
fundo de saco vaginal, com o auxilio de um espéculo que se deixa
no minimo 20 minutos na vagina, para maior absorgdo do muco.

O tampéo de gaze com o peso de um grama € fixado em um
cordel com aproximadamente 50 cm de comprimento, para faci-
litar o recolhimento apés o tempo de permanéncia na cavidade
vaginal.

Um frasco receptor destinado ao recolhimento do tampao de
gaze € adredemente pesado no laboratério junto com o tampao de
gaze, para obter-se exatamente o peso do muco coletado.

Os frascos receptores contendo os tampdes de gaze, devem
ser conservados a 4°C até a entrega ao laboratério para realiza-
¢ao dos exames.

No saneamento de um rebanho, a identificacdo exata do
agente etioldgico e dos animais infectados é muito importante,
nao s6 para avaliagdo da extensdo, como proceder no tratamento
correto, evitando-se gastos supérfluos com medicamentos inade-
quados.

Os exames bacteriolégicos e imunoldgicos devem ser feitos
em laboratérios especializados.

Tratamento

Diagnosticada a Campylobacteriose bovina no rebanho, as
primeiras medidas de controle e profilaxia consistem em suspen-
der-se a reprodugdo e afastar-se os touros da monta livre, pro-
curando-se o tratamento adequado para o combate da Campylo-
bacteriose.

Antibioticoterapia. Todos os animais que apresentarem falhas
de reprodugao, endometrites, abortos e retencoes de placenta, in-
clusive os machos, devem ser tratados com Streptomicina veteri-
néria, na dose de 10 mg por kg de peso vivo, durante 10 dias
consecutivos, por via intramuscular.

Concomitantemente as fémeas que apresentarem problemas
reprodutivos devem sofrer lavagens uterinas com 0 mesmo pro-
duto, dissolvendo-se um frasco de 5 g em 40 ml de 4gua destilada
ou filtrada e fervida, efetuando-se 4 lavagens com intervalos de 3
dias entre elas, com o fim de completar o tratamento parenteral.

Os machos receberdo quatro lavagens prepuciais com o mes-
mo produto, dissolvendo-se um frasco de 5 g em 30 ml de 4gua
destilada ou filtrada e fervida, com intervalo de 3 dias entre cada
aplicagdo.

Vacinoterapia. A vacinagdo dos animais, machos e fémeas, €
considerada o processo mais f4cil € menos oneroso para o cria-
dor, pois com o seu uso continuado na propriedade, a tendéncia é
o desaparecimento da doenga no rebanho. A vacina € preparada
com germes isolados no Brasil (autéctones), proporcionando uma
imunidade relativamente satisfat6ria, protegendo os animais
contra o aborto e evitando as falhas de concepgdo. Aconselha-se
a vacinag@o das novilhas 60 dias antes de entrar em servigo e 30
dias apds a primeira aplicacdo; uma nova dose de reforgo & reco-
mendada. Posteriormente, as vacinagdes devem ser aplicadas
anualmente como dose de reforco, contribuindo assim para o
desaparecimento da doenga no plantel.

As doses recomendadas sdo de 5 ml por via subcutinea pro-
funda, com o fim de evitar o aparecimento de pequeno edema no
ponto de inoculacao.

CONSIDERACAO GERAL

Como medida profildtica mais eficaz, aconselha-se o uso da in-
seminagao artificial, partindo-se de sémen de boa procedéncia e
de Centrais de Inseminagio Artificial com idoneidade comprova-
da, com o intuito de erradicar as doengas do plantel.

HELIO GUSTAVO GUIDA

Embrapa-UAPNPSA, Km 47
23851 Seropédica, Rio de Janeiro
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ISOLAMENTO DE Chlamydia psittaci EM BUFALOS ABATIDOS PARA
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ABSTRACT.- Freitas J.A. & Machado R.D. 1988. [ Isolation of Chlamydia psittaci from water
buffaloes slaughtered for consumption in Belém, Pari.] Isolamento de Chlamydia psittaci em
bifalos abatidos para consumo em Bélem, Pard. Pesquisa Veterindria Brasileira 8(3/4):43-50.
Depto Patologia Med. Vet. Preventiva, Fac. Ciénc. Agrérias do Par4, Cx. Postal 917, Belém, PA
60000, e Depto Virologia, Centro Ciénc. Satide, Univ. Fed. Rio de Janeiro, 21944 Rio de Janeiro,
Brazil,

A Chlamydia agent was isolated from 14 (70%) samples of organs and carcasses of slaughtered
water buffaloes identified as Chlamydia by its morphological and staining characteristics, its
pathogenic effect on chicken embryos. It was characterized as Chlamydia psittaci by the direct
immunofluorescence test. In the isolation experiment, the serial passages system of inoculation
from organs to the yolk sac of embryonated chicken was used, and 3 passages were made for each
sample. The identification and characterization of isolates were made by the observation of typical
cytoplasmatic inclusions in smears of the yolk sac membrane of embryos after inoculation and
impressions of lesioned organs, stained by Giemsa, Macchiavello and Castafieda methods and by the
fluorescence antibodies technique. Twenty samples of organs and carcass of water buffaloes that
presented inflammation of the serosa in one or more of the lungs, liver and heart were studied. The
lung was the organ with greatest number of isolates (8), followed by brain (6), liver (5) and heart
(2). A significant correlation between the macroscopic lesions and the positive fluorescence of the

agent in the correspondent inoculum was observed in the lung.
INDEX TERMS: Chlamydia psittaci, Chlamydiosis, poliserositis, water buffaloes.

SINOPSE.- Um agente clamidiano foi isolado de 14 (70%)
amostras de 6rgaos e carcagas de bubalinos abatidos para consumo
e identificado como Chlamydia através de suas caracteristicas
morfoldgicas, tintorias e efeito patogénico para o embrido de ga-
linha e caracterizado como Chlamydia psittaci no teste de imuno-
fluorescéncia direta. No isolamento foi utilizado o sistema de
passagens seriadas de inéculos de 6rgdos no saco vitelino de ovos
embrionados de galinha tendo sido executadas trés passagens
para cada amostra. A identificacdo e caracterizagdo dos micror-
ganismos isolados foi feita através de observagao de inclusdes
citoplasmadticas tipicas em esfregacos de membrana vitelina de
ovos embrionados p6s-inoculagdo e em impressdes de 6rgios le-
sados, corados pelo método de Giemsa, Macchiavello e Castaine-
da, e através do teste de imunofluorescéncia para Chlamydia
psittaci. Foram estudadas 20 amostras de 6rgaos e carcaca de bu-
balinos que apresentavam processo de inflamacdo de serosa em
um ou mais dos seguintes 6rgaos - pulmao, coragdo e figado. O
pulmio foi o 6rgio do qual se obteve maior niimero de isolados
8, seguido do cérebro, 6, figado, 5 e coragdo 2. No caso do pul-
méio observou-se uma significativa correlagdo entre as lesdes

1 Aceito para publicagdo em 20 de outubro de 1987.

Parte do trabalho de Tese de Mestrado do 12 autor, submetido 2 Univer-
sidade Federal Fluminense em setembro de 1986.

2 Departamento de Patologia e Medicina Veteriniria Preventiva, Fa-
culdade de Ciéncias Agrérias do Par4, Cx. Postal 917, Belém, Par4 60000.

3 Departamento de Virologia, Centro de Ciéncias da Safde, Universi-
dade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ 21944,
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macroscOpicas destes 6rgdos estudados e a imunofluorescéncia
positiva para o agente, nos in6culos correspondentes.

TERMOS DE INDEXAGCAO: Chlamydia psittaci, clamidiose, polisserosite,
bifalo.

INTRODUCAO

Sabe-se que a bubalinocultura é um dos mais importantes
setores da economia amazOnica, notadamente no Estado
do Pari (Nascimento et al. 1979). Embora a espécie seja
apontada como uma das mais resistentes as enfermidades
que acometem outros animais, verifica-se consideravel
perda quando, a nivel de abate e inspegdo higi€nico-sa-
nitdria nos matadouros de Belém, sio condenados e eli-
minados parte da carcaga e 6rgios, por apresentarem alte-
ragOes que caracterizam um quadro de inflamacao de se-
rosas.

As lesdes observadas apresentam caracteristicas ana-
tomo-patolégicas compativeis com aquelas produzidas
pela espécie denominada Chlamydia psittaci, microrga-
nismo pertencente ao género Chlamydia, antigamente de-
nominado virus do grupo psitacose-linfogranuloma, vené-
reo-tracoma (Storz 1971). De acordo com Storz (1968),
Storz (1971), Schachter et al. (1973), Pienaar & Schutte
(1975) e Foggie (1977) este microrganismo est4 relaciona-
do com doengas dos animais domésticos, entre os quais



mamiferos e aves, como pneumonias, enterites, abortos,
conjuntivites, encefalites e poliartrites e segundo Moran-
ge (1895), citado por Storz (1971), com doenga de caré-
ter zoon6sico, a psitacose; York & Baker (1951),
Bannister et al. (1962) Wilson & Thomson (1968),
Harshfield (1970), Moorthi & Spradbrow (1978) incrimi-
naram C. psittaci como agente causador de doencas de
animais domésticos; por outro lado Pienaar & Schutte
(1975) descreveram-na como agente de alteragées em di-
versos 6rgaos, tecidos e sistemas; entretanto sio raros os
informes a respeito do papel da clamidia como agente
etiolégico de doenga de bubalinos; os registros da litera-
tura reportam-se mais a ocorréncia de anticorpos anti-
clamidia no soro destes animais (Schmatz et al. 1978, Ha-
fez & Krauss 1979, Dhingra et al. 1981). Entre bubalinos
C. psittaci foi demonstrada ser o agente etiolégico de
doencas como a encefalomiclite esporddica conforme
Ognyanov et al. (1974), pneumonia segundo Gupta et al.
(1976) e de aborto descrito por Abilgasanov (1983).

O primeiro isolamento de clamidia de animais domés-
ticos foi obtido por York & Baker (1951), posteriormente
C. psittaci foi isolada por Menges et al. (1953), Kolb &
Psota (1968), Moorthi & Sprabrow (1978) de animais
domésticos em diferentes condigGes de satide. Na maioria
das vezes os isolamentos obtidos de bubalinos s@o prove-
nientes de animais abatidos clinicamente normais (Singh
& Malik 1969, Gupta et al. 1976, Dhingra et al. 1980).
Entretanto Ognyanov et al. (1973, 1974) relataram surtos
de encefalomielite esporadica e amostra procedente de
um biifalo africano de vida livre foi descrita por Rowe et
al. (1978).

O isolamento de clamidia de materiais procedentes de
processo infeccioso com alteracdes macroscopicas de 6r-
gdos, envolve a utilizacio de sistema apropriado de culti-
vo entre os quais o embrido de galinha, o cobaio, o ca-
mundongo e o cultivo celular (Storz 1971, Schachter &
Dawson 1979). O embriao tem sido o sistema mais apro-
priado para o cultivo deste microrganismo, mas segundo
Storz (1971) independentemente do sistema utilizado,
a identificacao do agente clamidioso, requer a observagao
de inclusGes citoplasméticas tipicas, a andlise do com-
portamento do agente no hospedeiro utilizado e a de-
monstracdo de antigeno grupo-especifico no teste de fi-
xacao do complemento; na identificacdo dos isolados ob-
tidos o teste de anticorpos fluorescentes tem sido, por
outro lado, amplamente aceito e empregado, por ser géne-
ro-especffico (Ross & Borman 1963, Lewis et al. 1972,
Vera & Dumoff 1974, Dvorakova 1979).

A condenagdo de orgdos de bubalinos abatidos aco-
metidos deste processo inflamatdrio é preocupante, face
aos prejuizos financeiros atribuidos ao produtor. Por ou-
tro lado Storz (1971) e Shewen (1980) consideram as
clamidioses como importante problema de saidde dos ani-
mais domésticos, afetando 6rgios e sistemas, causando
distirbios na reprodugio. Nao havendo registro no Pais,
até a presente data, de ocorréncia de doengas produzidas
por Chlamydia psittaci nem de isolamento do microrga-
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nismo de 6rgdos provenientes de animais domésticos.
Objetivou-se apresentar a presente contribuigio para o
esclarecimento e solugdo do problema observado entre
bubalinos.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram empregadas para o isolamento amostras de 6rgios e
carcagas de 20 bubalinos abatidos para consumo em Belém, Esta-
do do Par4. Eram selecionados os animais que apresentassem al-
teragdo de serosa nos pulmdes, ou no coragéo ou no figado, Para
o isolamento foram colhidos assepticamente fragmentos dos 6r-
gios referidos e mais do cérebro e medula correspondentes,
conservados em temperatura de refrigeracao, transportados para
o laboratério e mantidos a -20°C (Wilson & Thomson 1968).

Isolamento

Como sistema de isolamento foi feita a inoculagao de suspen-
sdo de Orgaos, no saco vitelino de ovos embrionados de galinha
com 6-8 dias de vida embriondria, provenientes de aves sadias e
que nao receberam ragao, contendo os antibiticos convencionais
(Storz 1971).

A técnica empregada foi aquela descrita por Wilson &
Thomson (1968) com algumas modificacoes, adotando-se ainda
as recomendagGes de Hanna et al. (1974), Schachter & Dowson
(1979) e Carter (1979).

Cada fragmento de 6rgao, isoladamente, era triturado eni gral
e pistilo estéreis, utilizando-se como diluente, solucao salina balan-
ceada de Earle (Rovozzo & Burke 1973, Vera & Dumoff 1974)
contendo antibiéticos (Moorthi & Spradbrow, 1978, Schachter &
Dowson 1979, Dhingra et al. 1980) e era centrifugado 3 vezes a
700 x g (2.200 rpm) durante 30 minutos em centrifuga refrigera-
da, para a obtengdo de suspensado do 6rgao correspondente e dilui-
¢bes decimais sucessivas de 10-2 ¢ 10" 3.A conservagao foi feita
em geladeira por uma noite, para inoculagio no saco vitelino.
Para cada material foram inoculados pelo menos trés ovos em-
brionados, em volume de 0,2 ml, sendo os ovos incubados a 35,5
- 36,5°C durante 12 dias e observados diariamente para consta-
tacdo de motilidade dos embrides.

Com a suspensdo obtida dos embrides que permaneceram vi-
vos até o 122 dia pds-inoculagdo, eram feitas duas inoculagdes
subsequentes, sub-passagens (Hanna et al. 1974, Schachter &
Dowson 1979), de acordo com o procedimento anterior, € aqueles
que mostraram vitalidade na segunda sub-passagem eram consi-
derados negativos. Os embriGes mortos nas respectivas passagens
eram colhidos, assepticamente, para a execugao de esfregacos de
membrana de saco vitelino destinados 2 identificagio do agente.

A esterilidade dos in6culos empregados frente a germes con-
taminantes secundérios foi testada, paralelamente ao isolamento,
em meio de tioglicolato, bacto-fluid thyoglicolate medium Difco
0256 (Hanna et al. 1974, Schachter & Dowson 1979) agar-Sa-
bouraud com 2% de glucose (Merck, 10.130) acidificado, para a
presenga de fungos contaminantes.

Identificacao morfolégica-tintorial

As caracteristicas morfolégicas e tintoriais do agente presun-
tivo foram identificadas em impressdes de 6rgaos utilizados no
isolamento e nos esfregagos de membrana de saco vitelino dos
ovos com embriGes mortos p6s-inoculagio nas passagens respec-
tivas e corados por técnicas de Giemsa, Macchiavello & Castafie-
da (Carter 1979).
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Imunofluorescéncia

Na identificagio do agente presuntivo através de pesquisa de
anticorpos fluroscentes seguiram-se as disposi¢des recomendadas
por Riggs (1979) e escolheu-se 0 método de imunofluorescéncia
direta por ser o mais simples e 0 menos sujeito a reagoes ¢ fal-
so-interpretagoes (Riggs 1979), empregando-se soro hiperimune
cedido pelo “Central Veterinary Laboratory” da Inglaterra,
conjugado com isotiocianato de fluorescéncia e como controle
soro negativo para Chlamydia trachomatis conjugado com fluo-
resceina; o contraste para fluorescéncia inespecifica foi obtido
com azul de Evans (Nichols & McComb 1962), Nichols et al.
1963); o exame de esfregagos e de impressdes foi feito ao mi-
croscépio Zeiss equipado com ldampada HBO-200W, filtro exci-
tador BG-12, filtro de calor GG-13 e filtro de barragem K-510,
objetiva de 10x e 40x e ocular de 10x.

RESULTADOS

Os resultados alcangados no experimento de isolamento e
na identificacio do agente presuntivo estdao resumidos
nos Quadros 1 e 2.

Os resultados obtidos neste estudo evidenciaram o
isolamento da Chlamydia em 14 (70%) amostras das 20
utilizadas no experimento (Quadro 1), identificado como
sendo a espécie Chlamydia psittaci com base nas caracte-
risticas morfol6gico-tintoriais (Quadro 2), teste de imuno-
fluorescéncia direta (Quadro 2) e na anélise da passagem

Quadro 1. Passagem seriada de homogenados de érgdos em saco vitelfno
de embrides de galinha (diluicio 10>, volume de 0,2 ml) nos
isolamentos positivos de Chlamydia psittaci de bubalinos abatidos para
consumo em Belém acometidos de polisserosite

N2 de Dias de morte Isolamento
embrides p6s-inoculacio de

Animal In6culo Passagem
n®  empregado seriada

mortos C. psittaci
01 Pulmio  Primeira 01 12 +d
Figado Primeira 01 12 +
02 p? P P P
03 P P P P
04 P P P P
05 Ffgado Sub-pas®2 01 09 +
06 -b - - -
07 Figado Primeira 02 07 +
08 Encéfalo Sub-pas?2 02 10 +
09 Pulmio Primeira 02 07 +
Encéfalo  Primeira 02 07 +
10 Encéfalo Primeira 01 10 +
11 Pulmio Primeira 01 11 +
Coracdo  Sub-pas 1 01 11 +
12 Encéfalo  Sub-pasl 01 06 +
13 - - - -
14 Pulmio Sub-pas 1 01 04 +
Coragdo  Sub-pas1 01 04 +
15 Pulmido  Primeira 01 11 +
Pulmio Sub-pas 2 01 06
Encéfalo  Sub-pas2 02 10 +
16 Pulmio Primeira 01 12
Pulmio Sub-pas 1 01 07 +
17 - - - -
18 Encéfalo  Sub-pas2 01 06 +
19 Pulmao Primeira 02 08 +
20 Pulmio Sub-pas 1 02 04, 10 +
Figado Sub-pas 1 01 05 +
2 Isolamento prejudicado;

Isolamento negativo;

€ Sub-passagem;

d1solamento de Chlamydia positivo.
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Quadro 2. Identificacdo de isolados de Chlamydia psittaci através
coloragdo de Giemsa e de imunofluorescéncia direta em esy’regaggs de
membrana de saco vitelfno de embribes mortos em passagens seriadas

Animal  Passagem Inéculo de 6rgio empregado
"~ seriada Pulmdo  Coragdo Figado  Encéfalo
o1 Primeira +2 +~ b
02 p° P P P P
03 P P P P P
04 P P P P P
05 Primeira - - - -
Sub-pas 91
Sub-pas 2 +
06 Primeira Le,- + -
Sub-pas 1 L,- L~
Sub-pas 2 - -
07 Primeira - - +,+ -
Sub-pas 1 L~ - -
08 Sub-pas -
Sub-pas2 - - L,- L,+
09 Primeira + +
Sub-pas 1 -
Sub-pas2  + -
10 Primeira - +
11 Primeira + -
Sub-pas 1 +,-
12 Primeira - -
Sub-pas 1 L,+
13 Primeira - -
14 Primeira . - -
Sub-pas 1 L,+ L,+ - -
15 Primeira +,- -
Sub-pas1 - - +,+
Sub-pas 2 + +,+
16 Primeira + - -
Sub-pas1 + - -
Sub-pas 2 -L
17 Primeira - - -
Sub-pas 1 -
Sub-pas 2 -
18 Primeira - L,+
Sub-pas 1 - L,—-
19 Primeira +,+ - - -L
Sub-pas1  —— -
20 Primeira - -
Sub-pas +,+ +
2 Jdentificacio positiva;
Identificag¢@o negativa;

¢ Isolamento prejudicado;
Sub-passagem;
€ Células lisadas.

seriada (Quadro 1) das suspensGes dos 6rgdos em ovos
embrionados; nao foi obtido isolamento das amostras 6,
13 e 17, tendo sido prejudicado o isolamento das amos-
tras 2,3 e 4.

Dos 6rgaos utilizados no isolamento, o pulmao foi
aquele que apresentou o maior nimero de isolados positi-
vos, 8 seguido do cérebro com 6, o figado com 5 € cora-
¢ao com 2 (Quadro 1).

Alguns esfregagos de membrana de saco vitelino de
ovos com embrides mortos pds-inoculacdo mostraram
células lisadas sem as tipicas inclusGes citoplasmaéticas
(Quadro 2) mas com resultados positivos no teste de imu-
nofluorescéncia direta, enquanto que outras se mostraram
também lisadas mas demonstraram tipicas inclusées cito-
plasméticas na forma de diminutos corpiisculos e resulta-
dos positivos no teste de imunofluorescéncia (Quadro 2),
comportamento muito semelhante ao biotipo 5 de Chla-
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mydia psittaci segundo Spears & Storz (1979) sendo con-
sideradas positivas.

O Quadro 1 € um resumo das passagens seriadas de
suspensdes dos 6rgaos utilizados no isolamento e mostra
o nimero de embrides e o nimero de dias pés-inoculagao
em que ocorreu a morte de cada embrido em cada amostra
e respectivas passagens, nos casos positivos; pelos dados
do Quadro concluiu-se que nas primeiras passagens a
morte dos embrides ocorreu sempre em periodo superior a
6 dias e chegando mesmo a 12 dias e que, de um modo
geral, nas duas passagens subsequentes, o tempo de
morte de embrides pds-inoculagao decresceu sensivel-
mente, tendo ocorrido a morte de embrides em até quatro
dias, estando de acordo com o modelo de morte de em-
brides e o comportamento do microrganismo no hospedei-
ro utilizado (Storz 1971).

No que se refere a esterilidade das suspensdes de 6r-
gaos empregados nas trés passagens seriadas nem todos
os inbculos estavam livres de microrganismos contami-
nantes secundérios, tendo sido observado o crescimento
de leveduras e fungos em in6culos de algumas amostras.
Os inéculos das amostras 2, 8 e 10 mostraram o cresci-
mento de fungo do gé€nero Aspergillus, enquanto que no
inéculo da amostra 8 ocorreu também crescimento tfpico
de bactérias; nas demais amostras nao foi observado o
crescimento de microrganismos contaminantes.
Identificagcao morfolégico-tintorial

No Quadro 2 estdo resumidos os resultados da identi-
ficagdo microscépica dos isolados, com base nas caracte-
risticas morfolégicas e tintoriais do microrganismo, em-
pregando-se as técnicas de coloragdo de Giemsa, Mac-
chiavello e Castafieda.

Nos esfregagos de membrana de saco vitelino de ovos
com embrides mortos nos casos positivos, foram observa-
das tfpicas inclusGes citoplasméticas cocéides, variando
desde corpiisculos puntiformes, diminutos, até corpiscu-

Fig. 1. Esfregaco de membrana de saco vitelino com inclusées citoplasmdti-
cas tipicas de Chlamydia trachomatis formadas por corpisculos ele-:
mentares ao redor dos nicleos. Coloragao de Giemsa, obj. 40.
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los maiores, isolados ou miiltiplos, em aglomerados no
citoplasma e longe do niicleo (Fig. 1). Nas células lisadas
foram observadas, em alguns casos, inclusdes puntifor-
mes, diminutas, isoladas e condensadas, tipicas de cor-
pusculos elementares. Os melhores resultados foram ob-
servados nas preparagdes coradas pelo método de Giem-
sa, nas quais as inclusdes coraram-se de azul a piirpura.

Nas impressoes de 6rgaos lesados foi extremamente di-
ficil observarem-se inclusées citoplasmaésticas tipicas, ex-
cecao feita para a impressao de pulmao da amostra 2, que
demonstrou tipica inclusdao madura de C. psittaci corada
de pirpura pelo método de Giemsa, na forma de meia lua
em volta do niicleo de um mondécito e que também de-
monstrou fluorescéncia positiva.

Teste de imunofluorescéncia

Os resultados da identificacao dos isolados através de
imunofluorescéncia estao resumidos no Quadro 2. De
acordo com os dados deste Quadro o teste de imunofluo-
rescéncia, que € género-especifico, revelou a presenga de
antigeno grupo-especifico para clamidia (Fig. 2) em in6-
culos de 6rgaos de 14 amostras. As impressoées de 6rgaos
das amostras 1, 2, 4, 5, 6, 8 e 11, revelaram-se positivas
no teste de imunofluorescéncia.

O teste de imunofluorescéncia mostrou ainda resulta-
dos positivos em esfregacos contendo células lisadas e
cujas inclusGes ndo eram perfeitamente visiveis e distin-
gufveis e naquelas que mesmo lisadas, mostraram clara-
mente os tipicos corpisculos elementares, corados em
azul pelo método de Giemsa.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Historicamente, os microrganismos agora identificados
como clamidia foram associados com doengas humanas
denominadas linfogranuloma venéreo e tracoma e desde a
identificac@o h4 mais de 60 anos de inclusdes especificas

Fig. 2. Imunofluorescéncia caractertstica de Chlamydia trachomatis no ci-
toplasma e ao redor do niicleo de esfregaco de membrana de saco
vitelfno. Obj. 40.
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em réspados de conjuntiva de pacientes portadores de
tracoma, os agentes clamidianos foram encontrados in-
fectando naturalmente um grande nimero de espécies de
aves e mamiferos e foram isolados de casos de doengas
distintas do homem e de diversas outras espécies de ma-
miferos e aves (Storz 1971). No presente experimento
também foi obtido o isolamento de agente clamidiano em
6rgaos de bubalinos acometidos de polisserosite, sendo
que os isolados obtidos (Quadro 1) apresentaram caracte-
risticas morfolégicas e tintoriais (Quadro 2) indistingui-
veis daquelas do género Chlamydia e demostraram anti-
geno grupo-especifico no teste de imunofluorescéncia.

O microrganismo isolado foi identificado como
Chlamydia psittaci através de observacdo de inclusées
citoplasméticas tipicas nos esfregacos de saco vitelino de
ovos embrionados de galinha e da prova de imunofluo-
rescéncia direta, empregando-se inéculos originais € ma-
terial de sub-passagens em ovos tratados com antibidti-
cos, obedecendo-se, em parte, ao critério recomendado
por Storz (1971); foi também considerado o perfodo de 4
a 12 dias p6s-inoculacio para verificagdo da viabilidade
dos embriGes. '

Foram obtidos isolamentos do microrganismo na pri-
meira pasagem de alguns in6culos de 6rgéos, enquanto
que com outros inSculos a positividade s6 foi obtida a
partir das passagens cegas (Foggie 1977). Os embrides
mortos nas passagens seriadas mostraram lesGes e altera-
¢Oes bastante tipicas, entre as quais pernas e pés cianGti-
cos, vasos sanguineos dos sacos vitelinos congestos, em
alguns casos embriGes muito avermelhados, indicadores
tteis segundo Storz (1968, 1971) para este sistema de
isolamento.

Um grupo de amostras ndo demonstrou corpisculos
elementares claramente identificiveis nos esfregacos de
saco vitelino mas foi sorologicamente positivo no teste de
imunofluorescéncia direta (Quadro 2), o qual segundo
Jones (1974) é mais sensivel que a coloragao por Giemsa,
algumas das inclusGes sendo cléssicas corpisculos ini-
ciais dos quais alguns nd3o eram visiveis na coloracéo
pelo método de Giemsa; localizavam-se centralmente em
relagio ao nicleo ou como formas livres no citoplasma e
representavam imunofluorescéncia especifica dos est4gios
iniciais ndo suscetfveis de serem reconhecidos pelo mé-
todo de Giemsa (Nichols et al. 1963).

Alguns esfregacos de membrana de saco vitelino mos-
traram células lisadas contendo, as vezes, inclusGes pe-
quenas, arredondadas, comportamento muito semelhante
ao biotipo 5 de Chlamydia psittaci sugerido por Separs &
Storz (1979) e apresentando estes esfregacos resultados
positivos para antigeno grupo-especifico para clamidia no
teste de imunofluorescéncia.

Os isolados obtidos, muito embora nao tenham sido
analisados, de modo completo, quanto ao modelo de
morte do embrido conforme Storz (1971) demonstraram
nas passagens seriadas uma diminui¢do do tempo de so-
brevivéncia do embrifio pds-inoculagdo (Quadro 1), prin-
cipalmente em relagéo a certas amostras.

47

O Quadro 1 apresenta um resumo das passagens seria-
das dos inéculos, o nidmero de embrides mortos nas res-
pectivas passagens e o periodo decorrido para a morte
dos mesmos p&s-inoculagdo. Observou-se que para os
inéculos de um mesmo 6rgio, o tempo de morte dos em-
brides diminuiu, a cada passagem, como consequéncia da
adaptacio do organismo no embrido e a riqueza do agente
infeccioso no cultivo, comportamento que atende, em
parte, 2 andlise do modelo de morte do embrido, um dos
testes criticos recomendados por Storz (1971) para a
identificacdo dos isolados de clamidia.

Alguns isolados, ndo demonstraram claramente uma
diminuigdo do tempo de sobrevivéncia dos embrides,
pois, em certos casos, 0s microrganismos nao desenvol-
vem um modelo regular de letalidade do embrido e tenta-
tivas para isolar amostras originarias de linfogranuloma
venéreo (LGV) tornam-se aparentes na parte final da
primeira passagem ou no inicio da segunda passagem, a
adaptagdo sendo vagarosa e normalmente mais de 5 pas-
sagens sao necessdrias (Schachter & Dowson 1979).

O pulmao foi o érgéo do qual se obteve o maior nime-
ro de isolados, seguido do cérebro, figado e coragao
(Quadro 1); do mesmo modo, o pulméo foi o 6rgdo que
apresentou a maior frequéncia de lesGes macroscépicas e
o maior nimero de resultados positivos no teste de imu-
nofluorescéncia, resultados coincidentes com aqueles ob-
tidos por Bates et al. (1965) no que se refere & correlacio
entre as lesdes macroscOpicas de 6rgaos e a fluorescéncia
nos esfregacos relativos aos inéculos dos mesmos.

O sistema de isolamento em ovos embrionados de ga-
linha, empregado no caso de tracoma e de amostras pro-
cedentes de bovino, ovino, caprino, suino e cobaio (Storz
1971) e utilizado por Singh & Malik (1969), Ognyanov
et al. (1973), Ognyanov et al. (1974), Dhingra et al.
(1980) no isolamento deste microrganismo procedente de
bubalinos em diferentes situacdes, apresentou resultados
excelentes neste estudo, tendo sido isolado microrganis-
mo clamidiano de 70% das amostras estudadas.

Um agente clamidianq foi isolado em cobaio por
Gupta et al. (1976), a parl(% de pulmao de bezerro bubali-
no acometido de pneumonia enzoética e do mesmo modo,
um microrganismo semelhante foi isolado por Dhingra et
al. (1980) em cobaio e a partir deste, em ovos embriona-
dos de pulmées de bifalos também com processo pneu-
monico. A identificagdo foi feita através da observagiao
de inclusdes citoplasméticas tipicas e imunofluorescéncia,
com resultado muito semelhante aqueles obtidos neste
estudo os quais, entretanto, mostraram-se superiores aos
obtidos pelos pesquisadores no segundo estudo que obti-
veram apenas 22% de isolamentos de 9 pegas pulmonares
estudadas. O mesmo agente clamidiano foi isolado por
Rowe et al. (1978), em cultura de tecidos, a partir de
pulmao de um biifalo africano de vida livre. Nesses casos
as condigGes sanitirias dos animais eram diferentes da- -
quelas observadas no presente estudo.

Agente clamidiano foi também isolado no presente ex-
perimento a partir de tecido nervoso (Quadro 1). Convém
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assinalar que Ognyanov et al. (1973) também isolaram
clamidia de cérebros de bezerros bubalinos em um surto
de encefalomielite na Bulgaria e C. psittaci foi também
associada com outro surto de encefalomielite esporddica
neste pafs (Ognyanov et al. 1974) afetando animais jo-
vens e adultos. Os isolados obtidos de amostras de tecido
nervoso neste experimento, eram também procedentes de
animais jovens e adultos e foram correlacionados com a
presenca de inclusGes citoplasmaéticas tipicas e antigenos
especificos nos esfregagos dos embrides pés-inoculagao
de homogenados respectivos.

O isolamento de C. psittaci de coragéo e figado de bu-
balinos clinicamente normais apresentando alteragbes de
serosas compativeis com clamidiose nio foi, até a pre-
sente data, registrado na literatura, sendo os resultados
deste estudo o primeiro informe a respeito do assunto;
por outro lado, ndo foi tentado o isolamento de clamidia
de outros 6rgdos além dos referidos neste estudo, visto
que o quadro de alteragdes macroscdpicais era muito su-
gestivo de polisserosite, muito embora Kolb & Psota
(1968) tenham isolado em ovo embrionado na quinta pas-
sagem, o microrganismo de amostras de rins procedentes
de bovinos.

Singh & Malik (1969) no experimento de isolamento
de agente clamidiano de homogenados de traquéia e pul-
mdes de biifalos concluiram que houve um progressivo
aumento na mortalidade dos embrides € um decréscimo
na média de sobrevivéncia dos mesmos a partir da segun-
da passagem, resultados que confirmam, ainda que em
parte, aqueles obtidos neste experimento, mas deve ser
levado em consideragao, que os referidos autores inocula-
ram 8 embrides em cada passagem e realizaram 7 passa-
gens seriadas.

Ainda em comparacio com o trabalho dos autores refe-
ridos acima, foi verificado que a adaptagao dos agentes
na presente pesquisa foi, no geral, mais répida pois, em
alguns casos positivos o tempo de sobrevivéncia dos em-
brides foi de até 7 dias, enquanto que no trabalho de
Singh & Malik (1969) somente na quinta passagem & que
o tempo de sobrevivéncia diminuiu para igual perfodo.

No estudo da polisserosite de bubalinos foi observado,
em impressdo de pulmédo da amostra mimero 2 corada por
Giemsa, uma tipica inclusao de C. psittaci que também se
mostrou positiva no teste de imunofluorescéncia direta,
mesmo sendo muito dificil a demonstragao de agente,
clamidiano em impressdo de 6rgados principalmente o
pulmao (Storz 1968, 1971).

A identificacdo do agente clamidiano nos diversos
isolados através de observagao microscépica das inclu-
sbes citoplasmaticas tipicas foi feita apds coloragao dos
esfregacos de membrana de saco vitelino pelos métodos
de Giemsa, Macchiavello e Castafieda, mas os melhores
resultados foram aqueles observados nas preparagdes co-
radas pelo método de Giemsa. Entretanto algumas prepa-

ragGes coradas por este método apresentaram-se dificeis

de conclusdo, pois 0 mesmo apresenta desvantagens que
incluem o fato de nao revelar inclusdes em 4reas espessas
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das preparacoes. Outra dificuldade € a distingdo entre in-
clusées e artefatos conforme Nichols et al. (1963), embo-
ra ainda segundo estes pesquisadores em 15 de 106 ca-
sos, inclusdes tenham sido identificadas por este método
e cada um desses casos também tenha sido confirmado
através de imunofluorescéncia. Por outro lado, de acordo
com Bannister et al. (1962) e Nichols & McComb (1962),
respectivamente, os corpusculos elementares reagiram
debilmente & coloragdo pelo método de Macchiavello e
clamidia ndo foi evidenciada por este método na primeira
passagem em nenhuma das tentativas de isolamento, ain-
da que a imunofluorescéncia do material desta passagem
tivesse revelado de modo inequivoco a presenca de anti-
geno em 10 casos.

Antigenos especificos para o grupo das clamidias fo-
ram demonstrados nos isolados através do teste de imuno-
fluorescéncia (Quadro 2) que € género-especifico, apre-
senta sensibilidade compardvel ao teste de fixagdo do
complemento (Ross & Borman 1963, Lewis et al. 1972)
através do qual anticorpos especificos para clamidia fo-
ram demonstrados em soros de bubalinos (Ognyanov et
al. 1973, Ognyanov et al. 1974, Schmatz et al. 1978, Ha-
fez & Krauss 1979, Dhingra et al. 1981), além de intime-
ras outras vantagens quando comparado com outros mé-
todos de diagndstico (Bauman 1973, Truzczezinski &
Sadowiski 1973). Do mesmo modo, antigenos especificos
para clamidia foram demonstrados através de imunofluo-
rescéncia em materiais de bubalinos (Rowe et al. 1978),
embora o isolamento tivesse sido realizado em sistema di-
ferente do empregado neste trabalho.

A aplicagdo do teste de imunofluorescéncia para a
identificagcdo de antigenos grupo-especifico nos isolados,
demonstrou resultados positivos em 14 (70%) amostras,
considerados excelentes em relagdao a Donaldson et al.
(1958) citado por Storz (1971) que obtiveram resultados
desapontadores na aplicagcdo do teste em esfregagos para
o diagnéstico de clamidiose de perus e em relagao a Ni-
chols et al. (1963) que classificaram o teste de anticorpos
tluorescentes como superior € mais ripido que a colora-
¢éo pelo método de Giemsa ou isolamento do agente, na
pesquisa de clamidia em esfregacos de conjuntiva.

O teste de imunofluorescéncia forneceu também re-
sultados satisfatérios em impressoes de Orgaos, estando
de acordo com Bates et al. (1965) que observaram uma
alta correlacéo entre as lesdes macroscSpicas de camun-
dongos e perus infectados por clamidia e a fluorescéncia
nos esfregagos de 6rgaos dos animais e Bauman (1973)
que demonstrou antigos-especificos para clamidia em 21
de 24 esfregacos de diferentes 6rgaos de bezerros bovi-
nos, entre os quais o pulmao. Do mesmo modo Dvorako-
va (1979) demonstrou uma grande quantidade de células
especificamente fluorescentes em 6rgdos de mamiferos
domésticos naturalmente infectados por clamidia. Con-
vém assinalar que em nenhum dos trabalhos referentes a
ocorréncia ou isolamento do agente clamidiano em buba-
lino (Singh & Malik 1969, Ognyanov et al. 1973,
Ognyanov et al. 1974, Gupta et al. 1976, Rowe et al.
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1978, Dhingra et al. 1980), o diagndstico e a confirmacao
do isolamento nio incluiram o teste de imunofluorescén-
cia em impressées de 6rgaos lesados, empregado com re-
Iativo sucesso neste experimento.

Anticorpos especificos para clamidia em soro de bu-
balinos foram demonstrados, através do teste de fixagio
do complemento, em animais do Egito e na fndia
(Schmatz et al. 1978, Hafez & Krauss 1979, Dhingra et
al. 1981), porém os animais eram aparentemente normais.
Em bubalinos doentes apenas Ognyanov et al. (1973) e
Ognyanov et al. (1974) em surtos de encefalomielite
ocorridos na Bulgéria, demonstraram anticorpos especifi-
cos para clamidia.

Rowe et al. (1978) e Dhingra et al. (1980) identifica-
ram a presenca de clamidia em materiais provenientes,
respectivamente, de animais aparentemente normais e
com processo pneumdnico empregando o teste de imuno-
fluorescéncia.

A evidenciacdo de antigenos clamidianos em material
de bubalinos acometidos de alteragfio patolSgica foi obtida
neste experimento, enquanto que em outros surtos Singh
& Malik (1969) isolaram agente clamidiano de homo-
genados de pulmdo de bifalos aparentemente sadios,
sem confirmagdo imunolSgica dos isolados obtidos;
do mesmo modo Gupta et al. (1976) também nio confir-
maram os achados obtidos de processo pneumoénico, exi-
géncia enfatizada por Schachter & Dowson (1979), que a
recomendaram como necesséria para minimizar a possibi-
lidade de resultados falso-positivos e assegurar a presen-
ca de microrganismo nas preparagdes examinadas. Este
critério minimo deve ser adotado ao lado da passagem em
ovo embrionado com a identificagao dos microrganismos
isolados por imunofluorescéncia.

Os isolados obtidos neste experimento quando subme-
tidos ao teste de imunofluorescéncia direta apresentaram
resultados superiores a observagdo microscépica dos es-
fregacos corados pelo métodos ja citados, incluindo as
impressoes diretas de Orgaos lesados, estando isso de
acordo com Nichols & McComb (1962) cujos trabalhos
desenvolvidos com o agente do tracoma necessitaram,
respectivamente na identificagdo, conforme fosse utiliza-
do a coloragao pelo método de Macchiavello ou a imuno-
fluorescéncia, 3,7 e 2 passagens para confirmar o cresci-
mento do agente citado em ovo embrionado, observando
que esta era ainda superior por uma margem 2:1 em rela-
¢do ao método de Giemsa. Do mesmo modo, os resulta-
dos estao de acordo com Truszczinsk & Sadowiski
(1973) ao observarem que a técnica de imunofluorescén-
cia foi mais apropriada que a microscopia direta para a
demonstracao do agente em espécimes provenientes de
bovinos. Donaldson et al. (1958) citado por Ross &
Borman (1963) também usaram a técnica para a deteccao
da amostra JO de ornitose e concluiram que a mesma é
tao eficiente quanto o teste de fixacdo de complemento
para o diagnéstico de ornitose em perus.

No isolamento de C. psittaci em ovo embrionado a
partir de homogeneizado pulmonares de biifalos abatidos

clinicamente normais, Singh & Malik (1969) confirmaram
o isolamento através da observacdo de inclusdes cito-
plasméticas tipicas, demonstrando também a patogenici-
dade do agente para o cobaio e a diminuigdo do tempo de
sobrevivéncia do embrido (Storz 1971) porém os micror-
ganismos isolados ndo foram testados sorologicamente
para a confirmagao da presenga de antigeno grupo-espe-
cifico.

Os dados colhidos neste estudo permitiram concluir
que o microrganismo isolado a partir de material de bu-
balinos abatidos para consumo e acometidos de alteragio
de serosa, € um agente patogé€nico para o embrido de ga-
linha, produz corpisculos elementares e apresenta pro-
priedades morfolégicas, tintoriais, patogénicas e imuno-
légicas que o colocam no grupo Chlamydia (Storz 1971)
confirmando os achados de autores como York & Baker
(1951), Singh & Malik (1969), Ognyanov et al. (1973),
Ognyanov et al. (1974), Dhingra et al. (1980), ficando
deste modo, caracterizada a ocorréncia de C. psittaci en-
tre os bubalinos de Belém do Par4, agente ainda nio es-
tudado no Brasil nesta espécie.
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CLAUDIO SEVERO LOMBARDO DE BARROS?+#, SEVERO SALES DE BARROS %4,
MURILO NOGUEIRA DOS SANTOS2# e LUCIANO LU1Z METZDORF>

ABSTRACT.- Barros C.S.L., Barros S.S, Santos M.N. & Metzdorf L.L. 1988. [ Nutritional
miopathy in cattle in Rio Grande do Sul, Brazil. ] Miopatia nutricional em bovinos no Rio
Grande do Sul. Pesquisa Veterindria Brasileira 8(3/4):51-55. Dep. Patologia, Univ. Fed. Sta
Maria, 97119 Santa Maria, RS, Brazil. ‘

The occurrence of nutritional miopathy (white muscle disease) in calves in Rio Grande de Sul,
Brazil, is described. In one property in Sdo Gabriel county, 40 out of 140 yearling Hereford calves,
which were held in a rye grass pasture, died within 1-3 days after presenting clinical signs
consisting of stiffness of the limb muscles and impaired locomotion. In some cases the animals died
without showing any clinical signs. Necropsy performed in one animal revealed lesions in the
skeletal muscles and, to a lesser degree, in the myocardium consisting of extensive areas of white or
cream discoloration. These areas had either a patchy or linear distribution. The most affected
muscles included the heavy muscle groups of the thigh and shoulders, as well as the loin muscles,
diaphragm and tongue. Microscopic lesions involving the skeletal and cardiac miofibers were
mainly degenerative in character consisting of swelling, hialinosis, discoid degeneration and
segmental hypercontraction. Fiber calcification was prominent. Myolisis associated with
macrophage active phagocytosis of degenerated fibers and neutrophil infiltrates were also
observed. After treatment with vitamin E and selenium there was no occurrence of new cases and
mildly affected animals recovered. i

In another property, a small farm in Santa Maria county, an isolated case of miopathy affecting
an 18-day old female BrownSwiss calf was observed. The animal died of a peracute disease with
no premonitory signs. Muscular lesions, similar to the ones encountered in the above described
outbreak, were seen at necropsy; however, in this case the lesions were more marked in the
myocardium. Microscopic lesions were also similar but those of the myorcardium included marked
proliferative changes associated with macrophages and other mononuclear cell infiltrates.

INDEX TERMS: Nutritional miopathy, nutritional pathology, cattle, vitamin E and selenium deficiency, white
‘muscle disease.

SINOPSE.- E descrita a ocorréncia de miopatia nutricional musculos esqueléticos e ao mioc4rdio, incluindo tumefagao, hiali

(doenga dos miisculos brancos) em bovinos no Rio Grande do
Sul. Numa propriedade do municipio de Sao Gabriel, de 140 be-
zerros de aproximadamente um ano de idade que eram mantidos
em uma pastagem de azevém, 40 animais morreram. A evolugio
da doenga foi de 1 a 3 dias e os sinais clfnicos incluiram rigidez
dos misculos dos membros e dificuldade de locomogao. Na ne-
cropsia realizada em um dos animais havia lesdes nos mfsculos
esqueléticos e, em menor grau, no miocérdio consistindo de 4reas
de cor branca ou creme, Essas 4reas tinham uma distribui¢ao em
manchas grandes ou em forma linear. Os mfsculos mais afetados
eram os grandes grupos musculares da coxa ¢ paleta, bem como
os musculos lombares, o diafragma e a lingua. As lesdes mi-
croscOpicas eram principalmente degenerativas e restritas aos

1 Aceito para a publicagio em 22 de outubro de 1987.

2 Departamento de Patologia, Universidade Federal de Santa Maria,
(UFSM), 97119 Santa Maria, Rio Grande do Sul,

3 Curso de Pés-Graduagio em Medicina Veterin4ria, Area de Concen-
tracdo em Patologia, UFSM.

4 Bolsista do CNPq.
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nose, degeneragio disc6ide e hipercontragio segmentar das fibras
musculares. Havia acentuada calcificagdo de fibras. Também se
observava miblise associada 2 fagocitose de restos degenerados
de fibras e infiltrado neutrofilico. Ap6s tratamento com vitamina
E e selénio ndo houve aparecimento de novos casos e alguns ani-
mais afetados levemente recuperaram-se.

Um caso isolado de miopatia foi observado em uma bezerra da
raca pardo-suiga no municipio de Santa Maria numa pequena
propriedade de exploracio leiteira. O animal morreu subitamente
sem apresentar sinais clinicos prévios. Na necropsia foram vistas
lesdes musculares semelhantes 3s observadas nos animais do
surto acima descrito, porém mais pronunciadas no coracdo. As
lesbes microsc6picas também eram semelhantes, mas as do mio-
cérdio incluiam marcadas alteragdes proliferativas acompanhadas
por infiltrado de macréfagos e outras células mononucleares.
TERMOS DE INDEXAGCAO: Miopatia nutricional, patologia da nutriggo,
bovinos, deficiéncia de vitamina E e selénio, doenga do misculo branco.

INTRODUCAO
As miopatias nutricionais degenerativas sdo doengas
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principalmente de sufnos e herbivoros, ocorrendo apenas
excepcionalmente em humanos e outros primatas (Muth
1955, Keith & Schneider 1957, Hutchinson et al. 1982,
Hulland 1985). Existem relatos de ocorréncia ocasional
da enfermidade em caes, gatos (Hulland 1985) e eqiiinos
(Owen et al. 1977).

Parece estar fora de diivida que a doenga seja causada
pela deficiéncia dietética de vitamina E e/ou selénio pois
h4 vérias evidéncias experimentais ¢ de observagido de
casos espontaneos que confirmam essa hipétese (Swingle
et al. 1956).

A doenga, nos bovinos, afeta animais desde a vida fe-
tal até 3 meses de idade, com maior incidéncia entre o
32 e 42 meses, mas ocorre também em animais bem nutri-
dos ao redor de um ano de idade ou mesmo em animais
mais velhos (Muth 1955, Keith & Schneider 1957, Hul-
land 1985). Os sinais clinicos e o curso da doenga de-
pendem da localizagdo e extengdo das lesdes. HA duas
formas principais de apresentagdo: a cardiaca € a muscu-
loesquelética (Hadlow 1962). A forma cardfaca predomi-
na em animais mais novos e alguns desses podem ter
morte stbita sem sinais prévios ou morrer apSés algumas
horas do aparecimento de dificuldade respiratéria, fra-
queza, depressdo, descarga nasal de aspecto sangiiino-
lento e morte em aproximadamente 5 horas ap6s o apare-
cimento dos sintomas (Safford et al. 1956). A forma mus-
culoesquelética apresenta uma evolug@o mais lenta com
sinais clinicos que incluem rigidez dos misculos dos
membros, dificuldade de locomog¢ao, postura anormal, di-
ficuldade de degluti¢do, prostagdo e morte dentro de 5
dias a uma semana apés o inicio dos sintomas (Hadlow
1962, Blood et al. 1983)

Na necropsia, os musculos cardiaco e esqueléticos
aparecem afetados em graus varidveis. As lesées mos-
tram-se como estrias ou 4reas extensas opacas de cor es-
branquigada ou branco-creme. Esse aspecto valeu o nome
de “doenca do musculo branco” para a enfermidade.
No miocérdio, a lesdo é mais freqiiente no ventriculo es-
querdo (Muth 1955), no septo interventricular e na base
do coragao (Hadlow 1962, Blood et al. 1983). As lesdes
podem ser pequenas ou grandes, de forma irregular, de
localizagao preferencialmente subepicardica ou subendo-
cardica. A calcificacdo das lesdes é ocorréncia freqiiente
(Hadlow 1962) e &, em parte, responsével pela cor bran-
ca. Na forma cardfaca, freqlientemente aparece edema
pulmonar (Hadlow 1962, Blood et al. 1983) e hidrot6érax
(Keith & Schneider 1957). Na musculatura esquelética as
lesGes podem envolver miisculos isolados ou grupos de
muisculos, mostrando invariavelmente uma disposicao bi-
lateral simétrica (Muth 1955, Blood et al. 1983). Naque-
les casos onde as lesGes dos muisculos esqueléticos pre-
dominam, essas sdo mais freqiientes nos grandes grupos
musculares da coxa e membros anteriores (Hutchinson et
al. 1982). Outros misculos freqiientemente afetados sao
os da lingua, diafragma e do pescoco (Hadlow 1962). As
lesdes tipicas da musculatura esquelética consistem de
degeneracdo hialina, calcificagdo e fragementacao da fi-
bra muscular. Numerosos macréfagos e, ocasionalmente,
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neutrSfilos podem estar presentes. Os macréfagos sdo
ativos na fagocitose de restos de fibras degeneradas (Ha-
dlow 1962). No miocéirdio as alteragSes microscSpicas
sao bastante semelhantes. A calcificacio das fibras & pro-
nunciada.

A ocorréncia da miopatia nutricional nio tem sido do-
cumentada em nosso pafs. Com objetivo de relatar a ocor-
réncia dessa doenga no estado do Rio Grande Sul, des-
crevemos aqui casos de miopatia nutricional em bovinos
ocorridos em dois estabelecimentos e diagnosticados no
Departamento de Patologia Veteriniria da UFSM.

MATERIAL E METODOS

Histéricos e dados clinicos foram colhidos junto aos proprietrios
e veterindrios das localidades onde ocorreram os casos. As ne-
cropsias foram por nos realizadas em um animal de cada estabe-
lecimento. As preparacdes histol6gicas para os exames microscé-
picos foram feitas de vérios 6rgaos (coragdo, miisculo esqueléti-
co, figado, linfonodos, pulmao, lingua, rim e intestino) coletados
a necropsia. Fragmentos desses 6rgaos foram fixados em formol
neutro a 10%, incluidos em parafina, seccionadas a 5 . e corados
pela Hematoxilina e Eosina. Animais de um estabelecimento fo-
ram tratados com vitamina E e selenito de s6dio. A vitamina
E foi injetada via intramuscular profunda na dose de 250 UI por
animal. O selenito de sédio foi adicionado ao sal (cloreto de s6-
dio) do cocho na proporgdo de 0,01%.

RESULTADOS

Estabelecimento 1

O surto ocorreu no més de julho de 1968, no munici-
pio de Szo Gabriel. De um lote de 140 bezerros da raca
Hereford de aproximadamente 1 ano de idade e que eram
mantidos em uma pastagem de azevém, 40 morreram. A
doenga mostrou uma evolugdo de 1 a 3 dias. Os tnicos
sintomas observados pelo veterinério local foram enrije-
cimento dos miisculos dos membros e dificuldade ambu-
latéria. Alguns animais tiveram morte stibita sem apre-
sentar sintomas. Todos os animais apresentavam um bom
estado de nutricdo. Um animal foi necropsiado apds apre-
sentar uma evolucdo do quadro clinico de 2 dias. As le-
sbes macroscépicas estavam restritas ao coragao e muis-
culos esqueléticos. Havia extensas 4reas de cor esbran-
quigada nos miisculos da coxa, lombo, no diafragma, lin-
gua e grandes massas musculares dos membros anterio-
res. Estrias esbranquicadas eram também vistas entre-
meadas as fibras do miocardio. As lesdes microscépicas
eram essencialmente de cariter degenerativo. As fibras
musculares cardiacas e esqueléticas mostravam tumefa-
¢80, contracao e coagulagio do citoplasma. Muitas fibras
mostravam hipercontracdgo segmentiria e degeneragio
disc6ide, flocular e granular (Fig.1). Calcificagdo de fi-
bras era vista com distribui¢ao disseminada e se traduzia
pela basofilia do sarcoplasma ou acimulos focais de
granulos basofilicos no interior de um grupo de fibras
(Fig. 2). Em outras ireas havia mi6lise acompanhada de
infiltrado neutrofilico entre as fibras degeneradas (Fig.
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3). Havia discreta proliferacao de células satélites e dis-
creto infiltrado linfocitirio intersticial. Os demais 6rgios
nao mostraram alteragées microscopicas.

5

Fig. 1.

Fig. 3.

Fig. 5.
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Degeneragdo flocular e granular das fibras musculares esqueléticas
do bovino do estabelecimento 1. HE, obj. 2,5.

Tecido muscular esquelético do bovino do estabelecimento 1. Dege-
neragdo, fragmentacdo e dissolugdo de fibras musculares esqueléti-
cas associadas a infiltrado polimorfonuclear neutrofilico. HE, obj.
16.

Dilata¢do dos ventriculos e presenga de manchas claras no miocdr-
dio do bovino do estabelecimento 2. H4 grandes codgulos crudricos
em ambos os ventriculos.

Ap6s o tratamento com vitamina E e selénio as mortes
cessaram e alguns animais afetados menos gravemente
recuperaram-se

Fig. 2. Degeneracao focal de fibras musculares cardfacas com deposigdo de

sais de cdlcio, do bovino do estabelecimento 1. HE, obj. 6,3.

Fig. 4. Grandes dreas esbranquicadas de degeneracdo em niisculo esquelé-

tico do bovino do estabelecimento 2.

Fig. 6. Miocdrdio do bovino do estabelecimento 2, em que wma grande drea

apresenta-se substitufda por tecido constituldo por niicleos grandes e
hipercromdticos de fibras parcialmente regeneradas. Em meio a esse
tecido vém-se restos de fibras degeneradas e infiltrado mononuclear.
HE, obj. I6.
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E'stabelecimento 2

Um caso isolado de morte siibita em uma bezerra de 18
dias de idade, da raca Pardo Suiga, ocorreu em fevereiro
de 1987 numa pequena propriedade de exploracio leiteira
no municipio de Santa Maria. O animal morreu sem apre-
sentar quaisquer sinais clinicos premonitérios e estava em
bom estado de nutricdo. Na necropsia, diversos grupos
musculares exibiam 4reas de coloragio palida em nitido
contraste com 4reas de cor avermelhada normais (Fig. 4).
Os pulmGes mostravam consisténcia aumentada e cre-
pitagdo diminuida. Na traquéia e brénquios havia uma
espuma branca e abundante; ao corte fluia grande quanti-
dade de liquido réseo. Petéquias eram vistas distribuidas
difusamente pelo timo. Coracdo com hemorragias subepi-
cérdicas. A musculatura cardfaca exibia 4reas esbranqui-
cadas em ambos ventriculos, mas de forma mais pronun-
ciada no esquerdo. Havia dilatacdo acentuada de ambos
ventriculos, com presenca de grandes coidgulos crudrios
preenchendo ambas cavidades ventriculares (Fig. 5). Os
linfonodos popliteos e pré-escapulares estavam congestos
e suculentos ao corte. As lesGes microscépicas encontra-
das nos miisculos estriados foram semelhantes as obser-
vadas no animal necropsiado no estabelecimento 1. As
lesdes cardfacas, no entanto, eram mais marcadas; o in-
filtrado mononuclear e as lesdes proliferativas regenerati-
vas de fibroplasia eram mais avancados no coracédo do
animal do estabelecimento 2. Em algumas &reas, todas as
fibras musculares normais haviam sido substituidas por
tecido densamente celular constituido por nicleos gran-
des de fibras musculares parcialmente regeneradas, proli-
feragio fibrosa e infiltrado mononuclear (Fig. 6). Em
meio a esse tecido era possivel observar-se restos de fi-
bras necréticas, alguns dos quais sendo fagocitados por
macréfagos. Era também freqiiente o aparecimento de fo-
cos de neutréfilos, geralmente em associag@o a fibras in-
dividuais em miélise. Em muitas 4reas, o parénquima
achava-se colapsado devido a perda de fibras e sobressaia
o componente fibroso do estroma (fibrose passiva). Em
outras areas, havia proliferacao de tecido conjuntivo com
fibroplasia ativa. Calcificagdo individual de fibras era
vista com freqii€ncia. Outras lesdes encontradas incluiam
marcado edema pulmonar € moderado edema e congestao
dos linfonodos. Os demais 6rgaos ndo mostravam altera-
¢Oes microscopicas.

DISCUSSAO

O diagnéstico de miopatia nutricional, nos casos aqui
descritos, baseou-se nos sinais clinicos, lesdes de necrop-
sia e histopatologia. Esses critérios estdo em conformida-
de com o que é descrito usualmente para esta doenca
(Muth 1955, Safford et al. 1956, Hadlow 1962, Hulland
1985).

No estabelecimento 1, a doenga ocorreu principal-
mente na forma musculoesquelética, a julgar pelas lesdes
vistas na necropsia e pelo tempo maior de evolucio e tipo
dos sintomas, que estdao de acordo com o que é descrito
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para essa forma (Safford et al. 1956, Hadlow 1962, Blo-
od et al. 1983). O achado desse tipo de sinais clinicos
€ lesGes associadas ao grande niimero de animais afeta-
dos, mais a evidéncia adicional de que a vitamina E e o
silénio tiveram efeito terapéutico preventivo e curativo
$a0 muito sugestivos, quanto a natureza da doenga.

No caso do animal do estabelecimento 2, a morte foi
subita e sem sinais prévios da enfermidade.

Os sinais clinicos e lesGes macro e microscépicas indi-
cam tratar-se da forma descrita como cardiaca (Safford et
al. 1956, Hadlow 1962). As lesGes de necropsia indica-
ram uma extensa degeneragdo do misculo cardfaco, as-
sociada a marcado edema pulmonar agudo. Esse iltimo
deve ter sido a causa final da morte repentina no animal.
A presenga de codgulo no ventriculo esquerdo indica in-
suficiéncia do miocardio (Robinson & Maxie 1985) e, de
fato, a insuficiéncia cardiaca € geralmente a responsével
pelo edema nesses casos (Hadlow 1962). Como a idade
do animal no estabelecimento 2 era de apenas 18 dias e
as lesbes cardiacas acentuadas, a defici€ncia nutricional
nesse caso deve ter exercido seus efeitos in utero. Lesdes
semelhantes devidas a defici€ncia de vitamina E e/ou se-
1énio tém sido detectadas em fetos de 7 meses; as maes
desses animais sdo em geral, clinicamente normais (Hul-
land 1985).

Casos isolados de lesGes cardiacas, semelhantes as
vistas no animal do estabelecimento 2, ocorrem em bezer-
ros até 6 meses de idade e sdo por vezes, atribuidas a
distirbios genéticos. Essa alterac@o, que ocorre no mio-
cardio de bezerros da raga Hereford, € denominada
““curled coated poll Hereford cardiomiopathy” e € mor-
fologicamente indistingiiivel da miopatia de origem nutri-
cional (Robinson 1987). No entanto, dois pontos indicam
que no nosso caso trata-se realmente de miopatia nutricio-
nal: 1) nao hé relatos da doenga genética na ragca Pardo-
Suiga e 2) na doenga genética as lesGes sdo restritas ao
coragao; no nosso caso, as lesGes eram mais acentuadas
no coragdo, mas ocorriam também nos misculos esquelé-
ticos.
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CARACTERISTICAS DA CURVA OVQLAT()RIA ESTACIONAL EM
EGUAS DE ABATE NA REGIAO SUL DO BRASIL!

CARLOS ANTONIO MONDINO SILVAZ2, JOAQUIM LOPES DE ALDA3, JOA0O EUGENIO
CORREA DE SA4, PAULO ROBERTO GADENS#4, RICARDO ARSENTALES ESQUERRES
€ MARA IOLANDA BATISTELLA RUBINS

ABSTRACT.- Silva C.A.M., Alda J.L., S4 J.E.C., Gadens P.R., Esquerre R.A. & Rubin M.L.B.
1988. [ Characteristics of the equine seasonal ovulatory curve. A study performed in
slaughtered mares from southern Brazil. ] Caracteristicas da curva ovulatdria estacional em
éguas de abate na Regido Sul do Brasil. Pesquisa Veterindria Brasileira 8(3/4):57-60. Depto Clinica
de Grandes Animais, Univ. Fed. Sta Maria, 97119 Santa Maria, RS, Brazil.

The ovaries of 1,374 mares collected at an abattoir were examined for gross evidente-of
ovulation such as hemorrhagic or luteal bodies. The examinations were carried out from February
1984 to February 1985 in mares from the States of Rio Grande do Sul, Santa Catarina and Parana.
The ovulatory rates observed for 1984 were 54.41% in February; 49.61% in March; 32,74% in
April; 28.57% in May; 6.85% in June; 3.06% in July; 6.0% in August; 9.65% in September; 30.77%
in October; 40.32% in November and 51.69% in December. In January and February of 1985 the
ovulation rates observed were respectively 43.01% and 43.48%. Of all ovulations 50.12% occurred

in the right ovary and 49.88% in the left ovary. There was 6.97% of multiple ovulations.

INDEX TERMS: Mare, oestrous cycle, physiology.

SINOPSE.- Os ovdrios de 1374 éguas de abate, procedentes dos
Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parand, foram
examinados no periodo de fevereiro de 1984 a fevereiro de 1985,
verificando-se a presenga de corpos hemorrigicos ou corpos
Idteos, expressada em ovulagdes. Foi observada uma taxa de
54,41% de ovulagbes no més de fevereiro de 1984; 49,61% em
margo; 32,74% em abril; 28,57% em maio; 6,85% em junho;
3,06% em julho; 6,0% em agosto; 9,65% em setembro; 30,77%
em outubro; 40,32%; em novembro; 51,69% em dezembro;
43,01% em janeiro de 1985 ¢ 43,48% em fevereiro. Do total de
ovulagdes, 50,12% ocorreram no ovério direito e 49,88% no
ovério esquerdo. Observou-se, ainda, um total de 6,97% de
ovulagdes miiltiplas.

TERMOS DE INDEXACAO: Eguas, ciclo estral, fisiologia.

INTRODUCAO
A égua apresenta um comportamento reprodutivo poliés-

1 Aceito para publicagio em 27 de outubro de 1987.
Trabalho financiado pelo BANCO BOZANO SIMONSEN S.A., dentro do
Projeto Dr. Bozano na 4rea de Patologia de Fisiologia da Reproducdo Eqiii-
na.
2 Depto Clinica de Grandes Animais, Centro de Ciéncias Rurais, Univ.
Fed. Sta Maria (UFSM), 97119 Santa Maria, Rio Grande do Sul.
3 Veterin4rio-Residente do Haras Santa Maria de Araras, Sdo José dos
Pinhais, Parani. )
4 Veterinarios estagi4rios do Haras Santa Maria de Araras.
5 Curso de Pés-Graduagio em Medicina Veterin4ria, 4rea de Fisiopa-
tologia da Reprodugdo, UFSM,
Depto Clinica de Grandes Animais, C.C. Rurais, UFSM, Bolsista do
CNPq.
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trico estacional, possuindo um periodo 6timo de fertilida-
de no fim da primavera e nos meses de verdao (Osborne
1966, Van Niekerk 1967, Hughes & Stabenfeldt 1971,
Silva 1978). Tal comportamento deve-se a estimulos
externos (fotoperfodo, temperatura) e internos (nutrigao)
(Hughes et al. 1972, Allen & Newcombe 1977, Silva
1978) que atuam a nivel do hipotidlamo; assim, durante o
inverno, com o fotoperiodo diminuindo, baixa temperatu-
ra e pouca disponibilidade natural de alimento, o hipot4-
lamo geralmente ndo atua com os fatores liberadores de
gonadotropinas (GnRH) ou os libera em muito pouca
quantidade. Nestas condig¢Ges, 0s ovarios apresentam-se,
entdo, pequenos e inativos (Allen & Newcombe 1977,
Silva 1978). Algumas vezes, entretanto, verifica-se uma
ligeira atividade folicular, mas os foliculos continuam
pequenos e a ovulagdo nao ocorre. O colo do titero estéd
seco e anémico, assemelhando-se ao colo da égua ges-
tante, embora as vezes se parega com aquele da égua em
diestro (Lieux 1970).

Hughes et al. (1972) observaram trés grupos de éguas;
um grupo apresentava ciclos regulares durante o ano in-
teiro, um segundo grupo de éguas com um periodo ciclico
e aciclico bem definidos € um terceiro grupo de éguas
poliéstricas estacionais com ciclos irregulares no inverno
e comego da primavera.

Apés o inverno, quando o fotoperiodo comeca a au-
mentar, assim como a disponibilidade de alimentos, € o
clima torna-se menos rigoroso, sao enviados estimulos ao
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hipotidlamo, que entfio comega a produzir e liberar o
GnRH que atua sobre o 16bulo anterior da hipéfise. Esta,
por sua vez, comega a liberar as gonadotropinas (FSH e
LH), promovendo o desenvolvimento de foliculos nos
ovérios e manifestagdes de cio Estes primeiros cios, no
entanto, muitas vezes sdo prolongados, com duragio de
mais de 10 a 20 dias, podendo, em raras ocasiGes, chegar
a 100 dias, devido a uma fungdo parcial da hipéfise que
embora apta a produgdo do FSH, ainda nio se encontra
capacitada para produzir € secretar o LH necessério para
a maturacdo folicular e a ovulagao (Silva 1978); no fim
da primavera os ciclos tornam-se regulares.

Osborne (1966), estudando a curva de ovulagdo de
éguas na Austrélia, observou uma diminui¢cio no ndmero
de ovulagGes a partir do més de abril, que comegou a au-
mentar a partir do més de outubro, alcangando os valores
méaximos nos meses de dezembro, janeiro e fevereiro.

Esse fato poderia levar alguém a pensar que uma sim-
ples mudanga na estagdo de monta do Cavalo Puro San-
gue de Corrida para os meses mais favoriveis seria bené-

fica. Resta saber se exclusivamente uma melhor utiliza-

cao dos ciclos estrais seria motivo suficiente para isso.

O objetivo deste trabalho foi o de verificar até que
ponto, nas nossas condi¢des clim4ticas, a influéncia esta-
cional agiria sobre a fungéo ovariana no decorrer do ano.

MATERIAL E METODOS

Os ovdrios de 1374 éguas, procedentes dos Estados do Rio
Grande do Sul (70%), Santa Catarina (17%) e Parand (13%) e
abatidas no Frigorifico Yukijirushi do Parand S.A., em Curitiba
(PR), no periodo de fevereiro de 1984 a fevereiro de 1985, foram
submetidos a exame macroscépico imediatamente apds o abate.
Cada ovidrio foi examinado a fim de verificar-se a existéncia de
corpos hemorrégicos ou corpos liteos que revelassem ovulagdes
recentes e o total foi expresso em percentagens mensais. Com-
putou-se, também, o ndimero de ovulagdes simples e miltiplas,
bem como o ovério em que ocorreu a ovulagao.

RESULTADOS

Observa-se na Fig. 1 uma predominéncia das éguas pro-
cedentes do Estado do Rio Grande do Sul (70%), segui-
das pelas éguas procedentes de Santa Catarina (17%) e
Parani (13%).

Na Fig.2 observa-se uma curva ovulatéria bem defini-
da durante o ano, com percentagens de ovulagdo minimas
nos meses de inverno e comego da primavera e méximas
no fim de primavera e durante o verao.

No Quadro 1 observa-se uma grande queda no nimero.
de ovulagbes a partir do més de abril (32,74%), alcan-
cando o valor minimo no més de julho (3,06%); poste-
riormente, a partir do més de outubro, observa-se uma re-
cuperacdo na taxa de ovulagbes (30,77%), alcangcando
valores méximos nos meses de dezembro (51,69%), janei-
ro (43,01%), fevereiro (48,94%) e margo (49,61%).

No Quadro 2 observa-se que, de um total de 402 ovu-
lagGes, 374 (93,03%) foram simples e 28 (6,97%), muilti-
plas.
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Fig. 1. Procedéncia das 1374 éguas examinadas durante os me-

ses de fevereiro de 1984 a fevereiro de 1985.
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Fig. 2. Variacdo mensal dos tndices de ovulacdo obervados em

1374 éguas de abate no perfodo de fevereiro de 1984 a
Jevereiro de 1985.

No Quadro 3 observa-se que quase ndo hi diferenga
entre as ovulagdes ocorridas no ovario direito (50,12%) e
no ovério esquerdo (49,88%).

DISCUSSAO

Observou-se uma grande influéncia da época do ano so-
bre a taxa de ovulagdo das éguas examinadas, sendo os
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Quadro 1. Valores correspondentes ao total de éguas examinadas, ovuladas
e percentagem de ovulacdo desde fevereiro de 1984 até fevereiro de 1985

Eguas
Meés Ao Examinadas  Ovuladas % de
n n ovulagdo

Fevereiro 1984 68 37 54,41
Margo 1984 129 64 49,61
Abril 1984 113 37 32,74
Maio 1984 147 42 28,57
Junho 1984 146 10 6,85
Julho 1984 98 3 3,06
Agosto 1984 100 6 6,00
Setembro 1984 114 11 9,65
Outubro 1984 117 36 30,77
Novembro 1984 62 25 40,32
Dezembro 1984 118 61 51,69
Janeiro 1985 93 40 43,01
Fevereiro 1985 69 30 43,48
Total 1374 402

Quadro 2. Valores e percentagens de ovulagoes simples e miltiplas observa-
das nas éguas examinadas entre fevereiro de 1984 e fevereiro de 1985

Jvulagoes n %

Simples 374 93,03
Myltiplas 282 6,97
Total 402 100,00

2 Cinco correspondem a ovulagSes no ovério esquerdo e 23 a ovulages em
ambos os ovirios.

Quadro 3. Valores totais e percentagens das ovulagdes ocorridas em
cada ovdrio ds éguas examinadas entre fevereiro de 1984

e fevereiro de 1985
Ovulagdes Total
Ovirio
Simples Miiltiplas n %
Esquerdo 1842 282 212 49,88
Direito 1902 232 213 50,12
Total 374 28b 425 100,0

2 Nio houve diferenca estatisticamente significativa.
b Do total de 28 ovulagdes miltiplas, 23 casos correspondem a uma ovula-
¢30 em cada ovério e cinco s6 do ovério esquerdo.

meses de inverno os que apresentaram menor incidéncia
de ovulagoes.

Embora se tenha alcangado baixa incidéncia de ovula-
¢ao nos meses de junho (6,85%), julho (3,06%), agosto
(6,0%) e setembro (9,65%), sempre se observou que al-
gumas éguas ovularam, o que € uma indicagdo segura de
que o anestro estacional nao é absoluto. Sempre serdo
encontradas éguas que se comportam como poliéstricas
anuais. As observagdes aqui verificadas concordam com
as de Osborne (1966) e Hughes et al. (1972).

Observou-se uma diminui¢do na taxa de ovulacdo a
partir do més de margo, os valores menores entre os me-
ses de junho a setembro, a elevagao do mimero de ovula-
¢bes a partir do més de outubro, para chegar aos maiores
valores nos meses de dezembro a fevereiro.

Se for considerada a «-tacdo de monta oficial do ca-
valo Puro Sangue de Corrida (PSC) - de 15 de agosto a
15 de janeiro - (Fig. 2), observa-se que os primeiros me-
ses mostram taxas de ovulacdo muito insatisfatérias, fi-

cando os melhores fndices j& no fim e até fora da estagio
de monta. Esta simples constatagido poderia servir de ra-
z30 para que se pensasse numa possivel mudanga de esta-
¢do de monta para uma &poca mais favordvel. Ocorre
que, através de medidas adequadas de manejo, como por
exemplo a alteragao artificial do fotoperiodo, o problema
do anestro estacional e dos cios prolongados anovulaté-
rios do infcio da estagdo de monta podem ser facilmente
contornados (Silva 1980). Deve-se considerar, ainda, e
dar énfase especial ao fato de que um dos poucos pro-
blemas que se tem com a estacdo de monta iniciando em
agosto € o do ciclo estral. E este, como, j4 foi dito, & um
problema facilmente contornével.

Quando se trabalha seriamente na criagdo do cavalo
PSC, nao se deve jamais esquecer que tudo € importante
(alimentacao, garanhées, guas vazias, éguas gestantes,
éguas com seus produtos, potrancas retornando das pis-
tas, os produtos e, especialmente, a satide dos animais e
seu manejo). Uma eventual mudanca da estagdo de monta
traria consigo a impossibilidade das éguas poderem utili-
zar as pastagens de inverno de alta qualidade que se po-
dem cultivar nas regides mais ao sul do pais, onde estio
hoje sediadas a maioria das éguas PSC do Brasil, isto &,
em conjunto, do Rio Grande do Sul ao Parani. O desen-
volvimento dos produtos nos seus trés a quatro primeiros
meses de vida - fase de maior desenvolvimento relativo
entre o nascimento e a idade adulta - depende quase ex-
clusivamente da produgdo lictea da mae, que € forte-
mente influenciada pela qualidade da pastagem. Como
essas pastagens t€m sua produgio incrementada entre
agosto € novembro, torna-se interessante que os produtos
venham a nascer, se possivel, entre julho e agosto de ca-
da ano.

No presente estudo foram encontradas 50,12% das
ovulagdes no oviério direito e 49,88% no esquerdo, ou
seja, o mimero de ovulacdes simples e miiltiplas nao de-
pendeu do oviério esquerdo ou direito (P = 0,05).

Concluindo, pode-se dizer que, em condigGes naturais,
o fotoperiodo exerce grande influéncia sobre o ciclo es-
tral das éguas, ficando a maior parte delas num estado de
anestro durante o inverno, embora uma pequena percen-
tagem mostre ciclos ovulatdrios. Esses dados de observa-
¢ao por si s6 justificam a utilizacdo de um programa de
iluminag@o artificial fixo de 15-16 horas de luz por dia
(Silva 1980).

Agradecimentos.- Ao Frigorifico Yukijirushi do Parani S.A., pela oportu-
nidade da realizagZo do presente trabalho.
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INTOXICACAO EXPERIMENTAL PELAS FOLHAS E EXTRATOS DE
Thiloa glaucocarpa (Combretaceac) EM COELHOS!

CARLOS HUBINGER TOKARNIA2, PAULO VARGAS PEIXOTO3 e JURGEN DOBEREINER4

ABSTRACT.- Tokarnia C.H., Peixoto P.V. & Dobereiner J. 1988. [Experimental poisoning of
rabbits by the leaves and extracts of Thiloa glaucocarpa (Combretaceae).] Intoxicacio
experimental pelas folhas e extratos de Thiloa glaucocarpa (Combretaceae) em coelhos. Pesquisa
Veterindria Brasileira 8(3/4):61-74. Depto. Nutrigdo Animal, Univ, Fed. Rural do Rio de Janeiro
and Embrapa-UAPNPSA, Km 47, Seropédica, Rio de Janeiro 23851, Brasil.

The dried leaves and extracts (tannins) of Thiloa glaucocarpa were given by stomach tube to 28
and 12 rabbits, respectively. In these experiments it was determined that the rabbit is susceptible to
poisoning by the leaves of 7. glaucocarpa. With a single administration 9 of 22 rabbits died; one
rabbit was sacrificed at the end of the experiment. In experiments with repeated administrations,
four of six rabbits died, two others being sacrified at the end of the experiment. In all experiments
in which the rabbits died, the course of the poisoning was acute (maximum 33 hrs). The
clinical-pathological picture of experiments with single or repeated administrations, showed
changes predominantly in the gastrointestinal tract and the liver. Mild lesions were also seen in the
kidney.

It was also verified that the rabbit is susceptible to poisoning by the extracts (tannins) obtained
from the leaves of T. glaucocarpa. With a single administration three of five rabbits died, and with
repeated administrations, four of seven rabbits died; three rabbits were sacrificed when the
experiment was terminated. In all experiments with a single administration, ending with the death
of the animals, the course of the poisoning was acute (maximum 24 hrs). In experiments with
repeated administrations, ending with the death of the animals, the course was acute (12h) in one
experiment, and longer (3 and a half to 6 days) in three others. In these experiments with single or
repeated administrations, liver lesions predominated, with very slight renal lesions: repeated
administrations also produced lesions of the digestive tract.

It is concluded from these experiments, that tannins have a noxious action similar to that of the
leaves when given to rabbits, and that tannins constitute the toxic principle of T. glaucocarpa, in
regard to the rabbit. It is also concluded, that it can not be confirmed that these tannins are
responsible for the clinical-pathological picture of poisoning by T. glaucocarpa in bovines, where
lesions of the kidneys and the digestive tract predominate, with some hepatic lesions also being
found. Experiments with other plants suggest that this hypothesis is correct, for instance, in the
poisoning by Vernonia mollissima, depeding on the animal species, the course of the poisoning and
the dose given influence whether liver or renal lesions predominate.

INDEX TERMS: Poisonous plants, experimental plant poisoning, Thiloa glaucocarpa, Combretaceae, rabbits,
pathology, tannins.

SINOPSE.- As folhas dessecadas ¢ extratos (taninos) de Thiloa
glaucocarpa Eichl. foram administrados por sonda gdstrica a 28 e
12 coelhos, respectivamente. Nesses experimentos foi veriticado
que o coelho € sensivel a intoxicacao pelas folhas de 7. glauco-
carpa. Com administracoes tnicas morreram 9 dos 22 coelhos;
adicionalmente, um coelho foi sacrificado apds o experimento;
com administragdes repetidas morreram 4 dos 6 coelhos; 2 outros
foram sacrificados. Em todos os experimentos que terminaram

1 Aceito para publicagio em 10 de novembro de 1987.
Departamento de Nutrigio Animal, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro Km 47, Seropédica, RJ 23851; bolsista do CNPq
(305010-76/VT).
3 Pesquisador bolsista, Unidade de Apoio ao Programa Nacional de
Pesiuisa em Satide Animal (UAPNPSA), Embrapa.
Embrapa-UAPNPSA, Km 47, Seropédica, Rio de Janeiro 23851.
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com éxito letal, a evolugdo da intoxicagao foi aguda (no méximo
33 horas). Tanto com as administracdes tinicas como as repetidas,
predominavam, no quadro clinico-patoldgico, alteragoes relativas
ao tubo digestivo e ao figado e havia, em grau leve, lesdes renais.

Foi verificado que o coelho € também sensivel & intoxicagao
pelos extratos (taninos) obtidos das folhas de T. glaucocarpa.
Com administrages tinicas morreram 3 dos 5, e com administra-
¢oes repetidas, 4 dos 7 coelhos; 3 outros foram sacrificados apés
o experimento. Em todos os experimentos com administragoes
tGnicas e éxito letal, a evolucao da intoxicagdo foi aguda (no ma-
ximo 24 h); nos de administragdes repetidas com éxito letal, em
um caso foi aguda (de 12 h) e nos outros 3 casos variou de 3 e
meio a 6 dias. Tanto nas administragGes {inicas como nas repeti-
das, predominavam alteracOes hepéticas e havia, em grau muito
leve, lesGes renais; com administragOes repetidas havia, ainda,
alteragdes do tubo digestivo.
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Concluiu-se, por esses experimentos, que os taninos possuem
agdo nociva semelhante a4 das folhas quando administrados a
coelhos, e que, portanto, taninos constituem o principio téxico de
T. glaucocarpa em relagio ao coelho. Concluiu-se, também, que
ndo se pode afirmar que esses taninos sejam responséveis pelo
quadro clinico-patolégico da intoxicagio por Thiloa glaucocarpa
nos bovinos, em que predominam alteragdes renais e do tubo di-
gestivo, mas em que h4 também lesdes hepéticas. No entanto, ex-
perimentos com outras plantas sugerem que essa hipStese seja
verdadeira, visto que, na intoxicagdo por Vernonia mollissima
Don, por exemplo dependendo da espécie animal, da evolugio da
intoxicag@o e da dose empregada, podem-se obter quadros pre-
dominantemente hepatotéxicos ou predominante nefrotéxicos.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Plantas téxicas, jntoxicagio experimental
por planta, Thiloa glaucocarpa, Combretaceae, coelho, patologia, taninos.

INTRODUCAO

No Brasil, a planta nefrotéxica mais importante, sob o
ponto de vista agropecudrio, € Thiloa glaucocarpa, &rvo-
re arbustiva da familia Combretaceae, conhecida vulgar-
mente pelos nomes ‘“‘sipatba’ e ‘‘vaqueta’. E uma das
plantas téxicas mais importantes da Regido Nordeste do
Brasil, ocorrendo desde o Piaui, Cear, até ao oeste da
Bahia e nordestc de Minas Gerais, sempre nas caatingas.
(Tokarnia et al. 1981, e dados na@o publicados).

Essa planta € a causa de doenca em bovinos, conhe-
cida pelos nomes populares de ‘‘popa inchada”, “venta
seca’”, “mal da rama” ou ‘“mal da rama murcha”. A
doencga é observada anualmente e ocorre sob a forma de
surtos no comeco da estagdo chuvosa (inverno).

Sob condigdes naturais, a intoxicacdo por 7. glauco-
carpa é observada somente em bovinos € nao ocorre, de
acordo com nossas observagdes, nem nos caprinos, exis-
tentes em grande quantidade naquelas mesmas regides,
nem em outras espécies animais.

Experimentalmente, tem sido reproduzido o quadro da

. intoxicacéo por 7. glaucocarpa em bovinos (Tokarnia et
al. 1981).

O presente estudo € constituido de duas partes. Na
primeira, as folhas dessecadas de 7. glaucocarpa foram
administradas por via oral (por sonda intrag4strica) a coe-
lhos, para verificar se eles s@o sensfveis 2 intoxicagido por
essa planta, e qual o quadro clfnico-patolégical produzido
por ela nessa espécie animal.

Na segunda parte, extratos (taninos) preparados a par-
tir das folhas de 7. glaucocarpa foram administrados por
via oral (por sonda intragéstrica) a coelhos, com o fim de
verificar se com tais extratos seria possivel reproduzir o
quadro clfnico-patolégico provocado pelas folhas, e pela
comparagao dos quadros clinico-patolégicos, verificar, se
esses taninos poderiam ser ou nao o principio téxico de
T. glaucocarpa, responsével pela sua toxidez tanto para
coelhos como para bovinos.

MATERIAIS E METODOS

Em relacéo as folhas

As folhas ou a brotagdo de Thiloa glaucocarpa, colhidas no
Piauf (municfpios de Castelo e de Pimenteiras), Ceard (mun.,
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Aracati e Forteleza), Bahia (mun. Barra e Mopara) e Minas Ge-
rais (mun. Itinga), nos anos de 1979 a 1986, foram dessecadas
inicialmente 4 sombra, em temperatura ambiente, e, mais tarde,
em estufa a 40-45° durante 2 a 3 dias. Em seguida, foram pulve-
rizadas em moinho Wiley com malha 60 e finalmente conservadas
em vidros fechados com tampa plistica e guardados em tempe-
ratura ambiente.

Em relacao aos extratos

Usamos em nossos experimentos a fragao 3, obtida por Ita-
kura et al. (1987) durante os trabalhos de isolamento do(s) prin-
cipio(s) t6xico(s) de Thiloa glaucocarpa. Essa fragio foi extraida
das folhas dessecadas, com metanol; o extrato foi lavado com
cloroférmio, e depois dialisado contra. 4gua corrente. Uma fragao
nio dialisdvel foi cromatografada sobre coluna de Sephadex LH-
20. Foram obtidas 5 fragdes, uma das quais foi Fragao 3. Da Fra-
¢do 3 foram obtidos compostos 1 e 2, que foram identificados
como os taninos vescalagina e castalagina, respectivamente.

Além desses compostos, outros taninos foram isolados, de
outras fracoes de T. glaucocarpa, ¢ foram identificados como
stachyurina (Composto 3) e casuarinina (Composto 4). Estes tl-
timos ndo foram testados por nés. ,

Tanto as folhas e a brotagdo, como os extratos (taninos), fo-
ram administrados aos coelhos em doses tnicas ou em doses re-
petidas (duas ou mais administragdes), previamente determinadas,
por meio de um funil de separagdo adaptado a uma sonda intra-
géstrica, conforme técnica descrita anteriormente (D6bereiner et
al. 1976). Os coelhos eram mantidos em gaiolas individuais e re-
cebiam, como alimento, ragdo comercial, capim e dgua.

Apés a administragdo da planta, os animais eram observados
durante a maior parte do dia. Nos casos de morte, fazia-se a ne-
cropsia, complementada por coleta de material para exames his-
topatol6gicos. Esse material era fixado em formol a 10%, inclui-
do em parafina e corado pela hematoxilina-eosina (HE).

RESULTADOS

Os principais dados sobre os experimentos com as folhas
e a brotagdo bem como com os extratos (taninos) de 7Thi-
loa glaucocarpa constam dos Quadros 1 a 3, ¢ 4 a 6, res-
pectivamente.

Experimentos com as folhas de Thiloa glaucocarpa
Experimentos com administracées tinicas

Verificou-se que, dos 22 coelhos que receberam doses
tnicas, 17 adoeceram, dos quais 9 morreram; adicional-
mente, um dos animais que adoeceram € se recuperaram,
foi posteriormente sacrificado (Coelho 990).

A quantidade de folhas ou brotagdo necessiria para
causar a morte dos coelhos variou bastante. A menor do-
se que causou a morte foi de 2g/kg - brotagéo procedente
dos municipios de Castelo, Piaui (Coelho 599) e de Ara-
cati, Ceard (Coelho 605) - e a maior dose que nio causou
a morte foi de 6 g/kg - brotagéo procedente dos munici-
pios de Itinga, Minas Gerais (Coelho 794), de Mopara,
Bahia (Coelho 810) e de Fortaleza, Ceara (Coelho 990) e
folhas maduras procedentes do municipio de Barra, Bahia
(Coelho 797). '

Nos experimentos com as folhas ou brotagao em doses
dnicas com éxito letal, os coelhos adoeceram dentro de
até 30 horas (dificil de se. determinar exatamente) € a
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Quadro 1. Experimentos em coelhos com as folhas ou brotagdo dessecada de Thiloa glaucocarpa. Doses e manifestagoes clinicas

Coelho Planta administrad Sintomas o
Ne Peso Data da Quantidade  Dose Infcio dos Evolugio Morte ap6s Recuperado apés Manifestagées
(reg. SAP)? adminis- (2 (g/kg) sintomas (1%) admi- administragao
tragao ap6s (1%) nistragdo da planta
administra- (ApSs ...)
gdo S
Experi com admini Ges tinicas
Brotagao col. dez. 1979 no municipio Castelo, Piaui
597 4150 16.01.80 28 7 6h30 min = 3h40 min * 10h10 min - Nao foram vistos. Foi encontrado morto em deciibido esterno-abdomi-
(22699) nal; com abdémen volumoso, sinais externos de diarréia.
598 4000 16.01.80 28 7 10h10 min 25 min 10h35 min - Deitado em dewibito esterno-abdominal; com abdd vol ; sem
(22700) sinais externos de diarréia. Encostou focinho no chio e morreu nessa
posigdo
599 3850 17.01.80 7,7 2 t 24h *+21h * 45h - Anorexia. Foi do morto em deciibito lateral
(22701)
603 3600 29.01.80 3,6 1 - - - - Sem sintomas
604 3900 29.01.80 1,95 0,5 - - - - Sem sintomas
Folhas * maduras col. nov. 1979 no mun. Pimenteiras, Piauf
600 3550 17.01.80 7,1 2 - - - - Sem sintomas
601 4600 29.01.80 18,4 4 29h22 min 2 min 29h24 min - Estava calmo. De repente teve ataque convulsivo, caiu de lado, deu 2
(22702) gritos baixos, € morreu
602 4400 29.01.80 26,4 6 + 24h = 19h30 min - 43h30 min - Esteve parado o dia todo com anorexia. Ndo defecou. Foi encontrado
(22703) morto.
Brotagéo col, 5-11.2.80 no mun. Aracati, Ceard
605 3900 02.07.80 7,8 2 13h30 min % 13h30 min =+ 27h - Abddmen volumoso. Ficou em decibito lateral e foi do morto
(22748) nessa posigao
608 3650 28.05.80 14,6 4 8h30 min * 19h * 27h30 min - Foi observado que estava com abd vol . Foi d
(22734) morto, em decibito lateral
613 3500 14.05.80 7 2 - - - - Sem sintomas
620 2550 31.07.80 2,55 1 - - - - Sem sintomas
Folha madura, col. 9.8.84, na Faz. Vale do Sol, no mun. Barra, Bahia
797 3050 19.09.84 27,75 6 £ 72h * 4 dias - 7 dias Anorexia varidvel durante aprox. 4 dias. Fezes sob forma de bolotas em
pequena quantidades e escuras. Ndo urinou durante 2 desses dias. Desta
ira ad 1 mas se perou
Brotagdo, col. 17.10.84, em Agua Fria dos Sobrados, no mun. Itinga, Minas Gerais
794 3320 29.11.84 19,92 6 + 24h° 8 dias - 9 dias Anorexia varidvel durante aprox. 8 dias. Fezes sob forma de bolotas
em idade menor, ho normal, ndo urinou alguns dias.
Desta ira ad leve a moderad: mas se recuperou
Brotagéo, col. 13.12.84, no mun. Mopara, Bahia
762 4300 01.02.85 17,2 4 * 48h 2 dias - 4 dias Anorexia variivel durante 2 dias. Fezes sob forma de bolotas em menor
idade ¢ menor ho, de cor normal. Nio urinou em um desses
dias. Desta ira ad 1 mas se p
796 2780 18.01.85 16,7 6 10h45 min 33h 43h45 min - Anorexia. Foi encontrado morto
(23445)
810 3050 14.03.85 27,75 6 =+ 48h 3 dias - 5 dias Anorexia vari4vel durante 3 dias. Fezes sob forma de bolotas em menor

Brotagio, col. em abril 1987, no mun. Fortaleza, Cear

quantidade e tamanho, escuras. Sempre urinou. Desta maneira adoeceu
levemente, mas se recuperou

982 2750 14.05.87 - 4 * 24h +48h - 3 dias S6 anorexia moderada durante 2 dias
989 2780 12,05.87 - 2 =+ 24h * 48h - 3 dias S6 anorexia leve durante 2 dias N
990 3050 20.05.87 - 6 + 24h 4 dias Sacr. em 13.8.87 5 dias Anorexia da durante 3 dias, moderada durante 1 dia; durante
(24298) esse perfodo fezes em quantidade moderada e sob forma de bolotas pe-
quenas/médias
994 2550 27.05.87 - 3 + 24h 7 dias - 8 dias Anorexia acentuada durante 3 dias, mais 4 dias com anorexia moderada;
durante esse perfodo fezes em quantidade peq /moderada sob forma
de bolotas de tamanho pequeno/médio
1014 2920 29.07.87 - 6 + 24h 26h 50h - A ia; irrequieto 15 mi antes de morrer
(24285)
Experi com 2 admini O
Brotag3o col. abril 1987, no mun. de Fortaleza, Cear4
956 3340 11.08.87 - 3 * 24h 24h 48h - Teve anorexia da, ndo defe Parado. Amanh morto no 32
(24279) 12.08.87 3 dia do experimento
987 3100 21.05.87 - 3 + 24h 24h 48h - Anorexia, poucas fezes. Morreu no infcio do 32 dia do experimento sem
(24223) 22,05.87 3 outras manifestagoes
993 2600 27.05.87 - 3 * 24h 24h 48h - Arorexia, poucas fezes. Amanheceu morto no 32 dia do experimento
(24232) 28.05.87 3
995 2370 27.05.87 - 6 * 24h 48h 72h - Anorexia, poucas fezes sob forma de bolotas pequenas e escuras. No 42
(24233) 29.05.87 1,5 dia do experimento amanheceu morto
Experimentos com mais de 2 administrages
Brotag3o col. em abril 1987, no mun. Fortaleza, Cear4
998 3050 14.05.87 até - 2 glkg/ - - Sacr. no 242 dia, isto é - Praticamente néo adoeceu
(24242) 05.06.87 diério no dia seguinte da dltima
x23 administragdo da planta
999 2550  27.05.87 até - 3 g/kg/ - - Sacr. no 162 dia, isto é - Praticamente n4o adoeceu
(24243/44) 10.06.87 difrio no dia seguinte da dltima
x15 administragdo da planta

3Material histopatol6gico registrado no Setor de Anatomia Patol6gica da Unidade de Pesquisa em Satide Aniaml (UAPNPSA) da Embrapa.

morte se deu dentro de até 50 horas ap6s a administragéo
da planta.

Nos experimentos com é&xito letal, em que os coelhos
morreram dentro do prazo de até 30 horas apSs a admi-
nistragdo da planta, os sintomas observados foram princi-
palmente abddmen volumoso (7 g/kg da brotagédo - Coe-
lho 597; 7 g/kg da brotagao - Coelho 598; 2g/kg da bro-
tagdo - Coelho 605; 4 g/kg da brotagao - Coelho 608);

num deles (Coelho 597) observou-se adicionalmente diar-
réia; em um outro foi observado somente ataque convul-
sivo (4 g/kg das folhas mais ou menos maduras - Coelho
601). Nos coelhos que morreram entre 30 e 50 horas apés
a administragdo da planta (2 g/kg da brotagao - Coelho
599; 6 g/kg das folhas mais ou menos maduras - Coelho
602; 6 g/kg da brotagdo - Coelho 796; 6 g/kg da brotagado
- Coelho 1014) observou-se somente anorexia.

Pesq. Vet. Bras. 8(3/4):61-74. 1988
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Quadro 2. Achados de necropsia na intoxicagdo experimental com as folhas ou brotagdo de Thiloa glaucocarpa em coelhos

Coelho Dose da Figado Rins Aparelho digestivo
N2 planta -
(reg. SAP) administrada Coloragio Lobulagio  Pélidos ou Escuros Est6mago Intestino Ceco Célon
g/kg delgado
Experi Iministracées tinicas
597 7 Externamente - Externamente com manchas - Muito dilatado, Conteddo liquido,
(22699) e ao corte vermelhas. Epitélio deixa-se com muito gés e inclusive no reto
mais claro raspar. Prépria avermelhada conteddo lfquido
598 7 Externamente - Externamente com 4reas de - Muito dilatado, Conteiido l{quido,
(22700) € ao corte infiltracdo hemorrégica, com conteiido no reto cremoso
mais claro outras de congestdo. Mucosa liquido
com erosdes e ireas
avermelhadas
599 2 - - - - - Bolotas endurecidas
(22701) no c6lon e reto
601 4 Cor cinza- - Areas avermelhadas na - - -
(22702) amarelada mucosa
602 6 Externamente - Externamente 4rea avermelhada. Com contetido Conteddo Reto com bolotas
(22703) € ao corte Na mucosa petéquias e dreas Ifquido levemente  semilfquido deformadas
mais claro avermelhadas marrom ressequidas
605 2 Coloragdo mais - - - - -
(22748) clara
608 4 Cor clara - Parede edemaciada, mucosa - Contetido liquido  Contedo liquido
(22734) parcialmente avermelhada com
membranas difterides sobre
grandes 4reas
796 6 - - Na regido pilérica mucosa Os 30 cm iniciais Contetido Contetido
(23445) coberta por sangue com conteddo normal normal
vermelho (sangue)
990 6 - - - - - -
(24298)
1014 6 Mais claro Parte interna Um quarto da superficie - - -
(24285) da cortical da mucosa com material
mais escura fridvel aderido
Experi agoes
956 3x2 Mais escuro - - - - -
(24279) (vermelho-
marrom escuro)
987 3x2 - - - - - Contexido bastante
(24223) ressequido e repleto
993 3x2 Mais escuro Cor de beterraba  Mucosa espessada de cor - - -
(24232) vermelho-escura, conteiido
escuro
995 6 x1 - Coloragido de - - - -
(24233) 1,5x1 beterraba
Experimentos com mais de 2 administracoes
998 2x23 Bemescuro Levemente escuros - - - -
(24242) (marrom-preta)
999 3x14  Muito escuro Rins escuros, com - Com mucosa de cor - -
(24243/44) (verde musgo tonalidade um vermelho-escura
escura) pouco mais
avermelhada

2 + Alteragdo presente, — alteracio ausente.
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Necrose massiva da porcao superficial da mucosa (setas)
e leve edema da submucosa do estomago. Intoxicagao ex-
perimental por Thiloa glaucocarpa (folhas) (Coelho 605,
SAP 22748). HE, obj. 2,5.

Lesdo mostrada na Fig. 2, com maior aumento, detalhan-
do a larga faixa de hepatécitos tumefeitos ou em lise (se-
tas). (Coelho 995, SAP 24233). HE, obj. 6,3.

Trombos hialinos em pequenos vasos no cértex renal (se-
tas). Intoxicagao experimental por T. glaucocarpa (folhas)
(Coelho 608, SAP 22734). HE, obj. 16.

Fig. 2. Figado com necrose e hemorragia centrolobulares (setas),

circundadas por larga faixa de hepatécitos muito tume-
feitos ou em lise. Intoxicagao experimental por T. glauco-
carpa (folhas) (Coelho 995, SAP 24233). HE, obj. 2,5.

Fig. 4. Aciimulo de pigmento de cor marrom-amarelado no cito-

plasma de células multinucleadas (setas). Intoxica¢ao ex-
perimental por T. glaucocarpa (folhas) (Coelho 999, SAP
23244). HE, obj. 16.

Fig. 6. Trombos em vénulas e seios do bago (setas). Intoxicagdo

experimental por T. glaucocarpa (folhas) (Coelho 602,
SAP 22703). HE, obj. 16.

Pesq. Vet. Bras. 8(3/4):61-74. 1988
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A necropsia dos coelhos que morreram foram encon-
tradas principalmente alteragées do tubo digestivo € do
figado. No estdmago, foram verificadas 4dreas avermelha-
das na mucosa (Coelhos 597, 598, 601, 602, 608), muco-

rorErd ¥or oz f e sa coberta por membranas difteréides (Coelhos 608,

i R o 1014), erosdes (Coelho 598), e no intestino, conteddo do
R L % v E intestino delgado de cor marrom (Coelho 602) ou ver-

melha (Coelho 796), no ceco contetido liquido ou semili-

A A T S quido (Coelhos 597, 598, 602, 608), c6lon com contetdido

liquido (Coelhos 597, 598, 608) ou ressequido (Coelhos
o 599, 602). No figado, observou-se_coloragao mais clara
¥ externamente e ao corte (Coelhos 597, 598, 601, 602,
605, 608, 1014) e lobulacdo nitida (Coelhos 597, 599,
601, 605, 608, 796, 1014). No coelho que adoeceu, mas
se recuperou e foi posteriormente sacrificado, os achados
de necropsia foram negativos (Coelho 990).
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As alteracOes histolégicas encontradas nos 9 animais
que morreram foram as seguintes: em 6 desses animais,
dos quais se coletaram fragmentos do tubo digestivo, evi-
5 @ denciaram-se alteragées no estdmago em 5 casos, em 2
deles adicionalmente no intestino; em 2 outros animais,
as alteragGes foram vistas somente no intestino delgado ,
sob forma de necrose da mucosa, de caricter focal e su-
perficial, porém por vezes atingindo extensdes maiores da
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Quadro 3. Achados histolégicos na intoxicacdo experimental com as folhas de Thiloa glaucocarpa em coelhos

g o B ‘ . L mucosa. A lesao caracterizava-se por focos em que as
R i3 £ % % células epiteliais € também as células do estroma da mu-
. . . cosa se mostravam sem niicleo ou com nicleo em picnose
i‘% R T4 T P T S S e cariorrexia. Um maior ou menor grau de reacdo infla-
§344 . . matéria, predominantemente neutrocitéria, também esteve
z'§§'§§ R S ST S presente em todos os casos, aparecendo em 4reas adja-
g- R centes ou em meio as 4reas de necrose. Congestao € he-
‘ggy TSR S T A morragias (5 casos) eram freqiientemente vistas perto
>3 dessas 4reas. Sobre a mucosa e na proOpria, principal-
§§ 3 I S 1,2 mente em contato com os focos de necrose, sempre esti-
s Tt EESEEESE L L ix %3 veram presentes varidveis quantidades de um pigmento de
) . ~ - 2 cor marrom-amarelada, geralmente amorfo, mas por vezes
EE@ i Frro_f ot . de aspecto granular. Edema da mucosa e/ou submucosa
= 8 moBowox e BaXa o d foi observado em 5 casos. Adicionalmente, em 1 caso
3_ ﬁa . ., . L 4 (Coelho 598), foram vistos trombos em pequenas vénulas

: g TEacs &% i% da mucosa do estomago.
é gga . st e + oz . i No figado, a tumefagdo de hepatdcitos foi o achado
IR P Tiizy fEIE z g histolégico mais freqiiente, aparecendo em todos os ca-
jé § § g . R Lt $0s. De modo .geral, havi.a \:ariagc')es' dq in?e?sidade, c-le
Eéa z : é E ; z ! é Lo % o, gé animal para animal, e variagdes de distribuicdo da lesao
e e = - T O£ dentro do l6bulo hepético. Em alguns casos (Cc.)elhos
s gé 7 A B B A NI +§ 597, 598, 990), a lesdo era difusa e de pouca intensidade;
T |om e gg os hepatdcitos apareciam levemente aumentados de vo-
) EEEEEEEE g § ,gg g E g .'5 % 17 lume, com citoplasma granular, sem, contudo, mostrarem
L g: FEREEEEsg gz 2232 353 a3l alteragdes nucleares. Nos casos em que a leso era mais
LS 53 PR EEiirE: §: EEEEY] [ §§ grave, esta concentrava-se na porgao periférica das zonas
P T ISP ; o Ei intermedidrias do 16bulo hepético, sendo ainda mais in-
i §§§§§§§.§§§§§§§§5§§§ég §§§§§§§§§ 8383) 2L tensa nas 4reas imediatamente adjacentes as 4reas de ne-
€ - c © T & 7 7|=d& crose. Morfologicamente, a lesdo consistia em um grande

aumento de volume dos hepatécitos, cujo citoplasma
mostrava aspecto espumoso, muito rarefeito. Os micleos
apresentavam-se, na grande maioria, vesiculosos, também
- aumentados de volume e com cromatina marginada; oca-

Pesq. Vet. Bras. 8(3/4):61-74. 1988
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Quadro 4. Experimentos em coelhos com extratos (taninos) obtidos de Thiloa glaucocarpa

Coelho Extrato administrado Sintomas
Ne Peso Quantidade  Dose Inicio dos Evolugio Morteapds Recuperado apds ManifestagGes
(reg. SAP) Série Data (€3] (g/kg) sintomas 1% administragdo
apds (1%) administragio do extrato
administragio (ApSs ...)
Experi com administragdes vinicas
955 3180 12 10.10.86 6,36 2 13h 25h30min  38h30 min - Completa anorexia ¢ auséncia de fezes. No 22 dia do experi-
(23977) mento 2 noite foi encontrato morto
921 3440 12 14.10.85 3,44 1 - - - - Sem sintomas
992 3620 28 11.08.87 3,62 1 > 24h * 11h 35h - Anorexia, menor quantidade de fezes; durante os \ltimos 15
(24296) min. caiu em decibito lateral, fez movimentos de pedalagem,
deu gritos e morreu
996 3040 28 29.07.87 6,08 2 + 24h 10h15 min 34h15 min - Anorexia completa e sonoléncia. Foi encontrado morto
(24283) "
1007 3420 22 13.08.87 1,71 0,5 =+ 48h * 48h - 4 dias Anorexia [ e menor quantidade de fezes
Experi com 2 administragGes ’
973 3170 12 22.10.86 3,17 1 27h 6h 33h - Anorexia acentuada e sonoléncia. Morreu em decibito esterno-
(24004) 23.10.86 3,17 1 abdominal
Experimentos com mais de 2 administragées
895 3140 12 24.10-31.10.86 1,57x8 0,5x8 13 dias 48h Sacrificado em 15 dias Em 5 €6.11.87 leve anorexia e q idade de fezes dimi
(24035) 01.11.86 3,2 1 8.12.86
02.11.86 4,0 1,2
1007 3400 22 10.09-16.09.87 1,7 x7 0,5x7 * 72h 48h Sacrificado no 5 dias Anorexia derada e quantidad da de fezes nos 42 e
(24324) 82 dia do 52 dias do experimento. Em seguida se recuperou apesar da
experimento inuagdo das administragGe:
1012 2660 2% 17.09-19.09.87 2,05x3 0,75x3 * 48h *12h 2 diasemeio - Anorexia e menor quantidade de fezes. Encontrado morto
(24330)
1013 2900 22 10.09-14.09.87 145x5 0,5 x5 * 24h 3 dias e meio 4 dias e meio - Anorexia progressiva e q idade de fezes diminuida. Nos dl-
(24322) timos minutos antes de morrer debateu-se um pouco
1016 3060 2% 19.08-25.08.87 1,53x7 0,5x7 =+ 24h 6 dias 7 dias - Anorexia bastante acentuada; quase nio defecou; tltimos 2 dias
(24307) com sonoléncia. Amanheceu morto no 8° dia
1021 2740 2% 23.09-29.09.87 1,4 x7 0,5x7 * 4 dias 4dias  Sacrificado no 8 dias Do 52 ao 82 dia do experimento nio comeu nada: fezes em
(24365) 92 dia do quantidade pequena sob forma de bolotas de tamanho médio a
experimento pequeno.

sionalmente, alguns nicleos em picnose eram vistos. Com
freqgéncia, células muito tumefeitas evoluiam para a lise
(vide abaixo). Por vezes, células em apoptose (vide abai-
X0) eram vistas em meio as ireas de tumefacio, notada-
mente nos casos €m que esta se mostrava mais acentuada.
Vacuolizacao do citoplasma de hepatdcitos, embora rela-
tivamente freqiiente (6 casos), nao constituiu uma altera-
¢d0 muito importante, porquanto sempre apareceu com
intensidade leve a moderada. Grandes e/ou pequenos va-
cuolos eram vistos no citoplasma de hepatdcitos, ora nas
zonas centrais, ora nas zonas intermediérias e periféricas
dos 16bulos hepéticos. Presenga de massas eosinofilicas
homogéneas no citoplasma de hepatécitos ocorreu em 4
casos. Essas massas possuiam forma mais ou menos arre-
dondada, porém nio eram bem delimitadas; variavam muito
de tamanho e eram mais freqiientes em hepatdcitos forte-
mente tumefeitos. Lise de hepatécitos foi um achado fre-
qiiente (7 casos) e esteve intimamente relacionada com
a tumefagdo de hepatdcitos, pois somente ocorreu em
areas onde a tumefacdo estava presente. A lesao era sem-
pre de caricter focal, atingindo grupos de células ou cé-
lulas isoladas e caracterizava-se por dissolugdo celular
(ruptera da membrana), sem figuras de picnose ou ca-
riorrexia; os detritos celulares permaneciam em meio aos
outros hepatdcitos. Apoptose de hepatScitos ocorreu nao
muito freqiientemente (4 casos) e era representada por
necrose individual de células, isto €, hepatdcitos isolados
mostravam citoplasma bastante eosinofilico, condensado,
nao se divisava a membrana nuclear e, por vezes, restos
de cromatina eram visiveis dentro da célula necrética.

No 92 dia recuperagio do apetite, maior quantidade de fezes

Com relagdo a distribuigdo, a lesao aparecia principal-
mente nas zonas intermedidrias e, por vezes, também nas
zonas centrais dos 16bulos hepéticos. Necrose massiva de
hepatécitos, com figuras de picnose e cariorrexia, foi ob-
servada em 5 casos. A lesdo atingia preferencialmente as
zonas centrais e parte das zonas intermedidrias, e nestas
areas mostrava-se difusa, afetando praticamente todos os
hepatdcitos. Presenga de microtrombos nos sinusGides e
veias sublobulares do figado foi observada em 6 casos.
Os microtrombos apresentavam-se como estruturas eosi-
nofilicas esféricas de diversos tamanhos, ora homogé-
neas, ora granulares, que, com freqii€éncia, eram acompa-
nhados por agregados de trombdcitos. Congestao e/ou
hemorragias foi uma alterag@o relativamente freqiiente,
aparecendo em 6 casos. Geralmente, ocorria acompa-
nhando as 4reas de necrose massiva, ou seja, o sangue
acumulava-se entre os hepatdcitos necréticos; em um Uni-
co caso (Coelho 601) observou-se congestao sem a pre-
senca de necrose. Em todos os casos, o sangue tendia a
acumular-se nas ireas centrais dos 16bulos hepéticos.

No rim, a lesdo mais frequéntemente encontrada foi a
degeneragio albuminosa-granular de células epiteliais tu-
bulares da cortical e da jungdo cdrtico-medular, vista em
S casos. As células afetadas mostravam-se um pouco tu-
mefeitas, com citoplasma granular, sem, contudo, se evi-
denciarem alteragGes nucleares. Em apenas 2 casos, ob-
servou-se necrose de células epiteliais em alguns poucos
tdbulos isolados. As células epiteliais mostravam-se sem
nicleo ou com niicleo em picnose ou cariorrexia; rara-
mente os tidbulos dissolviam-se como um todo, isto €, fi-
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Quadro 5. Achados de necropsia na intoxicagdo experimental por extratos (taninos) de Thiloa glaucocarpa em coelhos

Coelho

Extrato Figado Rins Aparelho digestivo
Ne administrado
(reg. SAP) (g/kg) Coloragio  Lobulacio Claros Escuros Estdmago Intestino delgado Ceco Célon
nitida
Experimentos com administracoes inicas
955 2 - +() + - - - Com contedido um -
(23977) pouco ressequido
992 1 - + - - - - - -
(24296)
996 2 - + + - - - - -
(24283)
Experimentos com 2 administracoes
973 1 x20) - + + - - - - -
(24004)
Experimentos com mais de 2 administragdes
895 0,5 x8 Muito escuro - - - - - - -
(24035) 1 x1
1,2 x1
1007 0,5 x7 Levemente - — Levemente - Na parte inicial - -
(24324) escuro escuros com mucosa escura
1012 0,75x3 - + + - - - - -
(24330)
1013 0,5 x5 Escuro + - - Parede da regido Parede duodenal Conteido com cor -
(24322) findica levemente moderadamente marrom-avermelha-
espessadae com mu-  espessada da
cOsa um pouco rugosa
de cor cinza-amare-
lada
1016 0,5 x7 Escuro + - Cortical Areas da mucosa - Dilatado e com -
(24307) escura embebidas de sangue conteiido abundante
e ressequido
1021 0,5 x7 Bem escuro + - - - - Com contetido mole -
(24365) € um pouco escuro

()4 Alteragdo presente, — alteragio ausente;
) 1x2 = 1 g/kg em 2 dias consecutivos.

cavam constituidos apenas pela membrana basal € uma
massa eosinofilica amorfa ou granular. Congestao renal
foi vista em 3 casos; os glomérulos mostravam-se parti-
cularmente mais congestos que os vasos do intersticio.
Hemorragias foram observadas em apenas um caso € se
faziam para dentro dos espacos de Bowmann ¢ intersti-
cio. Adicionalmente, apareceram ainda trombos nos glo-
mérulos e vénulas renais em 2 casos e cilindros granula-
res nos tibulos do cértex e da medula, também em 2 ca-
sos. No baco, observou-se congestao em 7 casos. Tam-
bém em 7 casos, ocorreu a presenga de trombos, ricos em
fibrina, dentro de capilares, seios e vénulas do baco. Nos
trombos maiores, além de fibrina, encontravam-se hema-
cias e leucdcitos. Com freqéncia, os trombos obstruiam
boa parte das estruturas vasculares acima mencionadas.

No pulméao, observaram-se congestio (3 casos), edema
(2 casos), hemorragias (2 casos), trombos em capilares e
pequenas vénulas (2 casos), presenga de muitos megaca-
riécitos nos capilares (2 casos) e atelectasia focal (1 ca-
so). No coragao, em um tnico casa (Coelho 608), micro-
trombos foram vistos em capilares e vénulas.

No coelho que adoeceu, se recuperou e foi posterior-
mente sacrificado (Coelho 990), os exames histopatol6gi-
cos revelaram discretos focos de necrose, com reacéo in-
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flamatéria e pequena quantidade de pigmento no intestino
delgado e leve tumefagdo de hepatdcitos.

Experimentos com 2 administracoes

Os 3 coelhos que receberam doses iguais (3 g/kg) em
2 dias seguidos (Coelho 956, 987, 993), bem como um 42
que recebeu dose de 6 g/kg no 12 dia e dose de 1,5 g/kg
no 32 dia (Coelho 995), adoeceram e morreram. Os pri-
meiros sintomas foram observados dentro de aproxima-
damente 24 horas apés a administragio da planta. O pra-
zo entre a primeira administragdo e a morte foi de 48 ho-
ras nos 3 primeiros e de 72 horas no 4° coelho. Os sinto-
‘mas observados nesses 4 animais foram anorexia e elimi-
nacdo de pequena quantidade de fezes sob forma de pe-
quenas esferas.

Os achados de necropsia nesses 4 coelhos foram: es-
tdbmago com mucosa espessada, de cor vermelho-escura e
com conteddo escuro em 1 coelho (993), cSlon repleto
com contetido bastante ressequido em outro (Coelho
987), figado mais escuro (Coelhos 956, 993), e/ou com
lobulagdo nitida (956, 987, 993), rim com coloragao de
beterraba em 2 coelhos (993, 995).

As alteracoes histoldgicas observadas nesses 4 animais
revelaram necrose da mucosa do estdmago em 3 casos,
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em um deles, adicionalmente, também no intestino delga-

::, E % ' R do, e somente da mucosa do intestino delgado em 1 caso.
o~ A Reagio inflamatéria predominantemente neutrocitiria

+ E + : T2 somente foi encontrada nos 2 casos €ém que a necrose era
mais intensa, estando ausente nos casos em que a necrose

D . o era discreta. Congestio e/ou hemorragias apareceram uma
dnica vez, no intestino delgado. Presenga de pigmento

- marrom-amarelado foi observada nos mesmos casos €

+ ¥ % ! UL mesmos locais onde ocorreu a necrose. No figado, a tu-
mefagdo de hepatécitos esteve presente em todos os casos

Co R o e a vacuolizagio citoplasmética em apenas 2 casos. Mas-
- sas eosinofilicas arredondadas dentro do citoplasma de
hepatéeitos foram observadas em apenas 1 caso, en-

A quanto que lise de hepatdcitos esteve presente em 3 ca-
sos. Do mesmo modo, apoptose apareceu em apenas 1 ca-

o ! f E ot :{ SO € a necrose massiva ocorreu em 3 casos. Microtrombos
® A foram vistos em 1 caso e congestdao e/ou hemorragias em

§ § . R AT I 3 casos. No rim, degeneragao albuminosa graqu!ar estava
LT T t:iZ presente em 2 casos, necrose de células epiteliais tubula-

res em 1 caso e congestdo e hemorragias em 3 casos.
. Adicionalmente, foram vistos cilindros hialinos em 1 caso
e granulares em outro, nos tibulos uriniferos da cortical e

+
+

-t ' Co e da medular. No bago, congestao e presenca de trombos
¥k + ¥ foram encontradas em todos os 4 casos. No pulmao, ob-
- . z servaram-se congestdo em 2 casos, hemorragias em 2 ca-
S S B i sos, atelectasia focal em 1 caso e presenga de muitos me-
© ° = e gacaridcitos nos capilares também em 1 caso.
L Lt 3 S x Experimento com mais de 2 administracées

g, s . E o Os 2 coelhos que receberam mais de 2 doses didrias
S 2 3% s (Coelhos 998 e 999) nao adoeceram e foram sacrificados
no dia seguinte 2 ultima administragio. A necropsia, fo-
- ' ' ' ram encontrados figado e rins escuros em ambos; a muco-
% Iz % L sa do duodeno era de cor vermelho-escuro em um animal
3 R R (Coelho 999) e os musculos da regido paraesofagiana e

* ¥, + ¥z . intercostais de cor cinza-escura em outro (Coelho 998).
BERE 3 3 o ninrios Os exames histolgicos revelaram discretos focos de
" + necrose com congestao e hemorragias no intestino delga-
S do de 1 animal. Pequenas quantidades de pigmento mar-
rom-amarelado foram identificadas em um animal no es-
o , § £ £ x 2z 1 tOmago e em outro no intestino delgado. No figado, leve
- b tumefagdo de hepatécitos foi encontrada nos 2 animais.
Presenca de um pigmento marrom-amarelado também foi
o, o, ' identificada nas células de Kupffer e em células multinu-
g XK cleadas, entre as trabéculas, também em ambos. No rim,

leve degeneragdo albuminosa granular e um pequeno nu-
mero de tibulos com necrose foram observados também
nos 2 animais. No bago, em 1 caso, evidenciou-se a pre-
senca de pigmento nas células reticulares, idéntico ao en-

zona intermedi4ria do 16bulo, ¢ = centrolobular, d

+ + + Lesfo acentuada, + + moderada, + leve, —ausente, (+) discreta, meio grau;

! 1 1 g1 I 1 |
g g contrado no figado, € no outro, congestao.
k ] £8 3 S < . .
3§ E £ §§ IEEGE S & Experimentos com os extratos (taninos)
s & 8 3¢ E T & & & ¢ .
§= = = 22 o RN ) 2 de Thiloa glaucocarpa
§ - - = 8« é —_——t~ e o~ £l E) . . . _
XX GX REXwa s % ou ow |Z83 Foram feitas duas séries de experimentos com a Fragao
§° §" 3723 R 3 2 3 |8:5% . -
3 - £ 3 obtida em duas operacoes.
EnEaged 0% 308 STu8nQeExG| 8% . . _ .
£55% § 88 ‘EE ;8; ~§% $ 2523333388 |1ty Experimentos de administracdes tinicas
s 8« I3 ' —
& & &7 T 7 7 7 Tlees

Dos 5 coelhos que receberam doses dnicas, 4 adoece-
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ram, dos quais 3 morreram € um se recuperou. A menor
dose do extrato necessiria para causar a morte foi 2 g/kg
na 12 série (Coelho 955) e 1 g/kg na 22 série (Coelho
992).

Nos experimentos de doses tinicas que alcangaram
€xito letal, os coelhos adoeceram entre 13 e 24 horas € a
morte se deu entre 34h 15min. e 38h 30min. apds a admi-
nistracdo da planta. Os sintomas observados foram prin-
cipalmente anorexia e auséncia ou diminui¢do na quanti-
dade de fezes.

No tnico coelho que adoeceu e se recuperou (Coelho
1007), foi observada anorexia pasageira e eliminacao de
menor quantidade de fezes; o animal foi considerado re-
cuperado 4 dias apds a administragdo da planta. Poste-
riormente, esse animal recebeu administragoes repetidas
da planta.

A necropsia, foram encontradas alteragdes principal-
mente no figado, que apresentava lobulagdo nitida, em
todos os 3 coelhos que morreram. Em 1 deles (Coelho
955), foi observado ainda que os rins estavam mais claros
¢ o conteddo do ceco um pouco ressequido.

Histologicamente, ndo se observaram quaisquer lesoes
no tubo digestivo dos 3 coelhos necropsiados. No figado
observou-se tumefacao de hepatdcitos nas zonas periféri-
cas dos 16bulos hepaticos em todos os 3 casos, vacuoliza-
cd@o de hepatécitos e presenca de massas eosinofilicas in-
tracitoplasméticas em 2 casos, lise de hepatdcitos e con-
gestao e/ou hemorragias nos 3 casos, apoptose € presenga
de microtrombos em 1 caso e necrose massiva de hepaté-
citos em 2 casos. No rim, degeneragao albuminosa gra-
nular esteve presente em 2 casos, necrose das células
epiteliais de poucos tibulos contornados em apenas 1 e
congestdo em todos os 3 casos. Além dessas lesGes, evi-
denciou-se em 1 caso a presenga de cilindros hialinos
dentro de tiibulos, principalmente na medular do rim. No
bago, observaram-se congestio e trombos em todos os 3
casos. No pulmio, presenca de congestio, edema e mi-
crotrombos em 1 caso.

Experimentos com 2 administragées

S6 um animal (Coelho 973) recebeu 2 administragoes.
Foi-lhe administrado 1 g/kg por dia em 2 dias consecuti-
vos (12 série). Os primeiros sintomas foram observados
27 horas apés a 12 administrag@o do extrato. O prazo en-
tre a primeira administracdo e a morte foi de 33 horas. Os
sintomas foram anorexia acentuada e sonoléncia.

A necropsia, o figado mostrava lobulagio nitida e os
rins estavam mais claros.

Histologicamente, observou-se necrose da porgao su-
perficial da mucosa do intestino delgado, acompanhada
de reagao inflamatdria e presenga de pigmento marrom-
amarelado na luz e na mucosa do intestino delgado. No
estdmago, o pigmento acima referido foi encontrado, po-
rém ndo outras lesdes. No ffgado, encontraram-se tume-
facdo, vacuolizagéo e lise de hepatdcitos; congestdao e/ou
hemorragias, massas eosinofilicas intracitoplasméticas e
apoptose também estiveram presentes. No rim observou-
se degeneragdo albuminosa granular.
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Experimento com mais de 2 administragées

Um coelho (895) recebeu 0,5 g/kg por dia, durante 8
dias, no 92 dia 1 g/kg e no 102 dia 1,2 g/kg. Esse coelho
pertenceu a 12 série.

Quatro coelhos (1007, 1013, 1016, 1021) receberam
0,5 g/kg por dia, durante 5 a 7 dias, um coelho (1012)
0,75 g/kg por dia, durante 3 dias. Todos esses coelhos
pertenceram 2 22 série.

O coelho 895 adoeceu levemente 72 horas apés a 102
administragdo (que foi de 1,2 g/kg), e mostrou sintomas
por 2 dias, depois se recuperou; as administracdes ante-
riores ndo causaram o aparecimento de sintomas. Esse
coelho foi sacrificado no 62 dia apSs a suspensao da ad-
ministracao dos extratos. .

Os coelhos 1012, 1013 e 1016 morreram. Os coelhos
1007 e 1021 adoeceram 72 e 96 horas ap6ds a 12 adminis-
tragdo € mostraram sintomas durante 2 e 4 dias, respecti-
vamente, € se recuperaram, o primeiro apesar da conti-
nuagio das administragdes difrias do extrato, o segundo
ap6s sua suspensao. Esses 2 coelhos foram sacrificados
no 82 e 92 dias do experimento, respectivamente, ambos
apés terem recebido 7 administragoes diérias.

Nos experimentos com é€xito letal, os coelhos adoece-
ram dentro de 24 a 48 horas e a morte se deu dentro de 2
e meio a 7 dias apSs a 12 administragdo do extrato. Os
principais sintomas mostrados tanto pelos coelhos que
morreram como pelos que se recuperaram, foram princi-
palmente anorexia e quantidade de fezes diminuida.

Os achados de necropsia nos 3 coelhos que morreram
foram: estdmago com parede da regiao fiindica levemente
espessada € com a mucosa um pouco rugosa e de cor cin-
za-amarronzada em 1 coelho (1013), com 4reas da muco-
sa estomacal embebidas de sangue em outro (1016); pa-
rede duodenal moderadamente espessada em 1 coelho
(1013), ceco dilatado com contelddo abundante e resse-
quido em 1 coelho (1016) e com conteido de cor mar-
rom-avermelhada em outro (Coelho 1013). O figado apa-
receu mais escuro em 2 coelhos (1013, 1016), com lobu-
lacdo mais nitida nos 3 coelhos; os rins estavam mais es-
curo em 1 coelho (1016) e mais claros em outro (1012).
Nos 3 coelhos que se recuperaram e foram sacrificados
(Coelhos 895, 1007, 1021), observou-se que a parte ini-
cial do intestino delgado estava com a mucosa escura em
1 coelho (1007), o contetido do ceco um pouco escuro em
outro (Coelho 1021), o figado estava mais escuro em to-
dos 3, em um, adicionalmente, a lobulagdo era nitida
(Coelho 1021), em outro (Coelho 1007) os rins estavam
mais escuros.

Histologicamente, encontrou-se no intestino delgado
dos 3 animais que morreram (1012, 1013, 1016), necrose
da porcao superficial da mucosa com reacao inflamatdria
e presenga de pigmento marrom-amarelado em 1 deles
(Coelho 1016). No figado de todos os 3 animais, obser-
varam-se tumefagao de hepatdcitos e congestao e/ou he-
morragias, em 2 deles vacuolizagéo e lise de hepatdcitos
(Coelhos 1012, 1016), apoptose também em 2 casos
(Coelhos 1013, 1016), em 1 presenga de massas eosinoff-
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licas intracitoplasméticas (Coelhos 1013) e em outro pre-
senga de microtrombos nos vasos hepéticos (1012). Ne-
crose massiva de hepatécitos ocorreu nos animais de ni-
meros 1012 e 1013. No coelho 1016, observaram-se, adi-
cionalmente, leve cirrose hepética com proliferagdo de
tecido conjuntivo a partir dos espagos-porta, que, por ve-
zes, penetrava entre os 16bulos, bilestase, leve megaloci-
tose e desaparecimento de grupos de hepatécitos, com
preenchimento dos espagos por sangue. No rim, obser-
vou-se degeneracdo albuminosa granular de células epi-
teliais tubulares em um caso (Coelho 1013). No bago, a
congestio esteve presente em todos os 3 casos e os trom-
bos em 1 caso (1016). No pulmio, encontrou-se conges-
tdo (1012 e 1016) e edema e hemorragias (1012).

Nos 3 animais sacrificados (Coelhos 895, 1007, 1021)
observaram-se no intestino delgado congestdao e/ou he-
morragias em 1 animal (Coelho 1007), infiltrados infla-
matdrios predominantemente neutrocitirios e presenca de
pigmento marrom-amarelado em 2 (Coelhos 1007, 1021).
Adicionalmente, observou-se presenca de células multi-
nucleadas contendo pigmento marrom-amarelado, na
submucosa do intestino delgado (Coelho 1007). No figa-
do, encontraram-se tumefagao de hepatdcitos em todos os
3 casos, vacuolizagdo de hepatéeitos em 1 deles (Coelho
1007), apoptose em 2 (Coelhos 1007, 1021) e presenga
de pigmento marrom-amarelado nas células de Kupffer e
em células multinucleadas em todos os 3 animais. Adi-
cionalmente, 1 animal (Coelho 1021) apresentou leve
megalocitose e algumas células em mitose. No bago, apa-
receu congestdo em apenas 1 caso (Coelho 1021).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Foi verificado que o coelho € sensivel a intoxicagdo pelas
folhas de Thiloa glaucocarpa. Tanto com as administra-
G¢ao tnicas como com as repetidas, predominavam no
quadro clinico-patoldgico alteracdes relativas ao tubo di-
gestivo e ao figado, e havia, em bem menor intensidade,
lesoes renais.

Verificou-se que o coelho também €& sensivel 2 intoxi-
cacdo pela Fracdo 3 (taninos) obtida das folhas de 7.
glaucocarpa. De maneira semelhante ao que se observou
nos experimentos com as folhas, tanto nas administragdes
dUnicas como mas repetidas, também predominavam alte-
racOes hepéticas, e havia, em bem menor intensidade, le-
sOes renais; nos experimentos com administragGes repeti-
das havia ainda alteragoes do tubo digestivo.

Analisando mais minuciosamente as alteracGes micros-
clpicas encontradas nos experimentos com as folhas e
extratos de 7. glaucocarpa, verifica-se que, embora al-
gumas diferencas ocorram, as alteragdes sdo, em sua es-
séncia, as mesmas. Com relagdo ao tubo digestivo, nos
experimentos com administragées tnicas das folhas, apa-
recem alteracdes necréticas, hemodininicas e inflamaté-
rias. Nos experimentos correspondentes, realizados com
doses unicas dos extratos, essas alteracdes ndo estavam
presentes; por outro lado, essas mesmas alteracGes, ob-
servadas nos animais que receberam administragées tni-

cas das folhas, foram, com excegdo do edema, idénticas
as encontradas nos aminais que receberam administragées
duplas e repetidas dos extratos. Além disso, 0 pigmento
observado na mucosa de partes do tubo digestivo de ani-
mais que receberam administracdes das folhas (adminis-
tragGes udnicas, duplas e repetidas), por vezes até fagoci-
tado, é morfolégica e tintorialmente muito semelhante ao
encontrado no tubo digestivo dos :animais que receberam
doses duplas e repetidas dos extratos. No que se refere ao
figado, as lesGes histolégicas sdo idénticas nos experi-
mentos com folhas e extratos, tanto nos experimentos
com doses tnicas, como nos experimentos com doses du-
plas e repetidas. Cabe ressaltar que o pigmento, presumi-
velmente oriundo da planta, encontrado nas células de.
Kupffer, nos hepatécitos e nas células multinucleadas,
além de ser morfolégica e tintorialmente semelhante nos
experimentos com administragdes repetidas das folhas e
extratos, também o era em relagao ao pigmento observado
no tubo digestivo, em ambos os experimentos (com as
folhas e com os extratos).

Esses achados sugerem fortemente ou até mesmo pro-
vam que o principio ativo contido nas folhas, responsé-
vel pelo quadro clinico-patolégico nos coelhos, também
estava contido nos extratos. Embora o pigmento tenha si-
do encontrado no tubo digestivo, junto as areas de necro-
se, em animais que receberam administragoes das folhas
em doses tunicas, duplas e repetidas, € em animais que re-
ceberam administracdes duplas e repetidas dos extratos, é
provavel que esse pigmento nado seja o responsivel direto
pela necrose, uma vez que foi encontrado no figado de
alguns animais que ndo mostravam necrose hepatica,
tanto nos experimentos repetidos com as folhas (Coelhos
998, 999), como nos experimentos de administragdes re-
petidas com os extratos (Coelhos 895, 1007). Com base
no quadro patolégico, pode-se concluir que as lesdes di-
gestivas, hepéticas e renais, bem como as lesdes de ou-
tros 6rgaos, se devem, direta ou indiretamente, 2 acdo do
principio téxico contido nas folhas e extratos de 7. glau-
cocarpa.

Fala-se em acao indireta da planta ou dos extratos,
porque, em parte dos animais, aparecem lesdes caracte-
risticas de choque, notadamente as observadas na ‘‘coa-
gulac@o intra-vascular disseminada’, a qual o choque po-
de estar ligado. Presenga de microtrombos em vasos he-
péticos, associada a congestao e/ou hemorragia, € alta-
mente sugestiva de um quadro de choque, secundério a
agdo do principio téxico. E possivel que as alteracdes de-
generativo-necréticas no tubo digestivo e figado tenham
sido responséaveis pelo desencadeamento deste quadro de
choque.

As outras alteracoes hepaticas podem ser atribuidas di-
retamente a ac@o do principio t6xico contido nas folhas e
extratos. Por exemplo, hd casos em que existe necrose
massiva sem congestao (Coelho 995) e outros em que a
necrose € acentuada € a congestao apenas leve (Coelhos
993, 992). O mesmo raciocinio pode ser seguido para as
outras alteragGes hepdaticas com relagdo a congestdo, em
funcdo de que esta & obrigatdria nos quadros de choque.

Pesq. Vet. Bras. 8(3/4):61-74. 1988



72

AlteragGes, por vezes observadas em outros 6rgios,
como congestdo, edma e hemorragias pulmonares, pre-
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senga de microtrombos nos capilares pulmonares, e con-
gestao esplénica com presenga de trombos, reforcam so-

Quadro 7. Intoxicagdo experimental em bovinos, ovinos, caprinos e coelhos por plantas hepato

e nefrotéxicas do Brasil
Estado Dose letal, Morte ap6s
da correspondente (inicio da) Lesdes LesGes
planta ao peso da administragdo hep#ticas renais
planta fresca da planta
Experimentos com Vernonia mollissima
Administragdo a bovinos (Dbereiner et al. 1976, Gava ét al. 1987)
Fresca 10-30 g/kgx 1 45-52h + + +34/4b ———4/4
Dessecada 20-30 g/kg x 1 20-49h ++4+33 ——=313
Dessecada 10 g/kgx1 87h ++1/1 +1/1
Dessecada 5 g/kg x 10/11 13 dias ++ 22 +++ 22
Administragéo a ovinos (Gava et al. 1987)
Dessecada 5-10g/kgx 1 19-42h +++5/5 ——=5I/5
Administragdo a caprinos (Stolf et al. 1987)
Dessecada 5-10g/kgx 1 <48h +++ 7/7 +717
2,5g/kgx1 aprox. ++ 212 ++4+ 212
120h
Administragdo a coelhos (Tokarnia et al. 1986)
Dessecada 0,5-4 g/kg x 1¢ 3-12 dias +++ 6/10 +++8/10
++ 4/10 +a++ 2/10
Experimentos com Vernonia rubricaulis
Administracdo a bovinos (Tokarnia & Débereiner 1982)
Fresca 20-30 g/lkgx 1 44-46 h +4++ 22 +++ 22
Dessecada 30g/kgx1 51h +++ 1/1 +++ 1/1
Experimentos com Vernonia squarrosa
Administracdo a bovinos (Tokarnia & D&bereiner 1983)
Fresca 21-50 g/kgx 1 32-66 h +++3/3 ++1/3
Dessecada 80gkgx 1 10 dias + 1 +++ 1/1
Administragdo a ovinos (Tokarnia & Débereiner 1983)
Fresca 30-40 g/kgx 1 36-67h +++4/4 +++ 24
Experimentos com Dimorphandra mollis
Administracdo a bovinos (Tokarnia & Débereiner 1967)
Favas 25 g/kgx 1 7-14 dias ——=5/5 ++4+5/5
maduras
Experimentos com Dimophandra gardneriana
Administracgdo a bovinos (Débereiner et al. 1985)
Favas 30g/kgx 1 8 dias ——=2/2 +++ 22
maduras
Experimentos com Thiloa glaucocarpa
Administracdo a bovinos (Tokarnia et al. 1981)
Fresca Méd. difria 19 g/lkg x4 4 dias ? +++ 11
389 g/kgx 1 4 dias +++1nd +11n
40 g/kgx 1 17 dias + 11 +4++ 11
10g/kgx 1
10 g/kgx'S 6 dias +++ 1/1 +++1/1
20 g/kg x 6 26 dias +++1/1 ++ 11
Administracdo a coelhos (Tokarnia et al, 1988)
Dessecada 2-7glkgx 1 10-50h + 1/9 (+)5/9
++e+++ 609
3g/kgx?2 48h +++ 3/3 (+) 173
6gkgx1 72h ++ U1 + 1/1
1,5g/kgx 1
Extrato 1-2 g/kg 34-38h ++3/3 (+)3/3
1g/kgx2 33h +++ 11 (H 1
0,5-0,75 glkg 2/, -7 dias +a+++3/3 (+) 173
x 3-7 - 23

2 +++ Lesdo acentuada, ++ moderada, + leve, (+) discreta;

b Significa que a lesdo foi encontrada em 4 dos 4 animais que receberam a planta nessa dosagem;
€ Nos experimentos em coelhos sempre se trata do peso da planta dessecada;

¢ Nos casos espontineos da intoxicagio as lesGes hepéticas eram menos acentuadas.
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bremaneira a hipétese do choque. No que tange as lesoes
renais, as alteragcdes degenerativo-necriticas devem ser
creditadas & agdo direta da planta ou dos extratos. Sua
distribui¢éo e aspecto morfolégico nao coincidem com o
que tem sido descrito nos casos de choque (Hoff-
mann 1976). No entanto, a congestao € os microtrombos
encontrados no rim podem ser interpretados como parte
de um quadro final de choque. As hemorragias e os cilin-
dros hialinos e granulares devem refletir um aumento da
permeabilidade vascular.

Uma das alteragdes histolégicas mais interessantes,
encontrada tanto nos experimentos com as folhas como
nos extratos, foi o aparecimento de tromboses macigas
recentes, ocupando boa parte do leito vascular do bago de
muitos animais. Interpretamos a lesdo como recente nao
s6 por sua constituicdo (principalmente fibrina), mas
também por ndo aparecerem sinais de necrose secundé-
rios a ela. Possivelmente, a lesao é devida a estase san-
guinea, secunddria a uma vasodilatacao difusa do leito
vascular esplénico, nas fases finais do choque.

Nos experimentos com as folhas (brotacao e folhas
maduras) observou-se consideravel variagdo da dose le-
tal. Fatores como procedéncia das amostras, fase de de-
senvolvimento da planta e variagao individual de sensibi-
lidade dos animais, sempre sdo lembrados como possiveis
causas dessa variagdo (Débereiner et al. 1984). Através
dos experimentos com a brotagdo em doses tnicas, apare-
cem evidéncias de que a procedéncia da planta, que en-
globa fatores climéticos e de solo, é o fator mais impor-
tante dessa variagdo, no que diz respeito a 7. glaucocar-
pa. Amostras procedentes dos municipios de Castelo
(Piauf) e Aracati (Ceard) mostraram-se bem mais t6xicas
que as coletadas nos municipios de Itinga (Minas Gerais),
Mopara (Bahia) e Fortaleza (Ceara).

A variacdo individual de sensibilidade dos animais
como fator na variagcao da dose letal € sugerida pelos ex-
perimentos realizados nos coelhos 605 e 613, com as
amostras coletadas em Aracati, € nos coelhos 990 e 1014,
com as amostras coletadas no municipio de Fortaleza.
Com relagédo a fase de desenvolvimento da planta, &€ difi-
cil estabelecer se ha ou nao variacdo da toxidez em fun-
¢do desse fator, de vez que apenas 4 experimentos foram
feitos utilizando folhas maduras ou quase maduras de 7.
glaucocarpa. Por esses experimentos pode-se concluir
que a Fragdo 3 (taninos) possui aproximadamente a mes-
ma acdo nociva que as folhas quando administrada a
coelhos, € que portanto taninos sao o principio téxico de
T. glaucocarpa responséivel pelo quadro clinico patoldgi-
co em relag@o ao coelho. Como a acdo nociva das folhas
e da Fracdo 3, que contém os taninos vescalagina (Com-
posto I) e castalagina (Composto 2) € praticamente a
mesma, pode-se suspeitar que os dois outros taninos, sta-
chyurina (Composto 3) e casuarinina (Composto 4), ndo
testados, tenham agdo semelhante & dos dois primeiros,
testados. A pergunta que surge € se esses taninos sdo o
principio téxico responsével pela doenca no bovino, pois
no quadro clinico-patolégico provocado pelas folhas de

T. glaucocarpa no bovino predominam alteracoes renais
(havia também em menor escala alteragdes do tubo di-
gestivo e do ffgado), enquanto que no coelho predominam
alteragdes hepéticas (havia também alteragdes do tubo di-
gestivo e do rim). Sabemos que muitas substincias sdo
simultaneamente hepato e nefrot6xicas (Jones & Hunt
1983). Em relagao as plantas téxicas brasileiras, temos
algumas observagcdes a esse respeito, conforme se pode
ver no Quadro 7. Queremos destacar aqui os dados sobre
a acfo toxica obtidos na experimentagdo com Vernonia
mollissima, com a qual foi realizado o maior mimero de
trabalhos experimentais, € em que o efeito hepato ou ne-
frotéxico depende da espécie animal e sobretudo da evo-
lugdo da intoxicagdo, se aguda, subaguda ou crdnica, que
as vezes depende da dose administrada. Nos bovinos e
ovinos, uma dose letal de V. mollissima causa uma into-
xicacdo aguda com somente lesGes hepaticas acentuadas;
‘em um bovino, excepcionalmente, em que a evolugéo foi
mais longa, as lesdes hepéticas foram moderadas e havia
leves lesGes renais. Nos bovinos, doses subletais repeti-
das diariamente causam uma intoxicagdo subaguda com
predomindncia de lesGes renais sobre as hepéticas. Nos
coelhos, uma dose letal causa uma intoxicagao subaguda,
em que hi tanto lesGes hepéticas acentuadas como tam-
bém lesGes renais acentuadas, enquanto que nos caprinos,
doses tinicas mais elevadas causam intoxicacdo aguda
com predominéncia das lesGes hepéticas sobre as renais,
e doses tnicas menos elevadas causam uma intoxicagio
de evolucdo subaguda com predominéncia de lesdes re-
nais. (DGbereiner et al. 1976, Tokarnia et al. 1986, Gava
et al. 1987, Stolf et al. 1987)

Na prépria intoxicagdo natural por 7. glaucocarpa em
bovinos, em que predominam alteracdes renais, hd tam-
bém alteracOes hepéticas e ainda digestivas. Convém
lembrar que, nessa espécie animal, a intoxicacao apresenta
evolugao subaguda. Em um tnico experimento em que foi
administrada uma vnica dose elevada da planta, a evolu-
¢ao foi de 4 dias, a mais curta entre todos os experimen-
tos por nés realizados em bovinos com essa planta, e nele
predominaram alteracdes hepéticas. (Tokarnia et al.
1981).

Em virtude dessas observagdes, tentamos, através de
administragdes repetidas de doses subletais das folhas e
extratos de T. glaucocarpa, conseguir uma evolugao mais
lenta, e assim, lesOes renais mais acentuadas nos coelhos,
porém, nio o conseguimos. Verificamos que os coelhos,
durante esses perfodos de administragGes repetidas, adqui-
riram tolerincia & planta e, geralmente, ao final, tinham de
ser sacrificados para a verificagfo das lesdes.

Dessa maneira, nio se pode assegurar que o principio
téxico de 7. glaucocarpa responsével pelo quadro clini-
co-patolégico nos bovinos, seja 0 mesmo que provoca o
quadro clinico-patolégico nos coelhos (taninos); entre-
tanto, os experimentos com Vernonia mollissima o suge-
rem. Por outro lado ‘caso o princfpio téxico de 7. glauco-
carpa nao seja o mesmo, a explicagdo que poderia ser
dada & de que o coelho poderia ser mais sensfvel aos ta-
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ninos que o bovino e um outro princfpio téxico ao qual o
coelho € refratirio poderia ser o responsével pelo quadro
clinico-patolSgico no bovino.
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SURTO DE MICOBACTERIOSE EM CRIACAO DE RAS (Rana
catesbeiana) CAUSADO POR Mycobacterium marinum?

GLENIO CAVALCANTI DE BARROS2, CHARLOTTE HUBINGER LANGENEGGER3,
JEROME LANGENEGGER3 e PAULO VARGAS PEIXOTO3

ABSTRACT.- Barros G.C., Langenegger C.H., Langenegger J. & Peixoto P.V. 1988. [ Outbreak
of mycobacteriosis' in a froggery caused by Mycobacterium marinum.] Surto de
micobacteriose em criagdo de ras (Rana catesbeiana) causado por Mycobacterium marinum.
Pesquisa Veterindria Brasileira 8(3/4):75-80. Embrapa-UAPNPSA, Km 47, Seropédica, RJ 23851,
Brazil,

An outbreak of mycobacteriosis (tuberculosis) caused by Mycobacterium marinum in a colony of
Rana catesbeiana in the State of Rio de Janeiro is described. The disease was introduced in the
froggery by infected animals and, in 3 months, about 50% of 160 animals became contaminated and
died. The sick frogs had shown clinically progressive anorexia, apathy, adynamia, having the head
lowered and lost weight with the evolution of the disease. The necropsy had shown nodular whitish
caseous lesions in livers, spleens, kidneys, rarely in lungs, with variable number and size of the
nodules. Microscopically, the lesions were characterized as granulomas in different evolutioning
stages. These had origin in epithelioid cell agglomerations which became caseous necrosis later. The
so initiated nodules were surrounded by some macrophage cells and by concentric connective tissue
layers, limiting the nodules themselves and from the normal adjacent organ tissues. A great number
of isolated or aggregated acid-fast bacteria was seen scattered in the nodule structure. The
identification of M. marinum was based on the cultural and biochemical behaviour, with special
regard to the photochromogenicity.

INDEX TERMS: Mycobacteriosis, Mycobacterium marinum, frog, outbreak.

SINOPSE.- Foi descrito um surto de micobacteriose causado por
Mycobacterium marinum numa criacao de ras da espécie Rana ca-
tesbeiana no Estado do Rio de Janeiro. A doenga foi introduzida
no randrio através da compra de rés infectadas e propagou-se em
3 meses a cerca de 50% das ras de um lote de 160 animais que
adoeceram e morreram. ‘

Clinicamente as ras doentes demonstravam progressiva ano-
rexia, apatia, adinamia e postura cabisbaixa, perdendo peso a me-
dida que a doenga evoluia. A necrépsia revelou lesGes nodulares
caseosas de cor esbranquigada no figado, bago e rins, raramente
nos pulmdes, variando o ndmero e tamanho dos nédulos. Micros-
copicamente as lesdes eram constituidas por granulomas, em vé-
rios estdgios de evolugdo. Estes iniciavam-se por aglomerados de
células epitelidides que posteriormente eram levados a necrose
por caseificagdo. Os nédulos assim formados eram envoltos por
alguns macréfagos e por camadas concéntricas de tecido conjun-
tivo que delimitavam os nédulos entre si e do tecido normal adja-
cente do 6rgdo. Grande niimero de bastonetes isolados ou for-
mando agregados bacterianos, 4lcool-4cido resistentes, encontra-
vam-se entre as estruturas do nédulo.

1 Aceito para publicagio em 18 de dezembro de 1987.

Trabalho realizado na Univ. Fed. Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) e
na Unidade de Apoio ao Programa Nacional de Pesquisa em Satdde Animal
(UAPNPSA), Embrapa, Seropédica, Rio de Janeiro.

2 Depto Med. Prev. Epidemiologia, UFRRJ, Km 47, Seropédica, RY
23851.
3 Embrapa-UAPNPSA, Km 47, Seropédica, RJ 23851.

75

A identificacdo de M. marinum baseou-se no comportamento
cultural e bioquimico, destacando-se a fotocromogenicidade.

"TERMOS DE INDEXACAO: Micobacteriose, Mycobacterium marinum,
'rd, surto.

INTRODUCAO

A ra, como vérios outros animais de sangue frio, € vitima
de infecgdes espontineas por micobactérias cujo quadro
clinico e anitomo-histolégico lembra o da tuberculose.
Esta descoberta remonta ao inicio do século quando
Kiister (1905) e Rupprecht (1904), na Alemanha, relata-
ram sobre a ocorréncia de casos espontineos de ‘‘tuber-
culose’’ em ras da espécie Rana temporaria. A micobac-
teriose caracterizou-se por lesGes granulomatosas do fi-
gado contendo grande nimero de bastonetes dlcool-4cido
resistentes. O agente causal crescia bem na temperatura
de 28 - 30°C e se parecia com Mycobacterium tuberculo-
sis. Na ocasido foi designado genericamente como bacilo
da tuberculose dos animais de sangue frio. Posterior-
mente Bergey et al. (1923) reconheceu a micobactéria por
M. ranae. A inoculagédo desta cultura em outras ris e al-
guns animais de sangue frio reproduziu a doenga com le-
soes hepéticas € pulmonares, mas ndo mostrou-se patogé-
nica para coelhos, cobaios, ratos e camundongos.
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Viérios anos apés, Lichtenstein (1920) descreveu outro
caso espontineo de micobacteriose em uma ra, presumi-
velmente também da espécie Rana temporaria (Elkan
1960) de cujas lesoes hepéticas foi isolada cultura pura
da micobactéria tida entdo como bacilo da tuberculose da
ra. Esta cultura se comportava como a descrita por Kiister
(1905).

Griffith (1930) também descreveu uma micobacteriose
em ras da espécie Pseudis paradoxa portadoras de lesGes
semelhantes as da tuberculose no figado. A micobactéria
isolada distinguia-se sorologicamente de M. piscium
(Bataillon et al. 1987), de M. cheloni (Friedmann 1903) e
de M. marinum (Aronson 1926) estas procedentes de
peixes e queldnios.

Darzins (1950-52) descreveu uma epizootia de mico-
bacteriose (tuberculose) em ras da espécie Leptodactylus
pentadactylus, conhecidas no Estado da Bahia por
“gias”. Verificou-se que todas as 60 ras capturadas em
pogos e bicas d’agua de 4 locais diferentes de subiirbios
da cidade de Salvador eram portadores de lesGes macro
e/ou microscépicas, de aspecto nodular, de cor branco-
amareladas, em maior ou menor nimero, afetando princi-
palmente o figado, mas também os pulmées, o peritonio,
o intestino e em alguns casos as mesmas lesdes estavam
localizadas nas articulagdes dos membros. As lesées ini-
ciais eram formadas por células mononucleares e histié-
citos envoltos por delgada cdpsula de tecido conjuntivo
fibroso. Nas lesGes mais evoluidas o centro do nédulo se
transformava em massa caseosa e a periferia em densas
camadas concéntricas de tecido conjuntivo, separando
nitidamente os nédulos entre si ou estes do tecido normal
dos 6rgdos. O autor chamou a atengdo pela auséncia de
células gigantes de Langhans. Nas lesdoes foram encon-
tradas numerosas bactérias ¢m forma de bastonetes com
acentuada dlcocl-4cido resisténcia. As micobactérias isc-
ladas apresentavam caracteristicas bicquimicas seme-
lhantes as de M. ranae, mas como diferiam um pouco em
alguns aspectos morfolégicos, tintoriais e culturais, o
autor propds o nome de M. giae.

Mais recentemente, Schwabacher (1959) assinalou a
presenca de lesGes tuberculSides em sapo da espécie Xe-
nopus laevis, localizadas na pele. A infeccao manifestou-
se por miuiltiplas formagbes granulomatosas envolvendo
mais a porgdo superficial do derma. Histologicamente
estas lesdes eram constitufdas por massas densas de célu-
las endoteliSides, macréfagos, linf6citos e polimorfonu-
cleares, entremeadas por amontoados de bastonetes 4lco-
ol-4cido resistentes. A micobactéria isolada, que no meio
de cultura de Loewenstein-Jensen revelou colonias lisas,
Umidas, semelhantes as de M. aviwn, apresentou com-
portamento bioquimico diferente das micobactérias atipi-
cas conhecidas, o que levou a autora a denomini-la de
M. xenopi.

Elkan (1960) relatou também um caso de ‘‘tuberculo-
se” em sapo da espécie Xenopus laevis com lesGes no-
dulares apenas no rim. Em dois sapos da espécie Bufo
bufo o mesmo autor encontrou lesées tuberculéides no fi-
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gado, bago, rim, nos pulmdes, intestinos e testiculos que
considerava como tuberculose miliar. Nas lesoes foi visto
grande nimero de micobactérias, mas nao se refere ao
isolamento e identificagdo destas.

No presente trabalho descreveu-se a ocorréncia de um
surto de micobacteriose em ras de uma criag@o industrial,
causada por M. marinum, cujo achado ainda ndo havia
sido registrado na literatura e que assume importancia
também pelos aspectos sanitirios € econ0micos para a ra-
nicultura.

MATERIAL E METODOS

Numa criagdo comercial de ras da espécie Rana castesbeiana, co-
nhecida vulgarmente por ra-touro (Bullfrog) localizada no Esta-
do do Rio de Janeiro, foram adquiridas 60 novas ras e colocadas
Jjuntas com um lote de 100 j4 cxistente. Cerca de 3 semanas ap6s
comegou a ocorrer alta mortandade de animais. Foi feita uma vi-
sita a propriedade para levantamento do hist6rico da doenga e das
condi¢des higiénico-sanitdrias do ranério. Na ocasido foram co-
lhidas 22 ras doentes ou recém-mortas para exames clinico, an4-
tomo-histopatoldgico e bacterioldgico. Fragmentos de &6rgios
lesados foram fixados em solugio de formol a 10% e os cortes
histolégicos corados pelas técnicas de hematoxilina-eosina (HE),
de Ziehl-Neelsen (ZN), de Fontana, de Perl e de Turnbull. Esfre-
gacos dos 6rgaos lesados foram corados pelas técnicas de Gram e
de Ziehl-Neelsen. O triturado dos érgios foi semeado, direta-
mente, em meios simples e enriquecidos e, apds descontaminagio
em solucao a 6% de 4cido sulfiirico, em meio de Loewenstein-
Jensen, com e sem glicerina, bem como com e sem aeragdo. A in-
cubagdo foi feita a 30 e 37°C, durante 30 dias e acompanhada
por duas inspecOes semanais. A identificagdo do agente etiolégico
baseou-se na morfologia e propriedades tintoriais do germe, nos
aspectos culturais das coldnias segundo a classificagio de Runyon
(1959) e nas propriedades bioquimicas das micobactérias isoladas.
A caracterizacdo bioquimica foi realizada pelas provas descritas
por Langenegger et al. (1973).

RESULTADOS

A doenga incidiu em cerca de 50% do lote de 160 ras ad-
quiridas recentemente, manifestando-se por progressiva
apatia, adinamia e redugao do apetite dos animais €, con-
sequentemente perda de peso ou retardamento do cresci-
mento. Na fase final da doenga, as rés permaneciam pa-
radas, cabisbaixas. A enfermidade evoluiu progressiva-
mente para a morte. ApSs terem morrido cerca de 50%
dos animais, o proprietério sacrificou o restante do lote.
A necrépsia de 22 ras que morreram vitimas da doenga
ou foram sacrificadas quando ji doentes, revelou em to-
dos os animais a presenga de lesdes nodulares caseosas
de cor esbranquigada no figado, no baco e nos rins e mais
raramente nos pulmoes, variando o niimero e o tamanho
destas. Os nédulos, cujo tamanho oscilava desde o de ca-
bega de alfinete at€ 4mm de didmetro, encontravam-se di-
fusamente disseminado nos rins, no bagco e no ffgado e
sob as serosas do corag@o e dos pulmées. N6dulos maio-
res deformavam os Orgaos e ao corte apresentavam um
contetido caseoso bem delimitado do tecido normal por
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Fig. 1. Nédulos concéntricos no figado de ra, Rana catesbeiana,
revelando densas massas de Mycobacterium marinum, d/-
cool-dcido resistentes. ZN, obj. 10

Fig. 3. Nédulos no figado de ra de vdrios tamanhos e em coales-
céncia, mostrando alta concentragdo de M. marinum nos
granulomas. ZN, obj. 10.

Fig. 5. Tubérculo inicial formado por macréfagos epitelibides
com citoplasma esponjoso. no figado de ra. HE, obj. 16.

Fig. 2. Nédulo no figado de ra demonstrando aglomerados de M.
marinum nos restos celulares centrais e entre as camadas
concéntricas periféricas. ZN, obj. 20.

Fig. 4. Coalescéncia de varios tubérculos num grande nédulo
bem delimitado pelo tecido hepdtico normal. HE, obj. 6.

Fig. 6. Granuloma com reacao discreta contendo massa de res-
tos celulares no figado de ra. HE, obj. 16.

Pesq. Vet. Bras. 8(3/4):75-80. 1988
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uma fina c4psula conjuntiva. O material caseoso néao cau-
sava rangido ao corte e a bacterioscopia de esfregago co-
rados pelo método de Gram e Ziehl-Neelsen do material
triturado revelou apenas a presenca de bastonetes € coco-
bastonetes, dlcool-4cido resistentes, intensamente corados
pela fucsina.

Histologicamente, os nédulos revelaram-se como gra-
nulomas em vérios estigios de desenvolvimento, que,
portanto, diferiam morfologicamente entre si. Os tubér-
culos menores eram formados por aglomerados de macré6-
fagos epiteliides com abundante citoplasma de aspecto
esponjoso ou granular e bordos indistintos (Fig. 5). Estes
actimulos de macréfagos epiteliGides eram envolvidos por
finas laminas concéntricas de fibrécitos e colageno, que
as vezes eram entremeados por raros linfécitos, plasméci-
tos e heter6filos. Outros granulomas apresentavam-se
com massa de restos celulares, também arranjadas con-
céntricamente em laminas, envolvida externamente por
faixas de tecido conjuntivo, de espessura varidvel (Fig.
6). Estigios intermedirios entre estas duas formas tam-
bém eram vistos, nos quais a massa de detritos celulares
era envolvida por um manto de macréfagos epiteliGides,
circundados por faixa de tecido conjuntivo. Mais rara-
mente alguns granulomas maiores constituiam-se por
simples massas caseosas amorfas, delimitadas por tecido
conjuntivo. Calcificagdo distréfica foi raramente obser-
vada, porém os granulomas, com freqii€ncia, continham
varidveis quantidades de melanina. Coalescéncia de gra-
nulomas ocorreu eventualmente (Fig. 3 e 4). Pela colora-
cado de Ziehl-Neelsen encontravam-se no centro € entre as
lAminas de restos celulares, grande nimero de bastonetes
corados pela fucsina (Fig. 1 e 2).

As semeaduras do triturado dos Srgaos lesados, dire-
tamente, em meios para rotina de diagnéstico nao revela-
ram crescimento de microrganismos em 24 e 48 horas. O
mesmo triturado depois de descontaminado € semeado em
meio de Loewenstein-Jensen, revelou crescimento de
grande ntmero de coldnias visiveis, a partir do 72 dia de
incubagio a 30°C. Posteriormente também houve cresci-
mento a 37°C. Repiques das culturas, quando incubadas
no escuro, apresentavam-se acrométicas, no entanto, as
mesmas tornavam-se pigmentadas de amarelo vivo 2 ala-
ranjado quando expostas a luz, caracterizando-se assim
como fotocromogénicas pertencentes ao grupo I de Run-
yon (1959).

A caracterizagdo bioquimica das culturas isoladas re-
velou que as provas da catalase & temperatura ambiente e
a 68°C foram positivas, nao havendo reducdo do nitrato,
mas sim desdobramento da uréia e lenta hidrélise do
Tween 80. O Quadro 1 redne os resultados das provas
realizadas.

Quadro 1. Caracterfsticas culturais e bioqufimicas do agente causai,

Mycobacterium marinum, isolado das lesoes granulomatosas
de Rana catesbeiana

Crescimento Folocxjoj - Catélase Nitrato l{i}lrélisc
T mogenici- ", oq~ce0c  fedutase  deTween 80 Ureuse
Dias 30°C 37°C  dade " - (4horas) (10 dias)

8 + x + + o+ - + +
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A soma dos resultados acima descritos permitiu identi-
ficar o agente causal como Mycobacterium marinum e a
doenga como micobacteriose da ra.

DISCUSSAO

Analisando-se os resultados das pesquisas j4 feitas sobre
a chamada ‘‘tuberculose’ dos anfibios, verifica-se, sob o
ponto de vista anitomo-patolégico, que ocorrem duas
formas distintas de micobacterioses, a visceral e a cuté-
nea. A infeccdo visceral se caracteriza por miltiplos gra-
nulomas, variando em nidmero e em tamanho, dissemina-
dos no figado, bago, nos rins, pulmées, mais raramente
no peritdnio, intestino, e nos testiculos. Esta forma visce-
ral foi assinalada na ri européia Rana temporaria (Kiister
1905, Lichtenstein 1920), na rd Pseudis paradoxis (Grif-
fith 1930), na rd Leptodactylus pentadactylus (Darzins
1950/52) e agora pelos autores na ra comercialmente ex-
plorada, Rana catesbeiana. A forma visceral também foi
descrita em sapos da espécie Xenopus laevis e Bufo bufo
(Elkan 1960, Reichenbach-Klinke & Elkan 1965).

A micobacteriose cutinea descrita em sapos da espécie
Xenopus laevis (Schwabacher 1959, Reichenbach-Klinke
& Elkan 1965) caracterizou-se pela formagao de nédulos
que se desenvolviam na pele, envolvendo inicialmente
mais a porgao superficial do derma e posteriormente tam-
bém as camadas mais profundas. Estes nddulos tendiam a
multiplicar-se cobrindo é&reas adjacentes e ulceravam
quando atingiam tamanhos maiores. Histologicamente
consistiam de massas de células endoteliéides, macréfa-
gos, linfécitos e polimorfonucleares com pouco tecido
coldgeno, entremeado por numerosos amontoados de
bastonetes 4lcool-4cido resistentes.

Analisando-se os achados macro e microscépicos do
surto ora descrito em Rana catesbeiana estes caracteri-
zam uma micobacteriose e assemelham-se bastante ao que
tem sido relatado na literatura para esta doenga em anfi-
bios.

A estrutrura € a composigdo celular dos granulomas
sao praticamente as mesmas observadas por Darzins
(1950/52) na epizootia de tuberculose em Leptodactylus
pentadactylus. Reichenbach-Klinke & Elkan (1965)
mencionam que a presenga de células gigantes é muito ra-
ra nos granulomas e que a caseificacao central € usual-
mente pouco pronunciada, o que foi por nés também
constatado no presente surto. No entanto, Darzins (1950,
1952) e Reichenbach-Klinke & Elban (1965) nio se refe-
rem a presenga de heterSfilos nas lesGes. Embora em pe-
queno nimero, estas células por vezes estavam presentes
em meio aos granulomas no presente surto, o que também
foi constatado por Schwabacher (1959) em lesGes tuber-
culSides na pele de sapos Xenopus laevis, causadas por
M. xenopi. Presenga de melanina nas células dos tibulos
contornados do rim tem sido descritas em casos de mico-
bacteriose em sapos (Reichenbach-Klinke & Elkan
1965). A destrui¢do de grandes 4reas do parénquima he-
pético levaria a liberacdo da melanina, af armazenada, pa-
ra a corrente sangiiinea com subseqiiente eliminagao pe-
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los rins. Muitos dos animais por nés examinados porta-
vam avancadas lesGes hepéticas, mas nao foi encontrado
este pigmento nas células dos tibulos renais de nenhum
dos animais.

A presenga da melanina no parénquima hepitico e nas
lesGes tuberculoides foi comprovada pela coloracao de
Fontana e sua liberagdo através da oxidagdo com per6xi-
do de hidrogénio. As coloragdes de Perl e Turnbull re-
velaram pequena quantidade de hemossiderina que nio
tem significado patoldgico.

Quanto 2 etiologia, a forma da chamada “tuberculose’”
visceral & causada por Mycobacteriwn fortuitum. A no-
menclatura do(s) agentes(s) etiol6gico(s) da “‘tuberculo-
se”’ dos anfibios passou por virias propostas. Inicial-
mente a micobactéria isolada por Kiister (1905) foi de-
nominada, genericamente, por bacilo da tuberculose dos
animais de sangue frio. Em 1923, ela foi designada por
M. ranae no Manual de Bergey (1923). Cruz (1938), ao
reestudar as micobactérias do grupo, demonstrou a iden-
tidade de M. ranae com M. fortuitum, prevalecendo en-
tdo o nome desta e M. ranae ficou como sindnimo. Mais
recentemente, Stanford & Gunthorpe (1969) reanalizando
culturas de M. ranae e M. giae (1950/52) também con-
clufram que estas eram idénticas a M. fortuitum. Cultural
e bioquimicamente, M. fortuitum se caracteriza pelo cres-
cimento rdpido, em 3 a 4 dias, por ser acromogénico, por
reduzir nitrato e se enquadrar no grupo 4 de Runyon
(1959).

O surto de micobacteriose visceral, descrito no pre-
sente trabalho, foi causado por M. marinum e parece ser
o primeiro registro desta infeccdo em ras. Esta micobacté-
ria, no entanto, foi identificada como agente causal da
tuberculose de peixes (Aronson 1926, Giavenni et al.
1980, Hoffmann et al. 1983). M. marinum se distingue
cultural e bioquimicamente de M. fortuitum por ser de
crescimento mais lento (7 a 8 dias), por ser fotocromogé-
nico, por ndo reduzir nitrato, € pertencer ao grupo 1 de
Runyon (1959).

A micobacteriose cutdnea descrita em sapos da espécie
Xenopus laevis (Schwabacher 1959, Reichenbach-Klinke
& Elkan 1965) foi causada por M. xenopi que se distin-
gue das duas espécies acima referidas por ser de cresci-
mento lento (30 dias), por ser escotocromogénica, nao
reduz nitrato e se enquadra no grupo 3 de Runyon
(1959).

A existéncia de outras micobactérias responsiveis por
infeccoes espontaneas de anfibios ndo pode ser excluida.
Nao foi possivel consultar o trabalho original de Griffith
(1930) e de outros autores citados por Vogel (1958) e por
Reichenbach-Klinke & Elkan (1965). Elkan (1960) des-
creveu a micobacteriose de sapos em seus aspectos ané-
tomo e histopatolégico, mas nao se referiu ao isolamento
e identificagao do agente causal.

Sob o ponto de vista epizootiol6gico, chamou a aten-
¢ao que a ocorréncia das micobacterioses em anfibios foi
assinalada em animais mantidos em cativeiro e o nimero
de infecgGes nestes foi pequeno a julgar pelo relato de

Kiister (1905) que de 200 ras examinadas encontrou ape-
nas 3 casos e Lichtenstein (1920) que observou apenas 1
dentro de 140.

Contrastando esta informagio, Darzins (1950, 1952),
em Salvador, na Bahia, deparou-se com verdadeira enzo-
otia, pois das 60 ras silvestres examinadas todas estavam
infectadas.

No surto por nds descrito numa criagdo comercial, a
infeccdo propagou-se no lote a partir da introdugio de ras
oriundas de outro randrio. Este achado deve servir de
alerta para o perigo que representa a aquisi¢ao e introdu-
cdo de ras de outras procedéncias. PrecaucGes também
devem ser tomadas para evitar a entrada de ras silvestres
nas criagdes comerciais, bem como para a origem da agua
a ser utilizada no ranério, pois esta pode vir contaminada
por M. fortuitum e M. marinum.

Finalmente, sob o ponto de vista da satide puiblica,
cumpre assinalar que os dois agentes. acima mencionados
podem aproveitar-se de solucoes de continuidade da pele
ou da mucosa do homem e causar infecges ulcerativas
de evolugao cronica e de tratamento renitente.
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