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RESUMOS

Pesquisa Veterinaria Brasileira traz, em cada nimero, resumos de trabalhos de ciéncias veterinarias
recentemente publicados em outras revistas brasileiras.
(The journal publishes related abstracts of current Brazilian veterinary science literature.)

DOENCAS INFECCIOSAS

22. Bersano J.G., Peixoto Z.M.P., Farinha F.B.N., Silva
M.R.P. & Meira J. 1985. Diagnéstico precoce da peste suina
classica através de biépsia de amidalas. [Tonsil biopsy for the
early diagnosis of hog cholera.] Biolégico, S. Paulo,
57(7):181-184. Segdo de Doengas de Suinos, Eqiiinos e Pequenos
Mamiferos, Inst. Biolégico, Av. Cons. Rodrigues Alves 1252,
C.P. 5185, Sao Paulo, SP 04014.

Descreve-se o diagndstico precoce da peste suina cldssica,
através de biopsia de amidalas, em suinos procedentes de pro-
priedades com hist6érico de peste suina cldssica e/ou suinos sus-
peitos. Foram examinados 258 mateirais dos quais somente 41 se
mostraram negativos, tendo este trabalho sido iniciado em 1979.
A técnica empregada para diagnéstico foi de imunofluorescéncia
direta (IFD), aplicada a cortes histolégicos de material de biGpsia
de amidalas.

23. Kotait I., Cunha E.M.S., Queiroz L.H., Peixoto Z.M.P. &
Souza M.C. 1978. Doenca de Aujeszky no estado de Sio Pau-
lo: inquérito sorolégico em plantéis de reprodutores suinos
realizados no periodo de 1985, 1986. [Aujeszky’s diseases in
the State of Sdo Paulo: serological survey in reproductive herds
realized during the period from 1985 to 1986.] Args. Inst. Biol.,
S. Paulo, 53(1-4):71-73. Inst. Biol6gico, Av. Cons. Rodrigues
Alves 1252, C.P. 4185, Sao Paulo, SP 04014.

Pesquisou-se a presenca de anticorpos neutralizantes para o
virus a doenca de Aujeszky, em 100% dos animais pertencentes a
15 granjas de reprodutores registradas na Associagio Paulista de
Criadores de Suinos. Dos 10.523 soros coletados, no perfodo de
julho de 1985 a junho de 1986, 101 revelaram-se positivos e
pertenciam a duas propriedades situadas nos municipios de Jun-
diaf e Cerqueira César. As porcentagens encontradas foram 93,0
e 3,3, respectivamente. Recomenda-se a continuidade do acom-
panhamento soroldgico das granjas reprodutoras, como principal
medida para o controle da doenga de Aujeszky no Estado de Sao
Paulo.

24. Baldassi L., Fernandes Filho M., Moulin A.A.P., Hipolito
M. & Murakami T.O. 1986. Estudo da sensibilidade in vitro
dos principais agentes bacterianos isolados de mastites sub-
clinicas na bacia leiteira de Ribeirao Preto, Estado de Sao
Paulo. [In vitro sensibility study of the main bacterial agents
isolated from sub-clinical mastitis in Ribeirdo Preto, Sdo Paulo,
Brazil.] Args Inst. Biol., S. Paulo, 53(1-4):55-63. Segdo de Bac-
teriologia Animal, Inst. Biolégico, Av. Cons. Rodrigues Alves
1252, C.P. 4185, Sao Paulo, SP 04014.

Foram realizados antibiogramas com 954 cepas bacterianas,
provenientes de 926 amostras de leite, oriundas de animais porta-
dores de mastites subclinicas evidenciadas pela prova do CMT.
Os antibidticos testados fazem parte do arsenal terapéutico pre-
sente no mercado e os maiores indices de sensibilidade detectados
foram para os Staphylococcus a gentamicina, cloxacilina, espira-
micina, kanamicina e novobiocina; para os Streptococcus, a clo-
xacilina, penicilina, espiramicina, cloranfenicol e lincomicina; para

N

Corynebacterium, a gentamicina, cloranfenicol, espiramicina,

neomicina, novobiocina, penicilina, cloxacilina, lincomicina, ka-
namicina, streptomicina e polimixina B; para Enterobactérias, a
gentamicina, kanamicina e polimixina B; para Pseudominas, a
somente polimixina B; para os demais bastonetes Gram-negati-
vos ndo fermentadores, & gentamicina; para os Micrococcus, a
gentamicina, penicilina e polimixina B e, finalmente, para a Pas-
teurella, ao cloranfenicol e neomicina. A realizagdo do antibio-
grama mostrou-se de grande importancia prética, visto que, para
cada grupo bacteriano, a sensibilidade as drogas testadas foi va-
ridvel. Entre estas, destacaram-se seis: cloxacilina, gentamicina,
polimixina B, cloranfenicol, espiramicina e penicilina. Associan-
do-se o fato de que a prevaléncia dos agentes foi para bactérias
Gram-positivas, verificou-se que a cloxacilina e a espiramicina
foram os antibidticos que , in vitro, apresentaram os melhores
resultados.

25. Barcellos T.F.S., Silva N. & Marques Junior A.P. 1987.
Mamite caprina em rebanhos préximos a Belo Horizonte,
Minas Gerais. I. Etiologia e sensibilidade a antibiéticos. II.
Métodos de diagnéstico. [Goat’s mastitis in herds near Belo
Horizonte, Minas Gerais. 1. Aetiology and antibiotic sensibility.
II. Diagnostic methods.] Arq. Bras. Med. Vet. Zootec.
39(2):307-315. Ese. Vet., Univ. Fed. Minas Gerais, C.P. 567,
Belo Horizonte, MG 30161.

A ocorréncia de mamite em cabras em rebanhos localizados
nas proximidades de Belo Horizonte, Minas Gerais, foi estudada
através de testes a nivel de campo (exame clinico e California
Mastitis Test — CMT) e laboratoriais (determinacao da etiologia
dos agentes bacterianos, contagem de células somdticas e sensibi-
lidade a antibidticos). Encontraram-se das 157 amostras de leite
examinadas, 40 CMT positivas e com contagens acima de
5.000.000 de células/ml, correspondendo a 25,5%. O agente
bacteriano mais frequentemente isolado foi Staphylococcus au-
reus, ocorrendo em 42,65% dos positivos. Todas as bactérias
testadas mostraram-se sensiveis & neomicina a ao nitrofurano.

DOENCAS PARASITARIAS

26. Maia A.AM. & Guimardes M.P. 1986. Variacido
estacional de infeccoes helminticas em vacas de corte e
efeitos de Ivermectrin em diferentes intervalos. [Seasonal
variation in gastrointestinal helminth infection of beef cows and
effect of Ivermecthrin at different intervals.] Pesq. Agropec.
Bras. 21(10): 1085-1088. Depto Parasitologia, Inst. Ciénc. Bio-
l6gicas, Univ. Fed. Minas Gerais, Cx. Postal 567, Belo Horizon-
te, MG 30000.

Foram utilizadas 55 vacas da raga nelore com idade entre 5 e
8 anos, naturalmente infectadas por nematdédeos gastrintestinais,
divididas em 5 grupos de 11 animais; um grupo permaneceu como
controle, enquanto os outros foram tratados com Ivermectrin, na
dose de 200 meg/kgpv. O medicamento, aplicado em intervalos de
60, 75 e 90 dias, interferiu na carga parasitdria subclinica dos
animais, 0 que ndo ocorreu com o tratamento a cada 120 dias. Os
resultados das culturas de fezes e das contagens de OPG,
realizadas mensalmente, mostraram que ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre a carga parasitdria dos
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RESUMOS

bovinos na estagdo seca e chuvosa; nas coproculturas, as larvas
de Cooperia foram as mais freqiientes, seguidas, respectivamen-
te, das de Haemonchus, Oesophagostomum e Trichostrongylus.
Os autores lembram, que as infec¢Oes subclinicas das vascas
dos 5 grupos provavelmente ndo interferiram na produgdo de
leite e carne, sendo a administragdo do anti-helmintico discutivel.
Citam ainda os trabalhos realizados por outros autores, em que
nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas
no ganho de peso e na producio leiteira de animais com infeccoes
subclinicas tratados com anti-helminticos. CHT

27. Farias N.AR., Gonzales J.C. & Saibro J.C. 1986.
Antibiose e antixenose entre forrageiras e larvas de
carrapato-de-boi. [Antibiosis and antixenosis among forage
species and larvae of cattle tick.] Pesq. Agropec. Bras.
21(12):1313-1320. Av. Duque de Caxias 170C/202, Pelotas, RS
96100.

As leguminosas Stylosanthes scabra Vog. e Stylosanthes
viscosa Sw. e as gramineas capim-gordura (Melinis minutiflora
Beauv.), capim-braquidria (Brachiaria ruzizienzis Germain et
Evrard) e capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum.),
cultivadas em casa de vegetagdo, foram testadas quanto as suas
propriedades de antibiose e antixenose com larvas de
carrapato-de-boi (Boophilus microplus Canestrini, 1887). Em
dois experimentos similares, foram colocadas 100 larvas em cada
planta, e os efeitos foram avaliados apés 5, 10 e 20 dias de contato
larva/forrageira. O capim-gordura, S. viscasa ¢ Scabra, espécies
dotadas de pélos epidérmicos glandulares produtores de secre¢oes
viscosas, exerceram mecanismos de antixenose (repeléncia) e de
antibiose (provocando a morte ou mantendo as larvas presas as
secre¢des) com as larvas. A redugdo méxima da populagdo de
larvas potencialmente infestantes ocorreu aos 20 dias de contato
larva/forrageira. Dentre essas espécies potencialmente Uteis ao
controle biolégico do carrapato, destacou-se o capimp-gordura,
que reduziu em 95% a populagdo de larvas infestantes. O capim-
elefante e o capim-braquidria revelaram pouca ou nenhuma in-
terféncia no comportamento das larvas.

28. Leite R.C., Nunes V.A., Coelho A.M.B., Chquiloff M.A.G.
& Nunes J.J. 1987. Patologia da infeccio do ouvido por
Railletia auris (Leidy, 1872)Trouessart, 1902 (Acari, Mesos-
tigmata). II. Achados bacteriolégicos. [Pathology of the ear
mite Railletia auris (Leidy 1872) Trouessart, 1902 (Acari, Me-
sostigmata). II. Bacteriological aspects.] Arq. Bras. Med. Vet. Zo-
otec. 39(2):325-332. Esc. Vet., Univ. Fed. Minas Gerais, C.P.
567, Belo Horizonte, MG 30161.

Descreve-se a flora bacteriana associada a infeccdo por Rail-
letia auris no sistema auditivo (SA) de 60 bovinos azebuados,
abatidos em matadouro sediado no estado de Minas Gerais. Os
isolamentos foram feitos da tuba faringo-timpanica (TFT), da
cavidade timpéanica (CT) e do conduto auditivo externo (CAE),
correlacionados com a presenca ou auséncia de lesdes macrosco-
picas e microscépicas nessas porcoes. As bactérias isoladas do
CAE, CT e TFT incluem-se, na maioria dos casos, no grupo das
ndo-patogénicas ou patogénicas facultativas. As dos genéros Ba-
cillus, Micrococcus e do grupo bastonetes Gram-negativos, por
terem sido isoladas das trés porgdes d (SA, lesadas ou nao, foram
consideradas como constituintes normais da flora bacteriana do
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ouvido de bovinos. Corynebacterium pyogénes e as bactérias dos
géneros Proteus e Pseudomonas s6 foram isoladas de CAE e CT
lesados.

29. Brito D.B., Francis M., Freire N.M.S. & Gomes D.C. 1987.
Prevaléncia e patogenicidade causada por Oesophagosto-
mum (Molin, 1861) em suinos no estado do Rio de Janei-
ro. [Prevalence and pathogenicity of Oesophagostomum in swine
of Rio de Janeiro State.] Args. Flum. Med Vet., Rio de J., 2(2):47-
48. Depto Doengas Parasitdrias, Univ. Fed. Fluminense, Rua Vi-
tal Brazil Filho 64, Niterdi, RJ 24000.

No periodo de margo a novembro de 1977, foram necropsia-
dos 60 suinos de ambes os sexos, nascidos e criados no estado do
Rio de Janeiro. A prevaléncia de Oesophagostomum dentatum foi
de 68,3% e 63,3% de O. quadrispinulatum, com 92,7% de asso-
ciagdo destas parasitoses. As lesoes causadas por Oesophagosto-
mum spp., foram estudadas, sendo verificado que seu sitio de lo-
calizagdo situava-se ao nivel do intestino delgado e grosso, onde
os nédulos eram mais numerosos, com didmetros maiores. Este
aspecto correlaciona-se a faixa etdria e ao sexo dos hospedeiros.

30. Batista Neto R., Lopes C.W.G. & Grisi L. 1987. Macro-
merontes de um coccidia no abomaso de ovinos. [Macrome-
ronts of a coccidia in the abomasum of sheep.] Args Flum. Med.
Vet., Rio de J., 2(2):49-50. Depto Biologia Animal, Univ. Fed.
Bahia, Av. Ademar de Barros 500, Ondina, Salvador, BA 40000.

Num total de 10 ovinos utilizados num trabalho experimental
com tricostrongilideos, & necrdpsia, 6 dos animais tinham dreas
circunscritas de coloragdo branco-amareladas na mucosa do
abomoso, medindo aproximadamente de 2 a 3 mm de didmetro.
Microscopicamente, estas dreas foram constituidas por macro-
merontes em diversos estdgios de desenvolvimento, localizados
na ldmina prépria das vilosidades. Em alguns deles observou-se a
presenca de merozoitas em sua fase final de desenvolvimento.
Com base na descri¢io das formas endégenas descritas previa-
mente caracterizou-se este parasita como Eimeria gilruthi.

31. Souza M.C. & Serra Freire N.M. 1987. Flutuaciao da pa-
rasitemia por Trypanosoma vivax em infeccoes experi-
mentais de ruminantes domésticos. [Parasitaemic fluctuations
in Trypanosoma (Duttonela) vivax experimental infection in do-
mestic ruminants.] Args Flum. Med. Vet., Rio de J., 2(2):51-54.
Fundagdo Univ. Fed. Piaui, Campus Universitdrio do Iningd,
Teresina, PI 64000.

Infecgbes experimentais foram feitas em bovinos, ovinos e
caprinos com Trypanosoma (Duttonela) vivax Ziemann, 1905
objetivando o estudo da flutuagao da parasitemia e o curso da
infeccdo. Os 10 ovinos, 9 bovinos e 3 caprinos foram acompa-
nhados diariamente pelo exame de esfregacos sanguineos finos
corados pelo método Giemsa e pesquisa de formas tripomastigo-
tas em tubos heparinizados de micro-hematdcrito. Observa-
ram-se periodos de incubag@o que variaram entre 2 e 31 dias. As
parasitemias foram bastante flutuantes, inclusive com perfodos de
auséncia de flagelados no sangue periférico que variou entre 1 e
58 dias para bovinos, 1 a 17 dias para caprinos e 1 a 12 dias para
ovinos; em fungdo do curso das infecgdes, foram assinaladas trés
formas de evolugdo: aguda, subaguda e cronica.



Tépico de Interesse Geral

TRATAMENTO DA TUBERCULOSE BOVINA COM HIDRAZIDA

O abate dos bovinos infectados por Mycobacterium bovis é,
sem diivida, o método mais rdpido e eficiente pelo qual se pode
erradicar a tuberculose de um rebanho; mas sua adogio s6 é pos-
sivel se houver no Pafs um programa oficial de indenizagdo dos
animais doentes € a possibilidade de reposigdo destes por bovinos
procedentes de rebanhos indenes.

Como no Brasil ndo houve e ndo hd atualmente condiges de
indenizar o sacrificio de bovinos tuberculosos, tornou-se hdbito
vender os animais ‘“‘reagentes’” para um marchante que os reven-
dia para outros -fazendeiros, disseminando, desta forma, a doenga
progressivamente. Esta prdtica, infelizmente, ainda ocorre nas
bacias leiteiras do Pafs por falta, também, da necessdria educacao
sanitdria dos pecuaristas.

O tratamento terapetitico da tuberculose bovina tornou-se o
meio mais eficiente de combater a doenga em alguns paises cuja
economia nio suporta elevados gastos com sacrificio e a indeni-
zagdo dos animais infectados.

O tratamento da tuberculose bovina com Hidrazida no Brasil,
mormente nas bacias leiteiras entre as cidades do Rio de Janeiro,
Sdo Paulo e Belo Horizonte, j4 se constitue pritica amplamente
aceita pelo fazendeiro, porque o gasto com o medicamento (50
délares) oscila entre 10 e 15% do valor comercial da vaca. Isto
representa uma perda menor do que a desvalorizagdo do animal
na venda ao marchante por 20 a 30% abaixo do valor comercial.

Sob o ponto de vista sanitdrio, a cura da tuberculose, através
do tratamento com Hidrazida no préprio foco, € altamente reco-
menddvel pois evita a venda dos “reagentes” e consequentemente
a propagacdo da doenga para outros rebanhos.

A eficiéncia do tratamento alcanca indices em torno de 95%
de curas da tuberculose; mas, para tanto, deve haver uma estreita
colaboragdo entre o fazendeiro e o médico-veterindrio na execu-
¢ao de um conjunto de providéncias, a saber:

1)Fazer o diagndstico alérgico da tuberculose em todos os
bovinos da fazenda, incluindo desde os bezerros recém-nascidos
até os velhos bois de carro, preferencialmente pela tuberculiniza-
¢do comparada (simultinea) com tuberculinas PPDs bovina e
avidria. Nos animais suspeitos e negativos do rebanho, a tubercu-
linizagao deve ser repetida 60 dias depois, para assim detectar os
que na primeira ji se encontravam infectados mas ainda eram
“reagentes negativos”. Numa 32 tuberculinizagido, com intervalo
de mais 60 dias, todos os animais devem estar negativos desde
que na primeira tenham sido reconhecidos e eliminados os ani-
mais portadores de “tuberculose aberta”. Num foco de tubercu-
lose € importante assegurar que os animais considerados negati-
vos realmente ndo estdo infectados.

2) Separar os bovinos infectados dos sadios. Embora a tuber-
culose ndo seja altamente contagiosa, € necessario separar quanto
antes os ‘“reagentes”, ndo permitindo que estes toquem os ani-
mais sadios através de cércas ou comam e bebam nos mesmos lo-
cais. O estdbulo e os utensilios devem ser rigorosamente desin-
fectados logo apés a separacdo com solugdes a base de formol ou
cresdis.

3) Providéncias devem ser tomadas para afastar os gatos e
submeter ao exame da tuberculose os empregados que lidaram
diretamente com o gado, sem esquecer os adolecentes que, fre-
quentemente, auxiliam nas lidas do estdbulo, por serem estes mais
sensiveis a infecgdo por M. bovis do que pessoas adultas.

4) A terapia com Hidrazida. O tratamento consiste em adminis-
trar, por via oral, a Hidrazida (hidrazida do 4cido isonicotinico),
sob forma de um pé branco cristalizado, na propor¢do de 25
mg/kg de peso vivo, a cada animal em duas fases, ou seja, uma
série de 60 doses em dias consecutivos (durante 2 meses) € o res-
caldo que consiste em fornecer a mesma dose 3 vezes por semana
(28, 42 e 62 feira) perfazendo outro total de 60 aplicagdes (du-
rante 4 meses e 21 dias). Exemplificando, uma vaca de 400 kg de
peso vivo recebe 10 g de Hidrazida por dose e o gasto total do
medicamento (120 doses) € de 1,2 kg. Para cada diferenca de 40
kg de peso animal, aumenta-se a dose em 1 g.

5) Cuidados a serem tomados durante ¢ medicacdo. E impor-
tante observar se cada animal ingere a dose do medicamento.
Prético € prender os animais no canzil ou na corrente e fornecer a
cada um aproximadamente 1 kg de ragdo concentrada no qual, no
ato, foi acrescido a dose de Hidrazida de acordo com o peso do
animal. Deve-se evitar de que a vaca vizinha coma a racdo da
outra. Algumas vacas mestigas, no inicio do tratamento, se negam
a comer a mistura. Nesta circunstdncia basta aumentar a quanti-
dade da ragdo concentrada para diluir e disfarcar a presenga do
medicamento.

Durante o perfodo de medicagdo ndo € recomendado tubercu-
linizar os animais, pois os resultados podem ser falsos.

Nao devem ser tratadas as vacas que comprovadamente te-
nham tuberculose localizada no tbere, diagnosticdve! clinica-
mente pelo aspecto dos linfonodos retromamdrios e processos
nodulares cronicos na glandula mamdria. Alguns animais clini-
camente muito fracos (tuberculose muito evoluida) podem nao
resistir ao tratamento € morrem nas primeiras 2 semanas.

Durante o periodo de tratamento os bovinos melhoram de as-
pecto, mas a cura sé pode ser assegurada pela dessensibilizagdo
alérgica. Recomenda-se fazer a primeira tuberculinizagdo 30 dias
apds o término da medicacdo e depois em intervalos de 2 a 3
meses. Os animais tornam-se lentamente negativos; alguns, por
vezes, demoram até 1 ano para reagirem negativamente. E reco-
menddvel registrar em ficha o declinio progressivo da reagdo
alérgica. A causa desta negativagdo irregular estd ligada ao tama-
nho da lesdo caseosa e sua absorgéo pelo organismo, ap6s a morte
de M.bovis na lesdo.

Considera-se curado o bovino que, no teste alérgico compa-
rativo, apresentar um aumento de espessura da dobra da pele, na
regido do omoplata, inferior a 3 mm.

Assegura-se o saneamento da tuberculose fazendo-se ainda
duas tuberculinizagées do rebanho, com intervalos de 6 meses e
depois anualmente, como vigilancia sanitaria.

E importante nio administrar doses muito maiores da Hidra-
zida, pois esta poderd causar incoordenagdo motora e paralisia
aos animais. Em caso deste acidente terapeiitico € necessdrrio
suspender a medicagdo até que o animal volte ao normal e depois
prosseguir com o tratamento na dosagem de 25 mg/kg de peso
vivo.

O tratamento ndo afeta a vida reprodutiva da vaca, inclusive a
gestagdo. Também néo torna resistente M.bovis como ocorre com
M. tuberculosis no tratamento da tuberculose humana.

JEROME LANGENEGGER

Embrapa-UAPNPSA, Km 47
23851 Seropédica, Rio de Janeiro

vii ' Pesq. Vet. Bras. 7(3). 1987



PITIOSE CUTANEA EM EQUINOS NO RIO GRANDE DO SUL!

MURILO NOGUEIRA dos SANTOS2, LUCIANO LUIZ METZDORF3. MARCOS MOREIRA BRAGA
e CARLOS ALBERTO WOLLE#

ABSTRACT.- Santos M.N., Metzdorf L.L., Braga M.M. & Wolle C A. 1987. [Cutaneous
pythiosis in horses from Rio Grande do Sul, Brazil.] Pitiose cutdnea em eqiiinos no Rio Grande
do Sul. Pesquisa Veterindria Brasileira 7(3): 57-61. Depto Patologia, Univ. Fed. Sta Maria, 97119
Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil.

Seventeen cases of Pythiosis in horses from Rio Grande do Sul, Brazil, are described. The
lesions consisted of subcutaneous granulomas in the limbs, ventral thoracoabdominal wall and face.
Specimens from the lesions were obtained through biopsy or at post-mortem examination. The
disease is caused by the Pythium sp., and yeast-like Protista organism and the lesions are similar to
the cutaneous Habronimiasis. Most cases of Pythiosis were observed in summer and the
characteristic lesions consisted of an exuberant chronic inflammatory reaction crisscrossed by
numerous irregular channels containing a central yellow and firm necrotic core (kunker). A
presumptive diagnosis of Pythiosis was made in H & E preparations based on the findings of linear
or round spaces in the necrotic areas which represented ghost images of the organism.
Identification of the fungal elements was achieved with the use of silver stains (all cases), direct
examination (2 cases) and cultures (2 cases). The morphology of the agent and histopathological

lesions in all cases are identical and permit the etiologic diagnosis even in non-cultured lesions.

INDEX TERMS: Pythium sp., subcutaneous pythiosis, horses, granulomatous lesions, pathology.

SINOPSE.- Foram diagnosticados 17 casos de pitiose em lesoes
granulomatosas dos membros, regido toracoabdominal ventral
e face, obtidas por bidpsia e necropsia de eqiiinos do Rio Grande
do Sul, Brasil. A doenga € causada pelo organismo Pythium sp., do
reino protista, que provoca lesdes semelhantes aquelas da ha-
bronemiase cutinea e ocorre, principalmente, nos meses de ve-
rdo. As lesdes caracterizam-se por proliferagoes inflamatdrias
exuberantes, com fistulagdo de onde sai material necrético ama-
relado, de consisténcia firme. O diagndstico foi feito através da
verificacdo da imagem negativa de elementos filamentosos tubu-
liformes nas dreas necréticas, vistas nas preparagdes coradas pela
hematoxilina e eosina, pela sua evidenciagdo nas impregnagdes
pela prata, visualizacdo em exame direto e por cultura do agente
de material de dois animais. A semelhanga das lesdes em todos os
casos assegurou o diagndstico de pitiose.

TERMOS DE INDEXACAO. Pythium sp., pitiose eqiiina, cavalo, granu-
loma cuténeo, patologia.

INTRODUCAQ

O termo Pitiose foi proposto por Miller (1983a) para denominar
as lesdes granulomatosas cutdneas dos eqiiinos, causadas pelo or-
ganismo filamentoso tubuliforme Pythium sp., antes denominado
Hyphomyces destruens.

1 Aceito para publicagdo em 16 de margo 1987.
2 Departamento de Patologia, Universidade Federal de Santa Maria,
97119 Santa Maria, Rio Grande do Sul.
3 Curso de PGs-Graduagdo em Medicina Veterindria, Universidade Fe-
dera] de Santa Maria (UFSM).
Departamento de Clinica de Grandes Animais, UFSM.

Os granulomas mais comuns em eqiiinos sdo aqueles da pele
causados por Pythium, os originados por larvas e Habronema sp.
(habronemiase cutdnea) e os produzidos pelo fungo Basidiobolus
haptosporus e, na cavidade nasal, pelo fungo Conidiobolus coro-
natus (Miller & Campbell 1982).

O Pythium sp. ndo € um fungo. Eum protista classificado co-
mo ficomiceto da familia Pythiacae que produz zoosporos bifla-
gelados (Austwick & Coplan 1974, Shiptonetal. 1982). Parasita de
plantas aquéticas, o fungo infecta eqiiinos no estdgio de zoosporo
mével (Miller 1983b, Mendoza & Alfaro 1986), ndo havendo a
necessidade de lesdo da pele para que haja a infecgdo (Hutchins &
Johnston 1972).

A doenga ocorre em animais de regibes tropicais e subtropi-
cais Umidas nos meses de verdo, atacando eqiiinos de todas as
idades, sexos ou ragas (Austwick & Copland 1974, Miller &
Campbell 1982). A lesdo € progressiva e ocorre nas porgdes bai-
xas dos membros e na parede toracoabdominal, caracterizando-se
por formagdes granulomatosas, fistuladas ou ulceradas com
massas necréticas cinza-amareladas (Hutchins & Johnston 1972).
Descrig6es de pitiose gastrintestinal em caes foram feitas por Miller
et al. (1983) e por Miller (1985). Pitiose cutdnea também jd foi
observada em bovinos (Miller et al. 1985).

No Rio Grande do Sul, Santos & Londero (1974), em um es-
tudo histolégico de lesdes suspeitas de habronemiase cuténea,
verificaram a existéncia de quatro casos de infecgdo por Hy-
phomyces destruens, dentre 10 granulomas semelhantes aos cau-
sados por Habronema sp. em eqiiinos, embora, nos demais casos,
nao se tenha verificado histologicamente a larva da mosca.

No Mato Grosso, Carvalho et al. (1984) descreveram a ocor-
réncia de uma dermatite nodular e ulcerativa causada por Hy-
phomyces destruens em 13 equideos da regido do pantanal.

Pesq. Vet. Bras. 7(3):57-61. 1987
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Descrevem-se novas ocorréncias de pitiose em eqiiinos do Rio
Grande do Sul, onde se obteve a cultura do organismo causal da
doenga e se fez um levantamento de todos os casos observados
em 22 anos no Setor de Patologia Veterindria da Universidade
Federal de Santa Maria.

MATERIAL E METODOS

O material deste estudo compreende espécimes de 13 bidpsias e de 4 ne-
crépsias de eqiiinos, observados no perfodo de 1965 a 1986 no Setor de
Patologia Veteriniria do Departamento de Patologia da Universidade Fe-
deral de Santa Maria, Rio Grande do Sul.

O material de bi6psia procedeu de eqiiinos de diferentes regides do Es-
tado do Rio Grande do Sul e o de necropsia foi de animais da regido central
deste estado.

Ap6s a fixagido em formol neutro a 10%, o material para exame histol6-
gico foi clivado, incluindo em parafina e cortado a 5 microinetros. As co-
lorag6es empregadas foram a da Hematoxilina — Eosina e da impregnagio
pela prata (metenamina-nitrato de prata) para a evidenciagdo do agente
etiolGgico da lesdo.

Para a cultura foram colhidos fragmentos de material necrético, lavados
vérias vezes em 4gua destilada e semeados em agar sabouraud dextrose.

De dois animais, fragmentos do mesmo material foram triturados e cla-
rificados com hidréxido de potéssio (soda c4ustica) a 10%, para exame di-
reto.

RESULTADOS

O maior nimero de animais atingidos ndo tinham raga definida
(SDR), trés eram da raga crioula € um era da raga Puro-Sangue
Inglés (PSI). Animais de ambos os sexos foram atingidos igual-
mente e a idade variou entre oito meses e 20 anos. A evolucao da
doenga variou de dias a meses e sua ocorréncia foi, principal-
mente, nos meses de janeiro a marco, com dois casos em maio,
dois em junho e um em outubro (Quadro 1 e Fig. 1).

As lesdes ocorreram nas partes inferiores dos membros pos-
teriores em 41,2% dos casos (Fig.2); também na regido esternal,
na face (Fig.3), no pescoco, na vulva, no pénis, no 14bio inferior.

Murilo Nogueira dos Santos et al.
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Fig. 1. Incidéncia da pitiose eqiiina no Rio Grande do Sul, de acordo com os
meses do ano.

As lesdes de mama ou dos membros, eram por vezes associadas a
lesdo da face e do abdomen. Em apenas dois animais a lesdo era
no membro anterior, mas em nenhum animal necropsiado se ob-
servaram lesGes em outros locais ou 6rgaos (Quadro 1).

Os histéricos clinicos relatavam a formagdo de tumoragdes
exuberantes, associadas a ucleragdo da pele e fistulacdo de onde
safa material necrético amarelado, de consisténcia firme (Fig.4).
No material de necropsia verificou-se que essas proliferacoes te-
ciduais da pele consistiam de tecido fibroso, brancacento e bri-
lIhante, entrecortado por galerias cheias de material necrético,

Quadro 1. Pitiose eqiiina no Rio Grande do Sul

Niimero Raga  Sexo Idade Més deA Localizacdo Evolugio Tipo de
(anos) ocorréncia das lesGes (dias) material
1 SRD M 0 Janeiro Pescogo Bidpsia
2 SRD F 15 ” Vulva ”
3 SRD M 0 ” Pénis wee ”
4 SRD M 8  Fevereiro MPD? 20 ”
5 Crioula M 3 ” Esterno 60 ”
6 SRD M 2 ” MPEDY/gengiva 120 Necropsia
7 SRD M 10 Margo MPC/peito Bidpsia
8 SRD M 5 ”» MAEd ”
9 SRD M 6 > MA¢®/esterno 60 ”
10 SRD M 18 ” L4bio inferior 45 ”
11 SRD M 10 » - . ”
12 Crioula F 6 ” Regifio mandibular 60 Necropsia
13 SRD F 18 Maio Préximo a mama 15 Bidpsia
14 SRD F 12 ” MPE 920 Necropsia
15 PSI F 3 Junho MP Biépsia
16 Crioula F 1 ” MPE Necrépsia
17 SRD F 2 Outubro MP Bidpsia

4MPD = membro posterior direito;
bMPE = membro posterior esquerdo;
¢MP = membro posterior;

dMAE = membro anterior esquerdo;
®MA = membro anterior.
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4
Fig. 2. Formacdo granulomatosa de pitiose do tecido subcutdneo da regido
tthia, com invimeros pontos salientes de fistulacao, em eqiiino de 1

ano.

Fig. 4. Grande formagdo granulomatosa ulcerada de pitiose de evolugcdo de
90 dias, no metatarso com dreas de fistula¢ao donde sai material ne-
crético (parte inferior), em eqiiino de 12 anos.

Fig. 3. Twmoragdo ulcerada de pitiose no tecido subcutdneo da regido da
mandibula com evolugdo de 60 dias, em eqiiino de 6 anos.

Fig. 5. Superficie de corte do tecido de granulagcdo na pitiose eqiiina, mos-
trando focos de necrose de aspecto caseoso.

Pesq. Vet. Bras. 7(3):57-61. 1987
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Fig. 6. Elementos filamentosos tubuliformes de Pythium, observando-se
paredes paralelas e lisas com ramificagées laterais, na pitiose eqiina.
Metenamina-nitrato de prata. Obj. 40.

firme, rugoso, ramificado e amarelado que podia ser retirado fa-
cilmente do local (Fig. 5).

O aspecto histolégico das lesoes nao variou. Os tecidos cora-
dos pela hematoxilina e eosina mostravam dreas necréticas eosi-
nofilicas e irregulares, nas margens das quais se observavam fen-
das de contornos lisos, sinuosas ou nao ou pequenos orificios cir-
culares de limites nitidos que correspondiam a cortes longitudi-
nais ou transversais dos elementos filamentosos. Essas dreas ne-
créticas apareciam circundadas por eosinéfilos, neutréfilos e his-
ti6citos em meio a intensa proliferagcao conjuntiva, as vezes, ede-
matosa e rica em fibroblastos, outras vezes mais rica em fibras
coldgenas, mas sempre infiltrada por eosinéfilos. Em nenhum
caso se observou a invasao de vasos.

Nas impregnagdes pela prata os elementos filamentosos tubi-
liformes apareciam ramificados, de paredes lisas e paralelas com
escasso material protoplasmadtico e algumas septacoes (Fig. 6). O
organismo localizava-se principalmente nas margens das dreas de
necrose.

Em culturas, as colonias cresceram lentamente, eram chatas,
cerosas e arborecentes. Microscopicamente eram compostas por
elementos filamentosos de 7 micrémetros ou mais em seus did-
metros, ndo septados, apresentando projegoes laterais, simulando
ramos arbutivos curtos.

Nas preparagdes para exame direto verificou-se um emara-
nhado de elementos de paredes lisas ¢ paralelas com ramificagoes,
tendendo a formar dngulos retos (Fi. 7).

DISCUSSAO E CONCLUSAO

A infecgdo por organismos do género Pythium sp. estd direta-
mente ligada ao contacto de eqiiinos com dguas contaminadas,
ndo havendo, por isso, predisposi¢do de raga, sexo e idade. Con-
siderando que o Pythium tem um ciclo evolutivo que envolve
plantas aquéticas de banhados, a partir de zooporos da dgua pode
haver a contaminagdo de feridas ou entdo esses colonizam no
pélo dos animais e desenvolvem, mais tarde, lesdes na pele danifi-
cada (Miller 1983).

Nos casos aqui apresentados todos os materiais de bidpsia ou
de necropsia eram de animais que viviam em 4reas do estado on-
de existem banhados. Um dos eqiiinos estava estabulado. Neste
caso existe a possibilidade de contamina¢ao do mesmo quando em
contacto com dgua contaminada e a manifestacao da doenga se-
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Fig. 7. Emaranhado de elementos filamentosos tubuliformes com ramifica-
¢oes em dngulo reto (seta) na pitiose eqiiina. Exame direto do mate-
rial clarificado. Obj. 40.

manas apds, uma hipdtese proposta por Miller & Campbell
(1982), baseada no periodo de incubagao do agente.

A época de maior ocorréncia da doenga foi nos meses quentes
do ano, (janeiro a margo), mas com casos nos meses frios (maio e
junho) ou temperados (outubro). Observacdo de pitiose na
Austrdlia e Estados Unidos também sdo feitas em épo-
cas de maior calor, pois o agente requer temperatura de 30° -
400C para a esporulagdo, mas o aparecimento da doenga meses
ap6s o verdo foi observado por Miller & Campbell (1982) em
eqiiinos e por Miller (1985) em caninos.

A localizacdo das lesdes nas porgdes baixas dos membros
posteriores foi mais freqiiente, seguida daquelas da regido
abdominal ventral e mama e da face. Curiosamente e sem expli-
cagdo para o fato, os membros anteriores sao menos atingidos.
Essas localizacoes de lesdes também foram observadas por Brid-
ges & Emmons (1961) e por Miller & Campbell (1982) e as da
face ocorrem quando o animal se contamina ao beber a 4gua dos
péantanos ou ao cogar as feridas dos membros. Lesdes gdstricas
e intestinais em cdes sdo causadas por ingestdo de 4gua contami-
nada (Miller 1985).

A doenga tem uma evolugdo que varia de dias a meses € a ex-
tensdo da lesdes depende do tempo de evolugédo. Sdo caracteristi-
cas das lesdes o crescimento exuberante de tecido de granulagdo
com fistulagdes de onde sai o material necrético rico em orga-
nismos filamentosos tubuliformes, mas a lesdo pode ser confun-
dida com aquela causada por Habronema; esta, porém, regride
com a chegada do frio, segundo Bridges & Emmons (1961), o que
nao ocorre na pitiose que leva o animal 2 morte por extrema de-
bilidade.

Hutchins & Johnston (1972) obtiveram a cura de animais com
pitiose através da remogao cirdirgica do processo inflamatério,
associada ao uso de iodeto de potdssio intravenoso. Em trés ani-
mais necropsiados, deste relato, o uso desse tratamento nao teve
sucesso, talvez pela grande extensdo das lesoes. Imunoterapia foi
usada com sucesso no tratamento de casos agudos da doenga
(Mendoza & Alfaro 1986).

A colheita do material necrético junto do tecido de granulagao
¢ de fundamental importancia para o diagnéstico histopatolégico
e para um diagnéstico rdpido, através da digestdao por hidréxido
de potdssio (soda cdustica) onde se observa o maranhado de ele-
mentos filamentosos tubuliformes com ramificagoes em angulo
reto (Fig.1), possibilitando assim a diferenciagdo da habrone-
miase e uma intervengao terapéutica precoce.
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A grande maioria dos casos relatados eram suspeitos de ha-
bronemfase cutinea, mas o comportamento clinico-patolégico
idéntico de todos, comparados aqueles de onde se obteve a cul-
tura do organismo causal ou a sua verificagdo pelo exame direto e
a auséncia de larvas de mosca em todos os casos, permitem o
diagn6stico seguro de pitiose eqiiina.

Agradecimentos.- Os autores agradecem aos Professores Dr. Alberto T.

Londero e Ceci Ramos pelas culturas do organismo Pythium e sugestdes ao
trabalho.
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NIVEIS DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES EM BOVINOS VACINADOS CONTRA

RAIVAL

PAULO M. ROEHE2, AUGUSTO C. CUNHAZ ¢ ARTHUR KING3

ABSTRACT.- Roehe P.M., Cunha A.C. & King A. 1987. [Neutralizing antibody levels in cattle
vaccinated against rabies.] Niveis de anticorpos neutralizantes em bovinos vacinados contra
raiva. Pesquisa Veterindria Brasileira 7(3): 63-65. Instituto de Pesquisas Veterindrias “Desidério
Finamor”, Cx. Postal 2076, Porto Alegre, RS, 90001, Brazil.

Three modified live virus vaccines and one inactivated vaccine against rabies were purchased in
the market and applied into cattle, aiming the determination of neutralizing antibody levels induced.
Each vaccine was injected as a single dose into groups of 10 animals/vaccine, according to
manufacturer’s recommendations, plus 10 uninoculated controls. Cattle serum samples were
collected on days 0, 30 and 60 post-vaccination. The samples were tested against the strain CVS in
the mouse neutralization test, and against CVS and ERA strains in the cell culture
virus-neutralization test. All the four vaccines were shown not to be good rabies neutralizing
antibody inducers. The results obtained with the two tests, despite the low titers observed in both,

were not comparable, probably because of the differences in the amount of virus used for

challenge. : '
INDEX TERMS: Rabies, neutralizing antibody, cattle.

SINOPSE.- Trés vacinas antirdbicas com virus modificado e uma
vacina inativada foram adquiridas no comércio e aplicadas em
bovinos, visando a determinagdo dos niveis de anticorpos
neutralizantes induzidos. Cada vacina foi injetada em dose (nica
em grupos de 10 animais/vacina, de acordo com as
recomendacdes dos fabricantes, além de 10 controles nio
inoculados. Amostras de soro foram coletadas nos dias 0, 30 e 60
poés-vacinagdo. As amostras foram testadas contra a cepa CVS
no teste de virus-neutralizagdo em camundongos, e contra as
cepas CVS e ERA no teste de virus-neutralizacdo em cultivos
celulares. Todas as quatro vacinas demonstraram ndo ser boas
indutoras de anticorpos neutralizantes. Os resultados obtidos com
os dois testes, apesar dos baixos titulos observados em ambos,
ndo foram compardveis, provavelmente devido a diferenca na
quantidade de virus utilizada no desafio.

TERMOS DE INDEXACAO: Raiva, anticorpos neutralizantes, bovinos.

INTRODUCAO

A raiva dos bovinos € ainda na América do Sul um problema de
grandes dimensdes. Anualmente, um elevado nimero de animais
sdo mortos pela enfermidade, ocasionando perdas de grande
significado econdmico, além da perda de proteina animal (Acha
1967, Baer 1975). .

Além disso, os custos sociais de cada caso sdo muitas vezes
altos, devido a preocupagdo gerado por eventuais contatos com

L Aceito para publicagdo em 8 de abril de 1987.

Equipe de Virologia e Imunologia do Instituto de Pesquisas
Veterinérias “Desidério Finamor”, Caixa Postal 2076, Porto Alegre, RS,
90001.

3 Central Veterinary Laboratory, New Haw, Weybridge, Surrey, UK.

animais enfermos e probiemas relativos a necessidade ou ndo de
tratamento de pessoas expostas.

No periodo 1970-1980, 41.756 casos de raiva bovina foram
registrados nas Américas (Acha 1981). No Brasil, no mesmo
periodo foram registrados 19.546 casos, aproximadamente
metade do total verificado no continente. Deve-se salientar que
os casos notificados seguramente representam  uma
sub-estimativa da real incidéncia (Roehe et al. 1987, no prelo).

No Rio Grande do Sul, a partir de 1983 tem se verificado uma
epizootia de raiva bovina na zona serrana do Estado (Roehe et
al., no prelo). Nessa ocasido, entre 1983 e 1985, foram
registrados 1.410 casos da enfermidade, e até abril de 1986, jd
haviam sido registrados 80 novos focos (Servico de Doengas
Infecciosas, DPA — Registro de casos de raiva dos herbivoros).

Na tentativa de contribuir para o esclarecimento de fatores
que possam determinar o controle da epizootia, concentramo-nos
no estudo da poténcia de vacinas, uma vez que a vacinagao € uma
das alternativas de controle acessiveis aos produtores (Diego &
Valotta 1979).

Nesse sentido, este trabalho foi executado visando a
determinagdo de niveis de anticorpos neutralizantes no soro de
bovinos vacinados com as vacinas antirdbicas disponiveis
comercialmente no Estado do Rio Grande do Sul, em
determinado momento.

MATERIAL E METODOS

Vacinas

Foram adquiridas no comércio quatro vacinas contra a raiva bovina, de di-
ferentes laboratérios, com as seguintes caracteristicas:

Vacina A: vacina liofilizada produzida com virus vivo modificado,
amostra ERA, em cultivo celular.
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Vacina B: suspensdo de tecido nervoso de bovinos neonatos
(40 mg/ml) infectados com virus fixo (CVS) inativada por
betapropiolactona e adicionada de glicerina e saponina.

Vacina C: vacina liofilizada produzida com virus vivo modificado,
amostra ERA, em cultivo celular.

Vacina D: vacina liofilizada produzida com virus vivo modificado,
amostra ERA, em cultivo celular.

Todas as vacinas encontravam-se dentro dos respectivos prazos de vali-

dade, e foram mantidas 2 temperatura de 4°-8°C até o0 momento de sua
aplicagdo, em condigGes idénticas.

Bovinos

Cinqlienta bovinos sadios, ndo vacinados, de idade entre 1 1/2 ¢ 3 anos
foram selecionados do plantel do Instituto de Pesquisas Veterinérias ‘‘Desi-
dério Finamor’ (IPVDF). Os animais foram mantidos em condigées uni-
formes de manejo até o final dos experimentos.

Grupos de dez bovinos foram vacinados com cada uma das quatro vaci-
nas, usando seringas e agulhas diferentes e de acordo com as instrugoes dos
fabricantes. Um grupo de 10 animais foi mantido como controle nio vaci-

~ nado. .
As amostras de soro foram coletadas nos dias 0, 30 e 60 apés a vacina-
¢do.

Testes de anticorpos neutralizantes em camundongos

Os soros coletados foram testados com a técnica descrita por Atanasiu
(1973), frente a cepa CVS 31/4 de virus rébico. Resumindo, dilui¢ées de
soro de 1:5 a 1:3125 foram colocadas frente a aproximadamente 20 DL5
de virus, incubadas a 37°C por 90 minutos e inoculadas em camundongos
albinos suigos de 3 a 4 semanas de idade por via intra-cerebral, na dose de
0,03 ml. Os titulos foram calculados pelo método de Reed e Muench (Lo-
renz & Bdgel 1973), e expressos como a reciproca da diluigdo de soro que
protegeu 50% dos camundongos inoculados.

Testes de anticorpos neutralizantes em cultivos celulares

Os testes de avaliagdo de nfveis de anticorpos neutralizantes foram exe-
cutados no Central Veterinary Laboratory, New Haw, Weybridge, Surrey,
conforme a seguinte metodologia:

Células BHK-21 foram cultivadas em meio EAGLE-MEM com 10% de
soro fetal bovino e 10% de caldo triptose fosfato (E.MEM). As células fo-
ram incubadas por 3 dias a 37°C. Ap6s, as células de uma garrafa de 80 cm®
foram dispersas com tripsina 0,125% e ressuspendidas a uma concentragao
aproximada de 25.000 células/50 . 1.

Os soros foram testados em duplicada frente as cepas CVS e ERA. Em
placas de microtécnica de 96 orificios, 50 ul de E.MEM foram adicionados
a cada pogo. Vinte e quatro microlitros de cada soro foram adicionados as
primeiras duas linhas e diluidos (fator de dilui¢do 3). Apds, SOl de uma
diluigdo de virus CVS ou ERA contendo aproximadamente 200 doses in-
fectantes para cultivos celulares (DICC5() foi adicionado a cada diluicdo
e incubados a 359C por 60 minutos. Controles de virus (back titration), cé-
lulas e soros positivo e negativo, foram incluidos na prova. A seguir, SOl
da suspensdo de células foi adicionada aos pogos e incubada por 4 dias a
35°C.

As placas foram entio fixadas em 80% acetona por 10 minutos e secas &
temperatura ambiente. Apés, conjugado FITC — soro anti-nucleocapsideo
de virus rdbico (Instituto Pasteur, Franca), foi colocado nas placas, seguido
de incubagdo por 30 minutos. A lavagem foi feita com PBS (pH 7,2) por 10
minutos e a leitura feita em microscépio Leitz para fluorescéncia com 1am-
pada XENON 75, objetiva 25X de longo alcance e oculares 6,3X. Os orifi-
cios foram lidos como positivos (= virus presente) ou negativos (= virus
ausente). O célculo dos titulos obtidos foi feito pelo método de Reed e
Muench (Lorenz & Bdgel 1973) e expresso como a reciproca da dilui¢do de
soro que neutralizou o virus em 50% dos orificios inoculados.

Andlise estatistica

Os dados obtidos com as duas técnicas foram analisados pelo teste de anélise
de variancia (Daniel 1977).

RESULTADOS 7
Virusneutralizagd@o em camundongos frente a cepa CVS

As vacinas apresentaram aos 0, 30 e 60 dias pés-vacinagdo
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(d.p.v.) os seguintes resultados, considerando-se a média geomé-
trica dos titulos observados: vacina A: 0, 0,07 e 0,62, respectiva-
mente; vacina B: 0, 0,41 e 0,40; vacina C: 0, 0,38 e 0,99; vacina
D: 0, 0,33 e 0,70. Os controles ndo revelaram a presenga de anti-
corpos aos 0, 30 e 60 dias.

Os titulos observados naqueles animais que reagiram positi-
vamente variaram de 1:5 a 1:30, sendo que este Gltimo foi obtido
em somente um caso, com a vacina B aos 30 d.p.v. As médias
mais altas foram obtidas aos 60 d.p.v., com excecdo da vacina B,
que manteve média constante aos 30 e 60 d.p.v.

Virusneutraliza¢ao em cultivos celulares

Todos os animais ndo apresentaram anticorpos no dia zero.
Aos 30 e 60 d.p.v. a vacina A apresentou médias geométricas
0,22 e 0,09 frente a cepa ERA, bem como 0,22 e 0,21 frente a
cepa CVS. A vacina B: 0,08 aos 30 d.p.v. e auséncia de anticor-
pos (<3) aos 60 d.p.v., com ambas as cepas de virus. A vacina C:
0,25 € 0,06 frente 3 ERA, € 0,25 ¢<3 frente 8 CVS. A vacina D:
0,08 e<3 frente 4 ERA, 0,15 ¢ 0,05 frente a CVS.

O Quadro 1 representa o niimero de animais com titulos de
anticorpos (< 1:5 ou<1:3 nos testes in vivo € in vitro, respectiva-
mente) em proporgao ao nimero de animais vacinados.

Quadro 1. Nimero de reagentes com titulo igual ou superior a 1:5 (nos tes-
tes de anticorpos neutralizantes em camundongos) e 1:3 (testes in
vitro), aos 30 e 60 dias pds-vacinagdo

Anticorpos neutralizantes
Em camundongos In vitro

Virus de desafio CVS CVS ERA
Dias pés-vacinagio 30 60 30 60 30 60
Vacina A /9% 5/8 2/9 219 219 18
Vacina B 4/10 5/10 79 09 1/9 09
Vacina C 4/10 8/9 3/9 0/8 410 1/8
Vacina D 4/10 7/10 2/10 1/10 1/10 0/10
Controles 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

2 x/y = nimero de reagentes / niimero de animais em teste.

Observou-se grande variabilidade nos titulos obtidos com o
teste de anticorpos neutralizantes em camundongos, em compa-
ragdo com os resultados em cultivos celulares. A dose de virus de
desafio utilizada no teste in vivo (aprox. 20 DL5() foi um loga-
ritmo menor que a dose utilizada no teste in vitro (200 TCID5)),
o que aparentemente refletiu-se na sensibilidade das técnicas.

A andlise de variancia dos titulos obtidos apds a utilizacao das
quatro vacinas nio revelou diferenca significativa (P<0,05).

DISCUSSAO

Em nosso Pais, as vacinas antirdbicas sdo controladas oficial-
mente pelo Ministério da Agricultura (Didrio Oficial da Unido
1975), utilizando normas preconizadas pela Organizagdo Mundial
de Satide (WHO 1973).

Os testes de poténcia sdo, no entanto, métodos indiretos, isto
€, ndo sao realizados na espécie & qual as vacinas se destinam.

As vacinas destinadas a uso bovino ndo sdo testadas nessa es-
pécie, por razdes de custo e pragmaticidade. As determinagdes de
niveis de anticorpos exigiriam um grande ndmero de bovinos
sensiveis. Além disso, se realizados testes de agressdo, muitos
animais teriam suas carcagas inutilizadas.
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A validade da utilizagdo de medidas de anticorpos humorais na
avaliagdo da eficdcia de vacinas antirdbicas € matéria de discus-
sdo, principalmente levando-se em conta o papel da imunidade
celular na protecdo de individuos vacinados (Wiktor et al. 1977,
Miller et al. 1978).

Na espécie bovina, alguns autores tém reportado que titulos
altos de anticorpos estdo fortemente correlacionados com prote-
¢ao (Koprowski 1955, Gomez et al. 1955). Outros situam a cor-
relagdo em niveis tdo baixos como 1:2 (Kalmar & Tadmor 1968,
Hubbard et al. 1969), 1:5 (Abelseth 1964) ou 1:10 (Ribeiro Netto
et al., sem data). Ainda, alguns trabalhos ndo revelaram qualquer
correlagdo (Ribeiro Netto et al. 1971, Arellano et al. 1972), o que
ressalta o papel da imunidade celular no processo.

Nio obstante, através deste tipo de teste tém sido estudadas
vérias vacinas de uso bovino, bem como sdo determinadas condi-
¢oes 6timas de dosagem, vias de aplicagdo e duragdo de imunida-
de (Gomez et al. 1955, Koprowski 1955, Abelseth 1964, Fdbrega
et al. 1965, Atanasiu et al. 1968, Fuenzalida et al. 1978).

Os resultados aqui apresentados com as quatro vacinas testa-
das, tanto frente & cepa CVS como a cepa ERA evidenciaram
baixos niveis de anticorpos em comparagdo com os dados levan-
tados por outros autores em testes similares (Atanasiu et al. 1968,
Koprowski 1955, Baumgarten 1976, Dreesen et al. 1970). Em-
bora seja impossivel com os dados aqui obtidos correlacionar os
titulos de anticorpos com a capacidade de induzir protegio, evi-
dentemente a escolha da vacina mais apropriada recairia sobre a
que induzisse maiores niveis de anticorpos. No presente estudo as
quatro vacinas apresentaram performance similar, ndo havendo
diferenca estatisticamente significativa entre os resultados obti-
dos. Consequentemente, a possibilidade de escolha fica prejudi-
cada.

Podemos, porém, afirmar com base nos resultados obtidos,
que as vacinas testadas ndo sdo boas indutoras de anticorpos.
Trabalhos estdo em andamento para determinar a resisténcia de
animais vacinados frente a uma agressdo de virus rdbico, com ce-
pas padrao (CVS), bem como com virus isolado de casos de cam-
po da presente epizootia da enfermidade.

Os dados obtidos com as técnicas in vivo € in vitro revelaram
diferengas entre ambas, havendo uma maior sensibilidade em fa-
vor da primeira. Entretanto, a quantidade de virus (CVS) de de-
safio utilizada nas provas apresentou uma diferenga de um loga-
ritmo, o que as tornou de dificil comparagdo. A quantidade maior
de virus explicaria também a maior homogeneidade dos resulta-
dos obtidos com os testes in vitro, bem como os titulos mais bai-
xos e menor nimero de animais positivos.

Por outro lado, a variabilidade do sistema in vivo € bastante
grande, levando a que alguns autores utilizem medianas para a
expressdo dos resultados (Ribeiro Netto et al. 1971, Fuenzalida et
al. 1978). A correlagdo entre as duas técnicas em condi¢oes simi-
lares as do presente estudo foi determinada por Zalan et al.
(1979). Estes autores encontraram uma significativa discrepancia
de 16,5% dos resultados em um total de 200 testes, apesar da
correlagdo de 85% de sensibilidade.

Nossos dados permitem afirmar que as duas técnicas nao sao
compardveis quando utilizadas quantidades tdo distintas de virus
na reagdo de soroneutralizagéo.
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INTOXICACAO EXPERIMENTAL POR Vernonia mollissima (Compositée)

EM CAPRINOS!
LUIZ STOLF2, ALDO GAVA2 e CARLOS HUBINGER TOKARNIA3

ABSTRACT.- Stolf L., Gava A. & Tokarnia C.H. 1987. [Experimental poisoning of goats by
Vernonia mollissima (Compositae).] Intoxicagdo experimental por Vernonia mollissima (Com-
positae) em caprinos. Pesquisa Veterindria Brasileira 7(3):67-77. Centro Agroveterindrio, UDESC,
Av. Luiz Camdes 2090, Lages, Santa Catarina 88500, Brazil.

The aerial parts of Vernonia mollissima, a plant of the family Compositae, were given orally to
17 goats. An acute lethal poisoning was reproduced by the administration of single doses from 2.5
to 10 g of the plant material per kg body weight. The clinical manifestations of the poisoning
were: anorexia, apathy, rumen atony, staggering gait, sternal-abdominal decubitus, hepatic
sensibility, sometimes violent muscular contractions, hypothermia and death. The main
post-mortem findings were observed in the liver, characterized by severe hepatic distrophy.
Histological examinations revealed massive necrosis of the liver parenchyma in the animals
with a clinical course of less than 24 hours. In the animals with a longer course (about 48 hours),
disappearance of the hepatic cells and congestion in the center of the lobule were observed; the
midlobular and peripheral parenchymal cells were swollen and vacuolized. Additionally, there were
lesions in the kidneys, which consisted of regressive changes of the epithelial cells of the uriniferous
tubules; they were slight in the animals with a clinical course of less than 24 hours, pronounced in
the animals with a longer course.

In the present investigation also data were obtained concerning the elevation of seric activity of
alanine amino transferase (ALT), aspartate amino transferase (AST), lactic dehydrogenase (LDH),
gamma-glutamyl transferase (GGT) and alkaline phosphatase (SAP), as well as those regarding the
bilirubin and protein levels.

INDEX TERMS: Poisonous plants, experimental plant poisoning, Vernonia mollissima, Compositae, goats, clinics,

pathology.

SINOPSE.- Descreve-se em caprinos um quadro clinico-patol6-
gico de evolugdo aguda, letal, pela administragdo de Vernonia
mollissima Don, planta pertencente a familia das compostas. Esta
planta mostrou-se letal para 100% dos animais que receberam
10 g/kg e para 50% dos que receberam 5 e 2,5 g/kg. A dose de
1,25 g/kg ndo se mostrou tdxica para a espécie caprina.

As doses tinicas de 5 e 10 g/kg produziram intoxicagdo com
evolugdo clinica inferior a 24 horas, enquanto com 2,5 g/kg a
evolugao foi superior a este periodo (de aprox. 48 horas).

O quadro clinico caracterizou-se por anorexia, prostragio,
sensibilidade hepdtica, atonia de rdmen, emissdo constante de
berros e gemidos, dectibito esterno-abdominal e lateral, movi-
mentos de pedalagem, as vezes contragoes musculares violentas,
hipotermia, estado de coma e morte.

As principais lesdes macroscépicas foram observadas a nivel
hepitico, caracterizando uma grave distrofia hepética. Microsco-
picamente observou-se difusa necrose de coagulagdo no parén-

1 Aceito para publicagio em 22 de abril de 1987.

Parte da tese de Mestrado do primeiro autor, realizada na Unidade de
apoio ao Programa Nacional de Pesquisa em Satide Animal, Embrapa, Km
47, Seropédica, Rio de Janeiro 23851.

2 Centro -Agroveterindrio, UDESC, Av. Luiz Camdées 2090, Lages,
Santa Catarina, 88500.

Depto Nutri¢do Animal, Univ. Fed. Rural do Rio de Janeiro, Km 47,
Seropédica, RJ.

quima hepdtico, nos animais em que a evolucdo foi inferior a 24
horas, e desaparecimento das células centrolobulares e congestio
centrolobular, além de tumefacio e vacuolizagdo dos hepatécitos
nas zonas intermedidria e periférica, nos casos de evolu¢do mais
prolongada. A nivel renal observaram-se, na maioria dos animais,
processos regressivos nas células epiteliais dos tibulos uriniferos,
leves nos casos com evolugdo inferior a 24 horas e acentuados
nos casos com evolugao mais longa.

O comportamento sérico das enzimas aspartato amino trans-
ferase (AST), alanina amino transferase (ALT), lactato desidro-
genase (LDH), gama glutamil transferase (GGT) e fosfatase al-
calina (SAP) foi de aumento progressivo e constante até o dbito.
As bilirrubinas apresentaram niveis séricos varidveis individual-
mente € com o tempo de evolugdo clinica. O quociente
GGT/AST foi inversamente proporcional ao grau de necrose he-
pitica; o quociente AST/ALT foi diretamente proporcional ao
grau de necrose hepitica, atingindo indices elevados.

TERMOS DE INDEXACAO: Plantas téxicas, intoxicagdo experimental
por planta, Vernonia mollissima, Compositae, caprinos, clinica, patologia.
INTRODUCAO

O rebanho caprino no Brasil em 1981, segundo o Departamento
de Estatistica Agropecudria do Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica, era de 8.865.000 animais, distribuidos de forma ir-
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regular pelo territ6rio nacional, tendo sua maior concentragdo no
Nordeste (Fundagdo IBGE 1983). Em fungdo de sua capacidade
de aproveitamento e conversdo alimentar e de sua rusticidade e
produtividade, bem como da excelente fonte de leite e carne que
representa, especialmente para suprir caréncias alimentares das
familias de baixo poder aquisitivo, a criagdo dessa espécie tem
merecido grande incentivo, especialmente no Sul do pais, onde
vem ocorrendo, além do crescimento populacional, considerdvel
desenvolvimento zootécnico.

O estudo das plantas toxicas para animais domésticos tem
merecido especial atencdo dos pesquisadores brasileiros, geral-
mente em fungdo das vultosas perdas econdmicas decorrentes das
mortes ou quedas de produgdo que essas plantas determinam,
principalmente nas estagGes secas ou frias, quando a escassez de
alimentos induz os animais a modificarem os seus hdbitos ali-
mentares sob influéncia poderosa do fator “fome”.

Experimentos nesse sentido foram conduzidos em bovinos
com muitas plantas; no entanto, ndo se pode simplesmente trans-
ferir os dados clinico-patolégicos de bovinos para outras espécies
animais, sem o risco de se cometer graves erros. As plantas téxi-
cas de interesse agropecudrio, que podem ser definidas como sendo
“aquelas que, quando ingeridas pelo animal em condi¢es natu-
rais, causam danos  sua satide ou mesmo a morte”, foram pouco
estudadas em caprinos no Brasil, ¢ a maioria dos trabalhos foi
realizada no Nordeste, onde essa espécie apresenta maior inte-
resse econdmico.

Ao estudar as plantas téxicas para caprinos, dois caminhos
podem ser seguidos simultaneamente: 1) tentar esclarecer mortes
em caprinos possivelmente causadas por plantas téxicas; 2) veri-
ficar se plantas comprovadamente t6xicas para bovinos e ovinos
o seriam também para caprinos.

Uma das plantas comprovadamente téxica para bovinos e
ovinos € o sub-arbusto Vernonia mollissima Don, pertencente
a familia Compositae, estudada por Ddobereiner et al. (1976) e
Gava (1986), e responsdvel por mortandades em bovinos e pro-
vavelmente ovinos nos municipios de Bela Vista, Ponta Pora e
Caracol, Mato Grosso do Sul. A sua toxidez foi demonstrada
também para coelhos (Tokarnia et al. 1986).

Vernonia mollissima distribui-se, segundo Coelho (1985), pe-
los Estados de Mato Grosso do Sul, nos municipios de Ponta
Pora, Bela Vista e Caracol, do Rio Grande do Sul, nos munici-
pios de Cruz Alta e Tupanciret, e do Parand, em 4rea nao deli-
mitada, e também na Argentina. Temos encontrado a planta tam-
bém no municipio de Jilio de Castilhos, Rio Grande do Sul.

Os objetivos do presente estudo foram: 1) verificar se capri-
nos seriam sensiveis a intoxicagdo por V. mollissima, a semelhan-
¢a de outras espécies de ruminantes; 2) avaliar o quadro clinico €
andtomo-histopatoldgico nessa espécie e 3) estabelecer padroes
de variagdo sero-enzimdtica e sua correlagdo com as lesGes hepd-
ticas em amostras de soro coletadas em diferentes épocas da
evolugao do quadro clinico.

MATERIAL E METODOS

Partes aéreas de Vernonia mollissima Don foram coletadas na Fazenda Mar-

garida, invernada Vahy, municipio de Bela Vista, Mato Grosso do Sul, no
inicio do més de setembro de 1985. Os brotos, medindo de 3 a 10 c¢m de al-
tura (Fig. 1 e 2), foram colhidos aproximadamente 15 dias apés as queima-
das dos campos e dessecados 4 sombra e em temperatura ambiente. Duas
amostras da brotagdo fresca foram pesadas e dessecadas em separado para
controle da perda de peso. O perfodo de secagem foi de aproximadamente
16 dias, findos os quais fez-se nova pesagem das amostras, constatando-se
perda de 80% de seu peso em relagdo 2 brotagdo verde.
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O trabalho foi conduzido nas dependéncias da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria, Setor de Patologia Animal, no municipio de Ita-
guaf, Estado do Rio de Janeiro. Foram utilizados 17 caprinos, sem raga de-
finida, de ambos os sexos, com idade varidvel de 1 a 2 anos, pesando de 10 a
40 kg. Todos os animais foram desverminados com albendazole® a 1%, na
dose de 2 ml para cada 10 kg de peso corporal, por via oral, e mantidos em
baias de alvenaria, com 4gua e capim 2 vontade.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos. Um
grupo de cinco animais recebeu 10 g/kg de peso corporal. Os caprinos dos
outros grupos, com quatro animais cada um, receberam 5, 2,5 e 1,25 g/kg
de peso corporal. A planta dessecada foi administrada em sua forma inte-
gral, por via oral e em dose tizica>.

Os exames clinicos de rotina foram efetuados trés vezes ao dia a partir
do dia da administragio até ao do Gbito ou até os animais serem considera-
dos livres da possibilidade de ainda adoecerem. Nesses exames foram ava-
liados os seguintes parametros: temperatura retal, freqiiéncia cardfaca e res-
piratdria, motilidade ruminal, sensibilidade hepdtica 2 palpacdo, apetite,
dipsia, aspecto das fezes, atitudes, posi¢do e comportamento. Os dados ob-
tidos foram registrados em fichas individualizadas, assim como foram cro-
nometrados os tempos das ocorréncias.

As colheitas de amostras sangiiineas foram efetuadas, uma antes da ad-
ministragdo da planta e as demais 6, 12, 18, 24, 30, 42, 54 ¢ 78 horas apés.
Nos caprinos 4762 e 4764, por terem apresentado evolugdo mais longa que
os demais casos letais, foram efetuadas mais quatro colheitas, a 102, 108,
114 e 120 horas apds a administracio da planta. Apds a retragdo do codgulo,
o soro foi separado, centrifugado a 3.000 rpm durante 5 minutos, identifi-
cado e mantido em congelagioa —4°C.

A quantificagdo bioquimica foi efetuada na Segdo de Bioquimica do
Servigo de Patologia Clinica do Hospital Naval Marcilio Dias, na cidade do
Rio de Janeiro. A fosfatase alcalina foi determinada pelo teste cinético oti-
mizado (Merckotest)®, a gama-glutamil transferase pelo teste cinético
(Merck-1-test)®, a aspartato amino transferase, a alanina amino transferase e
a lactato desidrogenase pelo teste UV / otimizado respectivo a cada enzima
(Merckotest)6. As bilirrubinas foram determinadas pelo método Jendras-
sik e Grof Schellong e Wende (Merckotest)6.

As protefnas totais e as albuminas foram determinadas pelo método
biureto verde de bromocresol (Merckotcst)6.

Os animais que morreram foram imediatamente necropsiados e frag-
mentos de 6rgaos vicerais e sistema nervoso central foram coletados e con-
servados em formol a 10% para estudos histolégicos. Fragmentos desses 6r-
gaos foram inclufdos em parafina, cortados em secgdo de 6 um e corados
em hematoxilina-eosina. Fragmentos de figado e rins foram adicionalmente
cortados por congelagdo e corados com Sudan III (Pallaske & Schmidel
1959).

Os valores dos constituintes séricos dos animais que desenvolveram um
quadro de intoxicagdo experimental por Vernonia mollissima foram subme-
tidos a anélise de variincia e ao teste de Duncan,

RESULTADOS

Os principais dados dos experimentos em caprinos com Vernonia
mollissima estao expostos no Quadro 1.

Todos os animais que receberam 10 g de Vernonia mollissima
por quilograma de peso corporal (4751, 4754, 4755, 4758 e
4759) adoeceram e morreram. Os primeiros sintomas surgiram de
15 horas e 1 minuto a 23 horas e 44 minutos apds a administragao
da planta. A evolugdo do quadro clinico durou de 6 horas e 58
minutos a 22 horas e 37 minutos. O 6bito verificou-se de 24 ho-
ras ¢ 58 minutos a 46 horas e 21 minutos apds a administragdo da
planta.

Dos caprinos que receberam 5 g/kg de peso corporal, dois
adoeceram e morreram (4753 e 4760); o primeiro apresentou os

4 Valbazena 1%.

5 Todas as doses indicadas neste trabalho correspondem ao peso da
planta fresca.

6 QUIMITRA Comércio e Indistria Quimica S.A. — Merck, Estrada
dos Bandeirantes 1099, Rio de Janeiro, RJ.

7 Ultra violeta.
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Quadro 1. Evolug¢do clinica de caprinos intoxicados experimentalmente por Vernonia mollissima
em dose unica

Niimero Peso Dose ad- Totalde Total de Inicio dos
do (kg) ministrada planta planta sintomas Duracdo da  Obito apés a
caprino (g/kg) seca frescacor-  apdsadm. evolugio  administragio
adm. respon-
(€3] dente (g)
4751 13,0 10,0 26,00 130,00 18 h 00 min 6h58 min 24 h 58 min
4754 18,0 10,0 36,00 . 180,00 15h 01 min 18 h34 min 33 h35min
4755 31,0 10,0 62,00 310,00 18 h 10 min 16 h20 min 34 h 30 min
4758 40,0 10,0 80,00 400,00 23h44min  22h37min 46 h 21 min
4759 14,0 10,0 28,00 140,00 17 h 00 min 13h45min  30h 45 min
4753 16,0 5,0 16,00 80,00 22 h 38 min 14h 10 min 36 h 48 min
4760 12,5 5,00 12,50 62,50 14 h 50 min 6h05min 20h 55 min
4752 16,5 5,00 16,50 82,50 42 h 00 min 6 h 00 min Recuperou-se
4757 29,0 5,00 29,00 145,00  Nao adoeceu - -
4761 12,0 2,50 6,00 30,00  Naio adoeceu - -
4762 13,0 2,50 6,50 32,50 76h00min 48 h39min 124 h 39 min
4763 10,0 2,50 5,00 25,00  Nio adoeceu - -
4764 13,0 2,50 6,50 32,50  67h50min  55h30min 122 h 20 min
4756 19,0 1,25 4,75 23,75 Nao adoeceu - -
4768 10,5 1,25 2,70 13,50 Nao adoeceu - -
4769 13,0 1,25 3,30 16,50  Nio adoeceu - -
4770 13,0 1,25 3,30 16,50 Nao adoeceu - -
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primeiros sintomas 22 horas e 38 minutos apds a administragdo
da planta, com evolugdo de 14 horas e 10 minutos. O segundo
adoeceu 14 horas e 50 minutos apds a administracdo e teve evo-
lucdo de 6 horas e 5 minutos. O terceiro animal (4752) adoeceu
levemente, demonstrando apenas prostragao, anorexia e atonia de
rimen com fracos bracejos. No quarto animal (4757) nao foram
observadas alteragoes nos pardmetros clinicos estudados.

Dos animais do grupo que recebeu 2,5 g/kg, dois (4762 e
4764) adoeceram e morreram. Esses animais demonstraram os
primeiros sintomas 76 horas e 67 horas e 50 minutos apés a ad-
ministracdo e tiveram evolugao de 48 horas e 39 minutos e 55
horas ¢ 30 minutos, respectivamente. Os outros dois caprinos
(4761 e 4763) nao adoeceram clinicamente.

Os caprinos que receberam 1,25 g/kg ndo apresentaram alte-
ragdes clinicas, mantendo os pardmetros estudados em faixas
normais durante todo o periodo do experimento.

O quadro clinico observado nos animais que desenvolveram
intoxicacdo aguda por V. mollissima foi manifestado inicialmente
por abatimento, prostragdo, anorexia, estacdo em pé com o dorso
arqueado, pélos arrepiados e moderada sensibilidade a palpagao.

Em seguida, a prostragdo tornava-se mais profunda, os ani-
mais mantinham a cabega baixa, as orelhas caidas, o olhar fixo, os
membros posteriores em abducdo, apoiando-se nas paredes para
manter o equilibrio, e o andar era cambaleante quando os animais
eram tocados, além de manifestarem constantemente berros.
Nessa fase verificou-se, em todos os animais, atonia de rimen,
timpanismo moderado e manifesta sensibilidade hepética a palpa-
cao.

Na fase final, caracterizada por temperatura retal em declinio,
os caprinos assumiam inicialmente deciibito esterno-abdominal e
depois lateral. A emissdo de gemidos e berros continuava cons-
tante, além de violentas contragdes musculares, intercaladas por
movimentos de pedalagem, mais manifestos nos membros poste-
riores, ¢ em alguns casos contracdes abdominais expressando um
quadro doloroso. Alguns animais apresentavam torcicolo € outros
o pescogo ladeado para o costado esquerdo ou direito quando em

decubito esterno-abdominal (Fig. 3). Precedendo o ébito, todos
os animais apresentaram reducdo da freqiiéncia respiratéria e
respiragdo ruidosa, além de auséncia de reflexos e da sensibilida-
de cutdnea e corneal, caracterizando um quadro comatoso de
curta duragdo. O caprino 4762 foi o Gnico que desenvolveu icte-
ricia.

A necropsia evidenciou lesdes, principalmente a nivel hepdtico
(Fig. 4), observadas tanto na superficie quanto ao corte. Figado
com aspecto de noz-moscada e nitido desenho lobular, com ponto
vermelho-escuro no centro e de periferia acinzentada, foi obser-
vado em quatro animais (4754, 4755, 4758 e 4762). No figado do
caprino 4751, o aspecto de noz-moscada foi de apresentagéo leve
assim como o desenho lobular. O caprino 4753 apresentou o fi-
gado ligeiramente descorado com pequeno néimero de pontos
avermelhados de distribuicdo uniforme. O figado do caprino
4760 apresentou-se com coloragdo acinzentada, com leve nitidez
lobular com centro cinza e periferia avermelhada, enquanto co-
loragdo amarelada com pequenos pontos ¢ finas estrias averme-
lhadas com leve nitidez lobular foi observada no figado do caprino
4764. No caprino 4759, o figado apresentou-se com pontilhado
vermelho-escuro além de miiltiplas dreas com a mesma colora-
¢do, de didmetro varidvel entre 0,1 a 0,5 cm € com aspecto no-
dular a palpacdo. Todos os animais manifestaram edema de pare-
de da vesicula biliar, exceto o caprino 4764, ¢ em trés deles
(4754, 4755 e 4762) o edema foi extensivo a0 mesentério. Seis
animais (4751, 4755, 4758, 4753, 4760 e 4764) desenvolveram
flacidez cardiaca com dilatacdo das cavidades em grau varidvel.
Edema de pelve renal foi observado em trés animais (4762, 4754
e 4753). O caprino 4762 apresentou dreas avermelhadas tipo su-
fusbes sub-epicdrdicas, mais evidentes no sulco corondrio. Em
dois caprinos (4760 e 4759) foi observado moderado resseca-
mento do contetido do colo e do reto e no caprino 4758, esse res-
secamento era mais marcado. O caprino 4762 apresentou ictericia
perceptivel principalmente nas mucosas e nas gorduras cardiaca e
perirrenal.

As principais lesoes histolégicas foram observadas a nivel he-
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Fig. 1. Vernonia mollissima, ermn wna invernada da Fazenda Margarida,
municipio de Bela Vista, Mato Grosso do Sul, aproximadamente 20
dias apds a queimada.

Fig. 3. Caprino 4758 em deciibito esterno-abdominal e com torcicolo. Into-
xicagdo experimental por Vernonia mollissima, 10 g/kg.

Fig. 5. Necrose macica do parénquima hepdtico, na intoxica¢do experi-
mental por V. mollissima, no caprino 4758 cuja evolugdo clinica foi
inferior a 24 horas.

pético e renal. No figado de todos os animais que morreram antes
das 48 horas apés a administragao da planta observou-se necrose
de coagulagdo, afetando todas as células, as quais apresentavam
seus niicleos em picnose ou cariorrexia ou entdo sem niicleo e o
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Fig. 2. Vernonia mollissima ¢m maior aproximagdo.

Fig. 4. Figado com aspecto de noz-moscada na intoxicacdo experimental
aguda por V. mollissima, 10 g/kg (Caprino 4758).

Fig. 6. Vacuoliza¢do e picnose das células epiteliais dos tibulos uriniferos
na intoxicacdo expeimental aguda por V. mollissima, 2,5 g/kg (Ca-
prino 4762).

citoplasma estava mais eosindfilo (Fig. 5). Houve congestao de
intensidade moderada a marcada com distribuicdo irregular, pre-
dominantemente nas zonas centrolobular ¢ intermedidria. Nos
caprinos 4755 e 4759 observou-se fina vacuolizagdo das células
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Fig. 1. Vernonia mollissima, em wna invernada da Fazenda Margarida,
municipio de Bela Vista, Mato Grosso do Sul, aproximadamente 20
dias ap6s a queimada.

Fig. 3. Caprino 4758 em deciibito esterno-abdominal e com torcicolo. Into-
xicagdo experimental por Vernonia mollissima, 10 g/kg.

Fig. 5. Necrose macica do parénquima hepdtico, na intoxicagdo experi-
mental por V. mollissima, no caprino 4758 cuja evolugdo clinica foi
inferior a 24 horas.

pético e renal. No figado de todos os animais que morreram antes
das 48 horas ap6s a administragao da planta observou-se necrose
de coagulagdo, afetando todas as células, as quais apresentavam
seus nicleos em picnose ou cariorrexia ou entdo sem niicleo e o
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Fig. 2. Vernonia mollissima ¢rm maior aproximagao.

Fig. 4. Figado com aspecto de noz-moscada na intoxicagdo experimental
aguda por V. mollissima, 10 g/kg (Caprino 4758).

Fig. 6. Vacuolizagao e picnose das células epiteliais dos tibulos uriniferos
na intoxicagdo expeimental aguda por V. mollissima, 2,5 g/kg (Ca-
prino 4762).

citoplasma estava mais eosinéfilo (Fig. 5). Houve congestao de
intensidade moderada a marcada com distribuigdo irregular, pre-
dominantemente nas zonas centrolobular e intermedidria. Nos
caprinos 4755 e 4759 observou-se fina vacuolizacdo das células
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hepéticas necrosadas da zona periférica e intermedidria, € no ca-
prino 4758, em células ndo necrosadas da periferia do 16bulo
(Sudan III positivo para gordura). Houve também uma discreta
proliferagio das vias biliares em todos os animais que morreram.

Observou-se, nos rins desses animais, degeneragao albumi-
nosa vacuolar das células epiteliais dos tibulos uriniferos, de dis-
tribuicdo difusa na cortical, e de grau discreto a leve, e em um
caprino (4755), moderado. Degeneragdo gordurosa de intensidade
moderada foi observada nas células epiteliais do tdbulos urinife-
ros do caprino 4758. Na luz tubular observou-se material eosi-
néfilo em forma de esferas.

Por outro lado, o estudo histolégico dos caprinos 4762 € 4764,
0s quais morreram aproximadamente /20 horas apés a adminis-
tragdo da planta, revelou a nivel hepdtico, congestdo com desa-
parecimento das células hepdticas centrolobulares, tumefacéo,
vacuolizagdo acentuada, condensacdo da cromatina ou auséncia
de nicleos dos hepatécitos mediazonais, enquanto na zona peri-
férica se observou tumefacdo e fina vacuolizagdo, o que lhe con-
feriu um aspecto espumoso (Sudan III positivo para gordura).
Nesses dois animais observou-se, na cortical e na jungio cértico-
medular renal, marcada degeneracao vacuolar (Sudan III positivo
para gordura) com lise da grande maioria das células epiteliais
dos tdbulos urinfferos e estas com seus nicleos em picnose ou
ausentes (Fig. 6).

Além dessas lesdes, observou-se moderada congestdo espléni-
ca nos caprinos 4754, 4759, 4760, 4762 ¢ 4764.

A atividade sérica da alanina amino transferase (ALT) nos ca-
prinos desse experimento, em coletas efetuadas antes da admi-
nistracdo da planta, variou de 8 a 16 UIl/1, com média de 12 Ul/1
(Quadro 2). O inicio da elevagio da atividade sérica dessa enzima
nos animais que morreram foi observado entre 18 a 24 horas
apés a administragdo, exceto para os caprinos 4762 e 4764, nos
quais o inicio da elevagdo da atividade se verificou a 30 horas da
administragdo. Todos os animais demonstraram uma elevagéo
progressiva até o 6bito. No caprino 4752, o Gnico que adoeceu e
se recuperou, a maior atividade foi coincidente com a apresenta-
¢ao de sintomas.
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A atividade sérica da aspartato amino transferase (AST), em
coletas efetuadas antes da administragdo da planta, variou de 33 a
74 Ul/1, com média de 47,3 UIl/1 (Quadro 3). O inicio da eleva-
¢do da atividade dessa enzima foi observado entre 12 a 30 horas
da administragdo da planta e essa elevagdo foi progressiva até
o 6bito em todos os animais, exceto para o caprino 4762 que
apresentou pequenas oscilagdes nas tltimas coletas, com os va-
lores jé elevados. Nos caprinos 4761 e 4763, nos quais ndo foram
observadas alteracdes clinicas, a atividade dessa enzima apresen-
tou-se elevada no periodo de 24 a 78 horas apés a administragdo
da planta. No caprino 4752, o qual adoeceu e se recuperou, a
maior atividade dessa enzima foi coincidente com a apresentagao
dos sintomas.

A enzima lactato desidrogenase (LDH) apresentou atividade
sérica variando de 230 a 408 Ul/1, com média de 310,82 Ul/1,
nas amostras coletadas antes da administra¢ido daplanta (Quadro4).
O inicio da maior atividade sérica foi observado nas amostras
coletadas entre 12 a 24 horas apds a administragio e essa ativida-
de elevou-se progressivamente até o dbito em todos os animais,
exceto para o caprino 4762, no qual ocorreram oscilagdes na fase
final, mantendo os valores elevados. No caprino 4752, o qual
adoeceu e se recuperou, a atividade dessa enzima apresentou o
pique méximo coincidente com a presenca de sintomas. Nos ca-
prinos 4761 e 4763, os quais ndo apresentaram sintomas, a ativi-
dade dessa enzima esteve elevada nas amostras coletadas entre 42
a 78 horas apds a administra¢do da planta.

A gama-glutamil transferase (GGT) apresentou atividade sé-
rica de 11 a 40 Ul/1, com média de 20,9 Ul/1, nas amostras co-
letadas antes da administracdo da planta, e demonstrou elevagdo
progressiva dessa atividade até o 6bito, exceto nas amostras co-
lhidas do caprino 4762, o qual apresentou uma pequena oscilagdo
(Quadro 5). O inicio da elevagdo da atividade sérica foi observa-
do nas amostras colhidas entre 12 a 24 horas apds a administra-
cao da planta. No caprino 4752, o qual adoeceu e se recuperou, o
pique méximo da atividade dessa enzima foi coincidente com a
apresentagdo de sintomas. Nos caprinos 4761 e 4763, os quais
ndo apresentaram alteragdes clinicas, foi observada moderada

Quadro 2. Variagdo da atividade sérica da enzima alanina amino transferase (ALT) em caprinos
submetidos a intoxicagdo experimental aguda por Vernonia mollissima

Nimero Valores da atividade sérica nos diversos tempos apés a administragio da planta (UI/ml)

do
caprino Oh 6h 12h 18h 24h 30h 42h 54h 78h 102h 108h 114h 120h
4751 10 12 11 33 s51ta
4754 13 14 14 20 27 35 47t
4755 10 10 13 16 28 41 52+
4758 8 .10 8 9 17 50 9eh 1270+
4759 12 14 14 27 42 91 97t
4753 15 14 15 17 24 38 41t
4760 9 10 9 15 20h+
4752 16 18 17 17 19 22 42 29 27
4757 12 15 13 13 13 12 13 12 13
4761 11111 12 1 12 13 16 13
4762 11 12 10 10 13 23 28 39 32 30 30 29 39%F
4763 14 14 15 13 14 14 18 17 14
4764 14 14 15 14 15 18 25 16 30 30 32 32 30
4756 16 15 18 29 16 14 15 15 18
4768 10 12 12 13 12 12 15 13 17
4769 15 16 14 17 14 16 17 19h  21h
4770 8 9 10 12 10 10 9 9 10

4 + = @bito, — = somente adoeceu, h = hemdlise.
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Quadro 3. Variagdo da atividade sérica da enzima aspartato amino transferase (AST) em caprinos
submetidos a intoxicagdo experimental aguda por Vernonia mollissima

Numero Valores da atividade sérica nos diversos tempos apSs a administragio da planta (UI/ml)
do
caprino Oh * 6h 12h 18h 24h 30h 42h 54h 78h 102h 108h 114h 120h
4751 42 45 50 320 770t2
4754 44 44 41 116 236 370 390F
4755 43 46 129 322 760 1520 1610t
4758 41 41 39 55 259 1050 2450h 2220h
4759 49 48 51 220 420 940 1100T
4753 55 53 171 290 550 610t
4760 37 35 31 250 3270+t
4752 53 59 58 58 81 114 300 220 161°
4757 74 78 72 80 80 74 77 65 68
4761 51 45 42 42 44 59 130 194 140
4762 59 50 49 49 181 362 460 680 650 550 400 430 520%
4763 50 54 52 51 77 129 307 307 313
4764 36 40 39 40 40 59 210 257 510 730 860 880 885F
4756 49 48 67 51 49 50 48 49 50
4768 40 39 39 41 39 43 75 70 82
4769 49 52 47 51 50 52 76 173h 28sh
4770 33 38 33 44 37 42 38 38 43

2 + = Gbito, — = somente adoeceu, h = hemdlise.

elevagdo, nas amostras colhidas a partir das 30 horas apés a ad-
ministra¢do e que se manteve até a (ltima coleta (78 horas).

A atividade sérica da fosfatase alcalina (SAP), nas amostras
coletadas antes da administracdo da planta, apresentou ampla va-
riagdo, oscilando de 34 a 270 Ul/1, com média de 109,2 Ul/1
(Quadro 6). Todos os animais que desenvolveram intoxicacao por
Vernonia mollissima com éxito letal apresentaram considerdvel
elevagio na atividade sérica dessa enzima nas amostras colhidas a
partir de 18 ou 24 horas apds a administragdo da planta e essa
elevagdo foi progressiva até o 6bito.

O quociente GGT/AST, quando obtido das amostras colhidas
antes da administragdo da planta, variou de 0,30 a 0,63, com mé-

dia de 0,45. Esse indice, nas amostras colhidas apés o inicio da
sintomatologia, variou de 0,07 a 0,23, com média de 0,15, en-
quanto nas amostras colhidas com os animais em estado de coma
esse indice variou de 0,05 a 0,20, com média de 0,10. (Quadro 7)

O quociente enzimdtico AST/ALT (DE RITES), quando ob-
tido das amostras colhidas antes da administragdo da planta, va-
riou de 2,60 a 5,30, com média de 4,02. Nas amostras colhidas
nos animais apds o inicio dos sintomas, esse indice variou de 8,70
a 27,10, com média de 15,70, enquanto nas amostras colhidas
com os animais em estado de coma o indice variou de 8,29 a
30,90, com média de 17,45. (Quadro 7)

Os valores das bilirrubinas nos caprinos desse experimento,

Quadro 4. Variagdo da atividade sérica da enzima lactato desidrogenase (LDH) em caprinos
submetidos a intoxica¢do experimental aguda por Vernonia mollissima

Nimero Valores da atividade sérica nos diversos tempos apds a administragdo da planta (Ul/ml)
do
caprino Oh 6h 12h 18h 24h 30h 42h 54h  78h 102h 108h 114h 120h
4751 307 313 307 686 1025t2
4754 281 314 259 332 568 729 8361
4755 390 387 469 596 1050 1520 2030
4758 372 374 337 346 618 1280 27000 32200+
4759 236 312 314 538 1195 2740 2620+
4753 350 344 316 459 583 890 897+
4760 240 279 269 569 8s58ht
4752 327 361 348 355 451 601 1070 1480 1050~
4757 308 373 366 316 356 318 299 285 306
4761 230 270 221 233 239 245 484 950 687
4762 317 269 243 263 412 675 850 1470 2020 2430 1820 1435 1855t
4763 273 274 272 270 309 352 771 820 653
4764 303 310 291 336 401 492 620 1580 1640 1660 1780 1820 1840+
4756 408 403 493 368 368 366 334 353 418
4768 336 389 352 400 359 372 365 360 380
4759 347 298 318 369 319 348 396 891h  1390h -
4770 259 259 252 260 262 285 263 296 284

2 + = 6bito, — = somente adoeceu, h = hemdlise.
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Quadro 5. Variagdo da atividade sérica da enzima gama- glutamil trasferase (GGT) em caprinos
submetidos a intoxica¢do experimental aguda por Vernonia mollissima

Nidmero Valores da atividade sérica nos diversos tempos apés a administra¢do da planta (UL/ml)
do

caprino Oh 6h 12h 18h 24h 30h 42h S54h  78h 102h 108h 114h 120h
4751 17 16 17 54 57ta
4754 20 21 19 42 55 57 57t
4755 27 27 63 8 105 94 100F
4758 24 24 23 271 56 73 g7h  100h+
4759 16 16 17 41 53 52 53%
4753 26 27 26 52 57 61 627
4760 11 12 12 48 67h+
4752 21 22 22 22 28 41 52 54 50~
4757 21 21 21 21 20 20 21 19 20
4761 14 14 14 13 14 17 26 28 28
4762 18 16 16 16 29 38 44 62 - 75 63 56 56 48t
4763 40 39 40 41 45 52 67 75 67
4764 20 21 20 18 19 24 64 89 131 127 128 138 1367
4756 25 25 28 24 22 22 21 21 22
4768 2 22 23 21 21 21 26 31 34
4769 15 15 15 14 15 14 16 20h  25h
4770 18 19 17 17 17 17 17 16 16

a 4+ = ébito, — = somente adoeceu, h = hemdlise.

em amostras colhidas antes da administragio da planta, variaram
de 0,41 a 0,82 mg/100 ml, com média de 0,56 mg/100 ml para a
bilirrubina total (BT), de 0,21 a 0,41 mg/100 ml, com média de
0,28 mg/100 ml para a bilirrubina direta (BD) e de 0,20 a
0,41 mg/100 ml, com média de 0,28 mg/ 100 ml (Quadro 8) para
a bilirrubina indireta (BI). O caprino 4762, o tinico que desenvol-
veu a sindrome ictérica, apresentou hiperbilirrubinemia com os
seguintes valores, na amostra coletada 120 horas apés a adminis-
tracdo da planta: BT, 3,08, BD, 2,26 (73,4%) e¢ BI, 0,82
(26,6%) mg/100 ml; o inicio da elevacdo das bilirrubinas foi

observado a partir da amostra coletada 42 horas apés a adminis-
tracdo da planta, antes do aparecimento de sinais clinicos. O ca-
prino 4759 apresentou hiperbilirrubinemia com os seguintes va-
lores, na amostra coletada 42 horas ap6s a administragio da
planta, em estado de coma: BT, 2,86, BD, 1,33 (46,5%) ¢ BI,
1,53 (53,5%) mg/100 ml. O inicio da hiperbilirrubinemia, neste
caso, foi observado a partir da amostra coletada 18 horas apds a
administracdo da planta. Os caprinos 4754, 4755 e 4764 também
apresentaram elevacdes nos valores das bilirrubinas, quando
comparados com as amostras coletadas antes da administracao,

Quadro 6. Variagdo da atividade sérica da enzima fosfatase alcalina (SAP) em caprinos
submetidos a intoxicagdo aguda por Vernonia mollissima

Nimero Valores da atividade sérica nos diversos tempos apés a administragio da planta (UI/ml)
do
caprino Oh 6h 12h 18h 24h 30h 42h 54h° 78h 102h 108h 114h 120h
4751 34 36 37 60 94ta
4754 42 47 43 46 54 72 75t
4755 112 138 127 118 264 383 352
4758 8 80 76 65 83 97 140h j72h+
4759 48 46 49 53 87 155 156+
4753 36 38 35 51 64 66 68%
4760 151 157 150 204 23sh+
4752 89 95 90 87 86 85 81 82 82~
4757 57 64 63 63 6l 61 59 52 60
4761 217 206 183 174 159 178 168 163 185
4762 80 87 8 72 93 111 172 259 421 491 486 556 46171
4763 203 199 184 170 165 186 255 327 287
4764 270 290 271 230 249 282 306 432 503 640 980 940 9807
4756 69 64 65 62 59 60 70 75 73
4768 124 128 130 122 124 118 130 138 136
4769 128 130 132 138 113 132 185 484" 630h
4770 112 162 182 144 156 132 122 118 115

2 + = somente adoeceu, h = hemdlise.
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Quadro 7. Quocientes enzimdticos em caprinos intoxicados por
Vernonia mollissima

Quociente GGT/AST Quociente AST/ALT
AAP2 AIS AEC AAP AIS AEC
4751 0,40 0,17 0,07 4,2 9,7 15
4752 0,40 0,17 - 4,6 10,0 -
4753 0,47 0,11 0,10 3,6 14,5 14,9
4754 0,45 0,23 0,15 3,4 8,7 8,29
4755 0,63 0,14 0,06 4,3 27.1 30,9
4758 0,59 0,07 0,05 5,1 21,0 17,5
4759 0,33 0,12 0,05 4,1 10,2 11,3
4760 0,30 0,19 0,20 4,1 16,6 16,35
4762 0,31 0,10 0,09 5,3 16,4 13,3
4764 0,56 0,22 0,15 2,6 17,0 29,5

AAAP = amostra coletada antes da administrago da planta;
AIS = amostra coletada apds o inicio dos sintomas;
AEC = amostra coletada com os animais em estado de coma.

estatistica a nivel de 5% entre as coletas AAP e AIS, entre AIS e
AEC para os seguintes constituintes séricos: AST, ALT, LDH e
GGT. Diferenga significativa a esse nivel entre os pardmetros das
coletas AAP e AEC e entre AIS e AEC foi observada para SAP,
quociente A/G, globulinas, proteinas totais, BD, BI e BT. Dife-
renga significativa entre as coletas AAP e AIS e entre AAP e
AEC para os quocientes AST/ALT e GGT/AST e diferenga so-
mente entre as coletas AAP e AEC para as albuminas.

DISCUSSAO

No presente trabalho experimental foi obtido, pela administragao
de doses tnicas de Vernonia mollissima Don, um quadro de into-
xicacdo aguda, letal, nos cinco animais que ingeriram 10 g/kg,
em dois dos quatro que ingeriram 5 g/kg € em dois dos quatro
que ingeriram 2,5 g/kg. A dose de 1,25 g/kg ndo se manifestou
téxica para caprinos. Um caprino (4752) que ingeriu 5 g/kg,
adoeceu e recuperou-se com uma evolugdo de 6 horas, apresen-

Quadro 8. Bilirrubinas séricas em caprinos intoxicados por Vernonia mollissima em dose tinica (mg/100mi)

BT2 BD BI

AAPP AIS AEC AAP AIS AEC AAP AlIS AEC
4751 0,41 0,41 0,62 0,21 0,21 0,31 0,20 0,20 0,31
4752 0,61 0,62 - 0,31 0,31 - 0,30 0,31 -
4753 0,62 0,62 0,82 0,31 0,31 0,31 0,31 0,31 0,51
4754 0,41 1,03 1,64 0,21 0,51 0,72 0,20 0,52 0,92
4755 0,41 1,03 1,03 0,21 0,41 0,51 0,20 0,62 0,52
4758 0,62 0,62 0,82 0,31 0,31 0,31 0,31 0,31 0,31
4759 0,82 1,85 2,86 0,41 0,92 1,33 0,41 0,93 1,53
4760 0,61 0,62 0,62 0,31 0,31 0,21 0,31 0,31 0,20
4762 0,41 0,82 3,08 0,31 0,41 2,26 0,20 0,41 0,82
4764 0,41 0,62 1,44 0,21 0,31 0,72 0,20 0,31 0,72

ABT = bilirrubina total, BD = bilirrubina direta, I = BI = bilirrubina indireta.

bAAP = amostra coletada antes da administragdo da planta; AIS = amostra
coletada ap6s o infcio dos simtomas; AEC = amostra coletada com o

animal em estado de coma.

porém, esses valores ndo ultrapassaram os limites normais para a
espécie.

As concentracOes das proteinas séricas nos caprinos desse ex-
perimento, antes da administracdo da planta, variaram de 4,6 a
8,7 g/dl, com média de 6,45 g/dl, para as proteinas totais, de
2,1 a 3,9 g/dl, com média de 3,27 g/dl, para as albuminas, de 1,8
a 5,3 g/dl, com média de 3,18 g/dl, para as globulinas e de 0,64 a
2,11, com média de 1,12, para o indice alb/glob. Os caprinos
4762 e 4764 apresentaram moderado declinio nas taxas das pro-
tefnas totais e das globulinas e consegiiente elevagdo nos indices
albuminas/globulinas (A/G), quando comparados individual-
mente os valores entre as amostras coletadas antes da administra-
¢do da planta e os valores das amostras coletadas quando os ani-
mais se encontravam em estado de coma (aproximadamente a 120
horas da administragao).

A andlise estatistica dos valores dos constituintes séricos obti-
dos das amostras coletadas antes da administragdo da planta (co-
leta AAP), os valores dos constituintes das amostras coletadas
apés o inicio da sintomatologia (coleta AIS) e os valores dos
constituintes das amostras coletadas quando os animais se en-
contravam em estado de coma (coleta AEC) apresentou diferenga
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tando prostracdo, anorexia e atonia de rimen com fracos brace-
jos. Os demais animais n3o adoeceram. Intoxicagdes experimen-
tais ndo fatais também foram observadas por Ddbereiner et al.
(1976) e um dedois bovinos que receberam planta dessecada em
dose correspondente a 20 g/kg de planta fresca; por Gava (1986)
em dois de quatro ovinos que receberam dose correspondente a
5 g/kg; e por Tokarnia et al. (1986) em trés de treze coelhos em
diferentes dosagens. Nos trabalhos experimentais desses autores,
todos os demais animais que adoeceram, morreram, conferindo
a V. mollissima um quadro téxico de dificil recuperagéo.

Os sintomas observados nos caprinos foram semelhantes aos
relatados em bovinos (Ddbereiner et al. 1976) e em ovinos ( (Ga-
va 1986). A presenca de sintomas nervosos nao foi bem evidente
em nosso trabalho experimental com caprinos, no entanto, movi-
mentos mandibulares com a boca vazia, apoio da cabega contra as
paredes, torcicolo, movimentos de pedalagem e de rolar sobre si
mesmos que foram observados em alguns animais, poderdo ser
considerados de fundo nervoso de acordo com as citagbes de
Hooper et al. (1974). Sintomas nervosos no curso de graves he-
patopatias foram observados por Débereiner et al. (1969) em trés
bovinos intoxicados experimentalmente com Cestrum laevigatum,
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por Hooper et al. (1974) em ovinos intoxicados po lasiocarpina
(alcal6ide) por Tokarnia & Dobereiner (1983) em doisbovinos
intoxicados por Crotalaria anagyroides e por Tokarnia & Dobe-
reiner (1984) em dois bovinos intoxicados por Senecio brasilien-
sis. Esses sintomas poderéo ser interpretados como manifestagoes
da chamada sindrome hepato-cerebral, atribuida & incapacidade
hepitica de transformar aménia em uréia, elimindvel pelos rins. A
hiperamonemia e o excesso de glutamina no liquido céfalo-raqui-
diano sdo patogenicamente responsabilizados por esses sinais cli-
nicos. A hiperamonemia pode estar relacionada com a presenca
de vactiolos no cérebro, no entanto nio é um achado constante.
Nao foi observado processo degenerativo de aspecto esponjoso
no cérebro dos animais desse experimento, mesmo nos que apre-
sentaram sintomas nervosos.

No quadro lesional macroscépico foram observadas algumas di-
ferengas com relac@o aos bovinos e ovinos intoxicados por Ver-
nonia mollissima. Nem todos os caprinos apresentaram figado
com aspecto de noz-moscada, além de ser ocasional a presenga de
sufusdes sub-epicdrdicas e de ressecamento do folhoso nessa es-
pécie. Essas alteracOes sdo constantes em bovinos e ovinos into-
xicados por essa planta (Dobereiner et al. 1976, Gava 1986).

Sob o aspecto histoldgico verificou-se, nos caprinos que
morreram com doses de 5 e 10 g/kg e cuja evolugao fora inferior
a 24 horas, uma necrose de coagulagao afetando todo o parén-
quima hep4tico, o que estd de acordo com as observagdes em
casos experimentais de evolucdo semelhante descritos por Do-
bereiner et al. (1976) em bovinos e por Gava (1986) em ovinos.
A congestdo hepdtica verificada nos caprinos foi de apresentagio
irregular e de distribuig@o varidvel, predominantemente nas zonas
intermedidria e centrolobular, o que difere dos relatos dos auto-
res acima citados, onde a congestdo se caracterizou por ser cen-
trolobular.

A nivel renal, os estudos histolégicos nos caprinos que apre-
sentaram uma evolugdo inferior a 24 horas revelaram degenera-
¢do albuminosa granular das células epiteliais dos tdbulos urini-
feros, em grau leve. Dobereiner et al. (1976) em bovinos e Gava
(1986) em ovinos, em casos de intoxicagao por V. mollissima de
evolucdo semelhante, ndo relataram lesOes nos rins.

Nos caprinos que ingeriram 2,5 g/kg e cuja evolugdo fora su-
perior a 24 heras, as alteracdes histoldgicas a nivel hepético
mostraram-se menos graves que a dos animais que ingeriram
doses maiores. Observou-se desaparecimento das células € mar-
cada congestdo centrolobular; vacuolizacdo, tumefacdo dos he-
patdcitos com alteragdes regressivas de seus nidcleos na zona in-
termedidria; células tumefactas e com pequenos vactolos cito-
plasmdticos, o -que confere um aspecto espumoso a zona periféri-
ca do l6bulo.

Essas lesdes devem ser comparadas com as dos casos de into-
xicagdo por V. mollissima, de evolugdo semelhante, isto &, supe-
rior a 24 horas, descritas por Gava (1986) em bovinos, obtidas
pela administracdo de doses sub-letais e repetidas, durante 10 e
11 dias, os quais adoeceram no 62 e 82 dias e tiveram uma evolu-
¢do de 7 e 8 dias. Num desses casos foi observado desapareci-
mento de grande parte dos hepatdcitos e congestao centrolobular.
Das células restantes, muitas apresentaram cariorrexia ou ausén-
cia de nicleo e citoplasma bem eosinéfilo. Em outras 4reas, onde
ndo havia macroscopicamente aspecto de noz-moscada e sim uma
coloragdo alaranjada, foi observada uma dissociagdo difusa dos
cordoes hepdticos e vacuolizagdo dos hepatdcitos, mais acentuada
na zona intermedidria. No outro bovino foi observada congestdo,
leve necrose e marcada vacuolizagdo dos hepatdcitos centrolo-
bulares. Estas lesdes eram menos intensas nas demais zonas dos
Iébulos. ‘

As citadas lesdes devem ser comparadas também com as alte-
ragdes observadas nas intoxicacdes experimentais com V. mollis-
sima em coelhos, com doses tnicas, cuja evolugao forade 2 a 7
dias (Tokarnia et al. 1986). Nessa espécie houve acentuada es-
teatose associada a uma degeneragdo albuminosa granular va-
cuolar afetando todo ou maior parte do parénquima hepdtico.

Os rins dos caprinos cuja evolugdo fora superior a 24 horas
revelaram na histologia, uma marcada degeneracio vacuolar com
lise da grande maioria das células epiteliais dos tibulos uriniferos.
Lesdes renais foram observadas também por Gava (1986) ao re-
produzir a intoxicagdo sub-aguda em bovinos, com doses sub-
letais repetidas, que caracterizou a lesdo renal como uma necrose
de coagulagdo dos tdbulos uriniferos, intercalados por tibulos
com células de contornos pouco. nitidos, além de gotas hialinas
citoplasméticas na jungdo cdrtico-medular e alguns tibulos pre-
enchidos por cilindros hialinos. Tokarnia et al. (1986) observaram
em coelhos intoxicados experimentalmente por V. mollissima, os
quais tiveram uma evolucdo de 2 a 7 dias, a nivel renal, necrose
de coagulacédo, com calcificagdo das massas necréticas, degenera-
¢éo gordurosa em células epiteliais de tdbulos uriniferos e a pre-
senca de cilindros hialinos em grande quantidade nos tdbulos da
medular.

O conjunto desses dados permite concluir que V. mollissima
possui além de efeito hepatotdxico, também um efeito nefrotdxi-
co, cuja intensidade estd possivelmente na dependéncia da quan-
tidade da planta ingerida e consequentemente do tempo de sobre-
vida dos animais intoxicados. Quanto maiores as doses, mais
acentuadas foram as lesdes hepdticas, mais leves as lesdes renais e
mais curta a evolugdo. Enquanto doses menores produziram le-
soes hepdticas mais leves, tempo de evolugdo mais longo e lesdes
renais mais graves.

E interessante fazer também uma comparagdo com as lesdes
hepdticas e renais observadas nas intoxicagdes com outras espé-
cies de Vernénia. Riet-Correa (1986) relata a ocorréncia de sur-
tos em bovinos intoxicados por Vernonia sp. no Estado de Mato
Grosso do Sul, onde observou na histologia, necrose centrolobu-
lar com 4reas de congestdo e hemorragias, além de vacuolizagao
dos hepatécitos nas demais dreas e proliferagio de ductos bilia-
res; a nivel renal obervou uma marcada vacuolizagdo das células
epiteliais do tibulos uriniferos. Dos quatro surtos descritos por
esse autor, dois ocorreram no municipio de Corumbd4, regido on-
de j4 foram observadas mortandades em bovinos por Vernonia
rubricaulis (Tokarnia & Dobereiner 1982). Esses autores repro-
duziram a intoxicag@o experimental em bovinos com V. rubricau-
lis e observaram necrose afetando todo o parénquima hepdtico e
degeneracdo hidrépico-vacuolar difusa acentuada e esteatose le-
ve a moderada na cortical renal de todos os casos. Com Vernonia
squarrosa, Tokarnia & Dobereiner (1983) reproduziram a intoxi-
cagdo experimental aguda em bovinos e ovinos € sub-aguda em
um bovino, onde também observaram lesoes hepdticas e renais.
Nos casos agudos observaram necrose do parénquima hepitico,
de quase todo parénquima hep4tico, acompanhada na maioria dos
casos de congestdo e hemorragias e degeneragdo vacuolar acen-
tuada nos tibulos uriniferos da cortical renal em parte dos casos,
tanto em bovinos como em ovinos. Enquanto, no dnico caso de
evolugdo sub-aguda em bovinos, observaram no figado, esteatose
difusa, de intensidade leve a moderada, e nos espagos porta leve
mas nitida proliferagdo de fibroblastos e de canaliculos biliares, e
no rim acentuada necrose de coagulacdo das células epiteliais dos
tdbulos uriniferos contornados na cortical.

Convém lembrar ainda que, nas duas plantas essencialmente
nefrotéxicas do Brasil, Dimorphandra mollis (Tokarnia & Do-
bereiner 1967, Santos 1973) e Thiloa glaucocarpa (Tokarnia et
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al. 1981), as quais s foram estudadas em bovinos, o quadro
evolutivo das intoxicagdes por essas plantas € sempre sub-agudo;
as lesdes renais sdo de necrose de coagulacdo, mas hd também
lesoes hepdticas de menor importancia.

Desta maneira sob o ponto de vista do diagndstico diferencial
das intoxicacdes por Vernonia mollissima, devem sempre ser
lembradas as plantas hepatotdxicas € as nefrotdxicas, bem como
sua distribuigdo geografica: Cestrum laevigatum, na regiao Cen-
tro-Oeste (Dobereiner et al. 1969), Cestrum parqui, na regiao Sul
(Riet-Correa et al. 1984), Vernonia rubricaulis, no pantanal ma-
to-grossense (Tokarnia & Ddbereiner 1982), Vernonia squarro-
sa, na regido Sul (Tokarnia & Dobereiner 1983) e Dimorphandra
mollis, na regido Centro-Oeste (Tokarnia & Ddbereiner 1967,
Santos 1973). Como Vernonia mollissima s6 ocorre nas regioes
Centro-Oeste ¢ Sul, e Thiloa glaucocarpa no Nordeste, esta (l-
tima néo precisa ser levada em consideragao.

Além de estudar o quadro clinico-patolégico das intoxicagoes,
é imprescindivel, para o diagnéstico final, o reconhecimento da
planta nas pastagens onde ocorre a mortalidade.

Os estudos com V. mollissima até agora realizados nas dife-
rentes espécies restringiram-se ao aspecto clinico-patoldgico. No
entanto, as alteragdes bioquimicas que ocorrem no curso desse
processo ndo receberam a devida atencdo. Os constituintes hu-
morais sdo valiosos para esclarecer os mecanismos patogénicos
de um processo, além de serem liteis como auxilio digndstico.
Discutiremos a seguir alguns constituintes séricos, bem como a
atividade sérica de algumas enzimas analisadas no decorrer da
intoxicacdo aguda em caprinos por essa planta.

A hiperbilirrubinemia observada no caprino 4759 e em menor
grau nos caprinos 4754, 4755 e 4764, por apresentarem um per-
centual de BI acima de 50% da BT, e em conformidade com as
citagbes de Gopinath & Ford (1972), Santos (1978), Benjamin
(1978) e Coles (1986), indica que € provdvel existir certo grau de
hemdlise intravascular em alguns animais intoxicados por V. mol-
lissima. Por outro lado, os valores encontrados no caprino 4762,
por apresentar 73,4% de BD e 26,6% de BI, além de fluxo biliar
normal verificado na necropsia, pemitem admitir que esse animal
apresentou uma ictericia de origem intra-hepdtica, possivelmente
por oclusdo dos canaliculos biliares pela tumefacdo dos hepaté-
citos. A maioria dos animais ndo demonstrou alteragdes nos ni-
veis séricos das bilirrubinas, permanecendo intacta a fungdo de
excretar bilirrubina, o qual estd de acordo com a citacao de Coles
(1986), de que o indice sérico das bilirrubinas nio deve ser consi-
derado indicador sensivel da fungdo hepdtica em ruminantes. A
localizagdo da lesdo hepdtica é um fato importante para justificar
essa ocorréncia, visto que, segundo as observagdes de Gopinath
& Ford (1972), lesbes centrolobulares tendem a produzir peque-
nos efeitos sobre a concentragdo das bilirrubinas, enquanto mo-
derada lesdo periportal, desde que afete a integridade da mem-
brana celular resultard em marcada elevagdo na concentragao
desses pigmentos na circulacdo. Outro fato importante que deve
ser avaliado € o curto periodo de evolugédo apresentado por esses
animais. Diante desses fatos, a hiperbilirrubinemia na intoxicagao
por V. mollissima, poderd ser um achado ocasional, dependente
da localizacao da lesdo, do tempo de evolucdo e do grau de he-
mélise intravascular.

A hipoproteinemia observada nos caprinos 4762 e 4764 foi
atribuida a necrose hepdtica e em certo grau a necrose renal, € s6
nao foi maior e presente em todos os animais que adoeceram em
virtude do curto periodo de evolugdo do processo (Coles 1986).

Os valores normais da atividade sérica da ALT observados em
caprinos desse experimento estdo de acordo com os pardmetros
citados por Benjamin (1978) e pequenas diferencas foram obser-
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vadas quando comparados com os pardmetros obtidos por Rosa
(1972) e Dalo & Perez (1980). A elevagdo da atividade sérica
dessa enzima nos animais intoxicados por V. mollissima foi um
achado inesperado em virtude de sua baixa atividade no tecido
hepético de ruminantes (Gopinath & Ford 1969, Benjamin 1978,
Coles 1986). Esta elevagdo que variou de 2 a 10 vezes a atividade
verificada antes da administragdo da planta, pode ser atribuida ao
extenso grau de necrose do tecido hepatico.

Os parametros de AST observados nos caprinos antes da ad-
ministragdo da planta estdo de acordo com as citagdes de Benja-
min (1978) e inferiores aos pardmetros obtidos por Rosa (1972) e
Dalo & Perez (1980). A elevacao da atividade dessa enzima pode
ser atribuida a extensa necrose hepdtica e em menor grau a ne-
crose renal, o que estd de acordo com as observacoes de Corne-
lius et al. (1963), Gopinath & Ford 91969), Adam & Magzoub
(1957), Ali & Adam (1978), Ahmed & Adam (1979), Suliman et
al. (1982), Barakat et al. (1983), Barri et al. (1983) e Suliman et
al. (1983). Entretanto a atividade dessa enzima poderd estar ele-
vada também em processos degenerativos da musculatura esque-
lética ou cardiaca (Coles 1986), o que exigird do clinico certifi-
car-se da normalidade do sistema muscular ou cardiaco para in-
terpretar a atividade dessa enzima no curso da necrose hepatica.

Os pardmetros normais da atividade sérica da LDH observa-
dos nesse experimento foram superiores aos descritos por Kane-
ko (1974) e similares aos observados por Garnier et al. (1984). A
elevacdo da atividade dessa enzima pode ser atribuida a difusa
necrose das células hepdticas e, em menor grau, a necrose das
células epiteliais do tdbulos uriniferos. Por sua distribuigdo em
diferentes tecidos (Benjamin 1978, Coles 1986) a atividade dessa
enzima poderd manifestar-se elevada em diferentes circunstin-
cias, inclusive em soros hemolisados, o que também fora obser-
vado em algumas amostras desse experimento. Por essa falta de
especificidade a LDH s6 adquire valor diagnéstico e progndstico
quando associada a outras provas de funcdo hepdtica ou quando
se recorrer a quantificagdo da LDHs, isoenzima hepatoespecifica
(Marquéz-Adridn et al. 1977).

A atividade sérica da GGT nos caprinos antes da administra-
¢do da planta manteve pardmetros similares aos observados por
Marquéz-Adridn et al. (1977) em ovinos e bovinos. Ford (1974)
ao analisar a GGT em ovinos em que produziu necrose hepdtica e
renal, e ligadura de ductos biliares, observou que a atividade séri-
ca dessa enzima permanece constante nesses processos € por ou-
tro lado se eleva consideravelmente em casos de colestase ou nas
lesdes de ductos biliares. Diante dessas observagdes € da elevacao
da atividade sérica observada em caprinos intoxicados por V.
mollissima € possivel admitir a hiptese que no curso desse pro-
cesso poderdo ocorrer colestase ou lesdes nos ductos biliares, o
que ndo fora observado histologicamente.

A SAP demonstrou uma atividade sérica muito varidvel nas
amostras coletadas antes da administragao da planta; esta obser-
vagdo estd de acordo com as citagcdes de Coles (1986), o qual
atribui, em fungdo de tal amplitude de valores, pouco valor diag-
néstico na insuficiéncia hepdtica ou na ictericia obstrutiva dos
ruminantes. A elevagdo da atividade sérica dessa enzima pode ser
atribuida a necrose hepdtica, a certo grau de colestase intra-he- .
pdtica e também & necrose renal; alguns animais tiveram hemdlise
intravascular, fato que certamente participou na elevagdo da ati-
vidade sérica dessa enzima, o que também se verificou nas amos-
tras hemolisadas (Benjamin 1978, Coles 1986).

Ao analisarmos o quociente AST/ALT no curso da necrose
hepdtica pela administracdo de V. mollissima em caprinos, verifi-
camos uma considerdvel elevagdo o que pode ser atribuido a mar-
cada elevagdo da atividade da AST. Nio € possivel comparar es-
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tes valores com os observados na enzimologia humana no curso
das hepatopatias, visto ser diferente a distribuicdo tecidual espe-
cialmente da ALT. ’

Por outro lado, o quociente GGT/AST € inversamente pro-
porcional ao grau de necrose hepitica, isto é, o quociente diminui
no curso da necrose € possivelmente aumentard no curso da co-
lestase sem necrose hepética.

Pelo fato dos quocientes enzimdticos ndo serem utilizados co-
mo rotina na enzimologia veterindria, € necessério estabelecer os
padrdes destes em outros processos hepatobiliares, para poste-
riormente serem (teis no diagndstico diferencial das hepatopatias
dos ruminantes.
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SOROTIPOS DE Haemophilus (Actinobacillus) pleuropneumoniae ISOLADOS DE SUINOS

NO BRASIL!

ITAMAR A. PIFFER?, MARIA APARECIDA V.P. BRITOZ, JOSE REINALDI F. BRITO?
e DAVID EMfLIO S.N. de BARCELLOS?

ABSTRACT.- Piffer I.A., Brito M.A.V.P., Brito, J.R.F. & Barcellos D.E.S.N. 1985. [Serotypes
of Haemophilus (Actinobacillus) pleuropneumoniae isolated from swine in Brazil.]
Sorotipos de Haemophilus (Actinobacillus) pleuropneumoniae isolados de suinos no Brasil.
Pesquisa Veterindria Brasileira 7(3): 79-83 . Centro Nacional de Pesquisa de Suinos e Aves
(CNPSA), Embrapa, Caixa Postal D-3, Concérdia, SC 89700, Brazil.

Thirty-three strains of Haemophilus (Actinobacillus) pleuropneumoniae biovar 1 were isolated
from swine lungs with acute or chronic lesions of swine pleuropneumonia, with one exception,
which was isolated from the nasal cavity of a pig from a problem herd. These strains originated
from 14 herds, ten located in the State of Santa Catarina, three in Rio Grande do Sul and one in
Sao Paulo. Serotyping was done by rapid slide agglutination (RSA), immunofluorescence (IF),
counterimmunoelectrophoresis (CIE) and immunodiffusion (ID). Twenty-two (66%) of the 33
strains could be serotyped, 19 belonged to serotype 5 and three to serotype 3. All serotype 3 strains
together with those not possible to be serotyped originated from swine of the same herd, Santa
Catarina, one in which serotype 5 was also isolated. The IF and CIE were the most sensitive tests,
while the ID was the least sensitive. Three strains could not be serotyped by the RSA because they

auto-agglutinated.

INDEX TERMS: Swine pleuropneumonia,
pleuropnewmoniae, Brazil.

SINOPSE.- Isolaram-se 33 amostras de Haemophilus (Actinoba-
cillus) pleuropneumoniae, biovar 1, sendo que 32 originaram-se
de pulmdes de suinos com lesdes macroscopicas agudas ou croni-
cas de Pleuropneumonia Suina (PPS) e uma amostra da cavidade
nasal de um suino de granja problema. Estas amostras foram co-
letadas em 14 propriedades, sendo dez localizadas no Estado de
Santa Catarina, trés no Rio Grande do Sul e uma em Sido Paulo.
Para a sorotipagem utilizaram-se as técnicas de soroaglutinago
rdpida (SAR), imunofluorescéncia (IF), imunoeletroosmoforese
(IEOF) e imunodifusdo (ID). Das 33 amcstras, 22 (66%) foram
sorotipadas e, entre estas, 19 pertenciam ao sorotipo 5 e trés ao
sorotipo 3. As amostras do sorotipo 3 e aquelas ndo sorotipadas
originaram-se de suinos de uma mesma propriedade do Estado de
Santa Catarina, onde também isolou-se o sorotipo 5. Os testes de
IF e IEOF foram os mais sensiveis e o de ID apresentou a menor
sensibilidade. Trés amostras ndo puderam ser sorotipadas pelo:
teste de SAR porque auto-aglutinavam.

TERMOS DE INDEXACAO: Pleuropneumonia sufna, sorotipos, Haemo-
philus pleuropneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae, Brasil.

INTRODUCAO

Haerophilus (Actinobacillus) pleuropneumoniae (Hpp) € o
agente primdrio da Pleuropneumonia Suina (PPS), que se carac-

1 Aceito para publicagio em 23 de abril de 1987.
2 Centro Nacional de Pesquisa de Sufnos e Aves (CNPSA), Embrapa,
Caixa Postal D-3, Concoérdia, Santa Catarina 89700.
: 3 Instituto de Pesquisa Veterindria ‘‘Desidério Finamor” (IPVDF),
Caixa Postal 2976, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, 90000.

serotypes,

Haemophilus  pleuropnewmoniae., Actinobacillus

teriza por uma pneumonia necrdtica e hemorrigica, freqiiente-
mente associada a uma pleurisia fibrinosa (Nicolet & Scholl
1981). O primeiro surto desta doenga foi descrito na Inglaterra
(Mathews & Pattison 1961); em seguida, nos Estados Unidos
(Olander 1963) e na Argentina (Shope 1964). Presentemente ja
existem relatos da ocorréncia da PPS em todos os paises onde a
produgao de suinos € intensiva (Nicolet 1985).

No Brasil, a PPS foi diagnosticada, pela primeira vez, por Lo-
catelli et al. (1981). A partir de entdo vdrios surtos desta doenca
foram diagnosticados no Sul do Brasil, onde a suinocultura é
praticada de forma mais intensiva (Piffer et al. 1982). Nestes
sistemas, os prejuizos sdo decorrentes de alta mortalidade, na
forma aguda, e pouco desenvolvimento, na forma cronica. Agre-
ga-se a estas perdas o grande nimero de condenagdes de carca-
¢as ao abate.

Na avaliacdo do desempenho econdmico de uma unidade de
terminagdo (Protas et al. 1985), acometida de um surto agudo, os
prejuizos por morte de animais e despesas com medicamentos
equivaleram-se a 31.681 kg de peso de suino para a venda. Estas
perdas referem-se as médias anteriores e posteriores aos trés
meses de surto.

Baseado nas caracteristicas de polisacaridios capsulares foram
descritos para o Hpp, biovar 1 (Pohl et al. 1983), nove sorotipos
(Nicolet 1971, Gunnarsson et al. 1977, Killian et al. 1978, Ro-
sendal & Boyd 1982, Nielsen & O’Conner 1983, Nielsen 1985,
Nicolet 1985).

A importdncia de se conhecer os sorotipos de Hpp que afetam
uma determinada regido, reside no fato de que o diagndstico so-
rolégico € tipo especifico (Gunnarsson 1979) e a imunidade obti-
da por vacinagdo € expressa somente contra o sorotipo que estd
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contido na vacina (Nielsen 1985). Portanto, o objetivo deste tra-
balho foi o de identificar sorologicamente as amostras de Hpp
isoladas no Brasil, como subsidio ao diagnéstico, estudos epide-
mioldgicos e imunoprofilaxia.

MATERIAL E METODOS

Amostras padroes

Amostras de Hpp, representando os sorotipos de 1 a 5, foram cedidas
pelo Dr. Richard F. Ross do Instituto de Pesquisas em Medicina Veterind-
ria, Ames, Iowa, USA. A fonte e referéncia destas amostras encontram-se
indicadas no Quadro 1.

Amostras de campo

No Quadro 2 estio relacionados os dados referentes as amostras oriun-
das dos Estados do Rio Grande do Sul, de Santa Catarina e de Sio Paulo.
Estas amostras foram isoladas de pulmées ou da cavidade nasal de sufnos.

Quadro 1. Sorotipos de Haemophilus (Actinobacillus) pleuropneumoniae

Amostras

Sorotipo Referéncias
padroes

1 4074 Shope 1964, Nicolet 1971, Kilian et al. 1978
2 1536 Nicolet 1971, Kilian et al. 1978

3 1421 Nicolet 1971, Kilian et al. 1978

4 1168 Gunnarsson et al, 1977, Kilian et al. 1978

4 11628  Gunnarsson et al. 1977, Kilian et al. 1978

5 111 Gunnarsson et al. 1977, Kilian et al. 1978

2 Recebida em agosto de 1986.

Itamar A. Piffer et al.

As secregbes nasais foram coletadas através de swabs. Tanto os swabs
como os fragmentos de pulmées foram semeados em meio de dgar com 5%
de sangue desfibrinado de carneiro.

Os fragmentos de pulmio form semeados através de contato direto dos
mesmos com a superficie dos meios ou pela técnica de diluiges descrita por
Little & Harding (1980). Para suprir o fator V, perpendicularmente a se-
meadura nas placas, cultivou-se em uma linha continua, uma amostra de
Staphylococcus aureus (S. aureus). As placas foram incubadas a 37°C por 24
horas, quando entdo procedeu-se 2 leitura.

Identificacao das amostras isoladas

As caracteristicas culturais e morfoldgicas foram determinadas em cul-
tivos de 24 horas. A dependéncia do fator X foi determinada utilizando-se o
meio de “triptose soy 4gar” (TSA), com e sem 5% de sangue de carneiro e
utilizando-se S. aureus como fornecedor do fator V. A produgédo de hemé-
lise foi observada no meio TSA e a dependéncia ao fator V, a presenga de
urease, reagio de ‘“‘CAMP-test”’ e utilizagao de esculina, trealose, monitol e
rafinose foram determinadas de acordo com técnicas descritas por Kilian &
Frederiksen (1981). Amostras que foram ‘“‘CAMP-test” negativas ou de
reagdo duvidosa, foram submetidas a este teste, nos moldes descritos por
Kilian & Frederiksen (1981), mas utilizando-se 4gar sangue contendo 0,1%
de nicotinamidaadeninadinucleotideo (NAD)~.

Produgao de antisoros

Antisoros contra as amostras referéncia foram produzidos em coelhos de
acordo com procedimentos descritos por Gunnarsson et al. (1977). Cada
antisoro foi absorvido com um sorotipo heterélogo com o intuito de remo-
ver anticorpos comuns a espécie.

Técnicas de sorotipagem utilizadas
As técnicas utilizadas para a sorotipagem das amostras isoladas foram:

4 Sigma.

Quadro 2. Arostras de Hzemophilus (Actinobacillus) pleuropneumoniae isoladas de sufrios no Brasil

Técnica de sorotipagem utilizada?

Amostras Localidade Ano Estado Propriedade Sorotipo

SAR IF IEQF ID
463/81 Chapecé 1981 SC 1 5 + + + +
PS/SR Santa Rosa 1981 RS 2 5 + + + +
362/82 Concérdia 1982 SC 3 5 + + + +
PS/225 Seara 1982 SC 4 5 + + + +
596/82 Criciiima 1982 SC 5 5 + + + 4
1 amostra Faxinal dos Guedes 1982 SC 6 NS - - - -
400/83 Séo Sebastido 1983 SC 7 5 + + + +
401/83 Rondinha 1983 sC 8 5 + + + +
361/83 Faxinal dos Guedes 1983 SC 6 3 AAD + 4 +
991/83 Faxinal dos Guedes 1983 SC 6 5 + + + +
PS/ER Erechim 1983 RS 9 5 - - + -
515/84 Faxinal dos Guedes 1984 SC 6 3 + + + -
FG/10/P1 Faxinal dos Guedes 1984 SC 6 5 NR + - -
FG/10/P5 Faxinal dos Guedes 1984 SC 6 5 NR + + -
592/84 Faxinal dos Guedes 1984 SC 6 5 AA + + -
PS/85 Seara 1985 SC 10 5 + + + +
374/85 Irani 1985 SC 11 5 + + + +
487/85 Xanxeré 1985 SC 12 5 + + + +
691/85 Campinas 1985 SP 13 5 + NR + NR
1016/85 Xanxeré 1985 SC 12 5 + + + NR
1151/85 Casca 1985 RS 14 5 + + + NR
1169/85 Faxinal dos Guedes 1985 SC 6 3 + + + NR
334/85 Xanxeré 1985 SC 12 5 + + NR NR
10 amostras  Faxinal dos Guedes 1985 SC 6 NS - - - NR

8 SAR = Soroaglutinagdo ripida, IF = imunofluorscéncia direta, IEOF =: imunoeletroosmoforese, ID = imunodifusio.

b Autoaglutinagao.
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soroaglutinagdo rdpida (SAR) (Rapp et al. 1985), imunofluorescéncia direta
(IF), imunoeletroosmoforese (IEOF) (Piffer et al. 1986) e imunodifusao
(ID) (Nielsen & O’Connor 1983).

Para o teste de IF utilizou-se globulinas precipitadas por sulfato de
amonio, dos antisoros obtidos contra as amostras padrdes, e conjugadas com
isotiocianato de fluoresceina, pela técnica de diflise (Goldman 1968).
Fluoresceina livre foi removida através de filtragao em Sephadex-G-25.
O teste de IF foi conduzido como segue: esfregagos de coldnias dos soroti-
pos padrées e das amostras a serem tipadas, em laminas de vidro, foram fi-
xados em solugdo tamponada de formol a 10%, por 10 minutos. A colora-
¢do das laminas foi realizada segundo Goldman (1968). Os soros conjuga-
dos foram titulados com amostras homélogas através de diluigGes duplas
(1:2 até 1:128). A fluorescéncia foi avaliada como segue: O = sem fluores-
céncia, 1 = leve vislumbre das bactérias esverdeadas, sem formas definidas
e brilho, 2 = bactérias com forma distinguivel, esverdeada, sem contornos
bem definidos e brilho, 3 = bactéria com a periferia bem delimitada, apre-
sentando uma cor amarela esverdeada com brilho € 4 = similar a 3 mas com
brilho mais intenso. Somente os graus 3 e 4 foram considerados com rea-
¢oes especificas. A diluicdo de trabalho de cada soro foi aquela que apre-
sentou o grau mais intenso de fluorescéncia e que nao apresentou reagao
cruzada com Os outros sorotipos.

RESULTADOS

Todas as amostras isoladas, exceto uma, originaram-se de pul-
moes de suinos ccm sinais clinicos e lesdes macroscdpicas agudas
ou crdnicas de pleuropneumonia.

A amostra 991/83 (Quadro 1) foi isclada da cavidade nasal de
um suino pertencente a uma granja com um surto agudo de
pleuropneumonia.

Em sangue desfibrinado de carneiro, as col6nias de Hpp isola-
das apresentaram satelitismo ao S. avreus, crescimento em 24
horas, com col6nias variando entre 1 ¢ 2 mm e com grau diverso
de hemdlise. Ao Gram apresentaramn-se como pequenos basto-
netes pleomérficos e Gram-negativos. Todas as amostras eram
NAD-dependentes, urease positivas, utilizaram monitol € nio o
fizeram com esculina e trealose. Ao “CAMP-test”, utilizando-se
apenas dgar sangue, 16 amostras foram positivas, variando a rea-
¢do de fraca a moderada; sete apresentaram reagao duvidosa e
nove foram negativas. Quando se utilizou NAD no meio de dgar
sangue o nimero de amostras positivas subiu para 27, havendo
seis negativas. Aqui também observaram-se reagdes fracas a mo-
deradas.

Nos testes de SAR, IEOF e ID, onde o antisoro era utilizado
sem diluir, algumas reacdes cruzadas entre os sorotipos padroes
foram observadas. No teste de IF, o processo de dilui¢ao dos an-
tisoros eliminou quase que por completo as reacdes cruzadas.
Apés a adsorcao dos soros hiperimunes com uma amostra padrao
heteréloga, as reacdes cruzadas fcram eliminadas, exceto entre os
sorotipos 4 e 5. Procedendo-se a adsor¢do cruzada entre estes
sorotipos eliminou-se totalmente, tanto as reacdes cruzadas como
as homdlogas, em todos os testes, sugerindo identidade soroldgi-
ca. Por outro lado, a amostra 463/81 (Quadro 2) foi sorotipada
pelo Dr. Nicolet, Universidade de Berna, Suiga, como sendo so-
rotipo 5. Esta amostra apresentou reacdo positiva, em todos os
testes, frente aos antisoros 4 e 5, adsorvidos com o sorotipo 1,
indicando que o antisoro contra o sorotipo 4 ndo era especifico.
Além disso, utilizando-se uma nova amostra 1162 (Quadro 1)
para o sorotipo 4, observou-se que no teste de SAR, j4 na dilui-
¢ao de 1:2, o antisoro contra o sorotipo 5 ndo apresentava reagao
cruzada. Estes fatos eliminaram o antisoro contra o sorotipo 4 do
diagndstico.

No Quadro 2 estao sumarizados os dados referentes as amos-
tras isoladas. Observa-se que das 33 amostras de Hpp, 22 (66%)
foram sorotipadas e, entre estas, 19 (86%) pertenciam ao soroti-

Quadro 3. Amostras de Haemophilus (Actinobacillus) pleuropneunioniae
isoladas de suinos da propriedude 6

Técnicas de sorotipagem utilizadas?

Amostra  Anc  Sorotipo

SAR IF IEOF ID
3921/82 1982  NSP - - - -
361/83 1983 3 AAC + + +
991/83 1983 5 + + + +
515/84 1984 3 + + + +
FG/10/P1 1984 5 NRd + - -
FG/10/P5 1984 5 NR + + -
592/84 1984 5 AA + + -
924/P1 1985 NS - - - NR
924/P2 1985 NS - - - NR
924/08B 1985 NS - - - NR
941/91-7 1985 NS - - - NR
960/91-1 1985 NS - - - NR
960/91-6 1985 NS - - - NR
960/91-12 1985 NS — - - NR
960/91-16 1985 NS - - - NR
960/91-19 1985 NS - - - NR
960/91-22 1985 NS - - - NR
1169/85 1985 3 + 4 + NR
2 SAR = Soroaglutinzgdo rdpida, IF = imunofluorescéncia direta, IEOF

= imunoeletroosmoforese, ID = imunodifusao;
b Nzo sorotipado;
€ Autoaglutinagdo;
d Nio realizado.

po 5, enquantc que trés ao sorotipo 3. O sorotipo 3 foi detectadc
em apenas uma propriecade (Quadro 3), enquanto que o sorotipo
5 o foi em todas as 14 propriedzades onde houve a ocorréncia da
doenga clinica, inclusive naquela onde se isolou o sorotipo 3
(Quadro 3). Desta propriedade originaram-se também todas as
am:ostras ndo sorotipadas.

Entre as amostras sorotipadas o SAR foi eficiente em 17/19
oportunidades (89%), o IF e o IEOF em 20/21 (95%) ¢ o ID em
apenas 12/17 (70%). Além disso, trés amostras foram autoagluti-
nantes e portanto impréprias ao SAR. Nota-se ainda que a
amostra PS/ER e a FG/10/PI foram sorotipadas apenas por uma
das técnicas, ou seja, respectivamente pelo IEOF e IF.

DISCUSSAO

As caracteristicas culturais, tintoriais e bioquimicas de todas
as amostras isoladas sdo consistentes com aquelas descritas por
Hpp (Biberstein et al. 1977) e, de acordo com Pohl et al. (1983),
todas elas pertenciam ao biovar 1 de Actinobacillus pleuropneu-
moniae, por serem todas NAD-dependentes. O nao isolamento
de amostras NAD-independentes (biovar-2) talvez esteja rela-
cionado a auséncia destas amostras em nosso meio ou devido a
sua menor patogenicidade (Pohlenz et al. 1978), uma vez que os
isolamentos foram obtidos de pulmdes afetados e/ou devido a
que, no isolamento primdrio, houve preocupacdo apenas com
bactérias que apiesentaram satelitismo ao S. aureus. Amostras
NAD-independentes foram isoladas na Europa (Bertschinger &
Seifert 1978), mas ndo nos Estados Unidos (Rapp et al. 1985). A
existéncia destas amostras foi um dos critérios que levou a pro-
posta de transferéncia do género Haemophilus para ¢ de Actino-
bacillus (Pohl et al. 1983).
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Hpp € descrito como “CAMP-test” positivo, enquanto que
amostras de Haemophilus sp, “Grupo menor” e Haemophilus sp,
“Grupo C” sdo negativas (Nicolet & School 1981). Por outro la-
do, o sorotipo 7 de Haemophilus (Actinobacillus) pleuropneumo-
niae foi descrito por Rosendal & Boyd (1982) como “CAMP-
test” negativo. Esta mesma amostra e a amostra padrdao para o
“Grupo menor” apresentaram reagdo fraca de “CAMP-test”
quando o mesmo foi realizado em meio enriquecido (Rapp et al.
1985). A utilizagdo de diferentes meios pode explicar a discre-
pancia observada, assim como a subjetividade em discriminar
nma reacgdo fraca de uma reagdo negativa. Estes fatos limitam a
utilizagdo do “CAMP-test” na classificagdo de Haemophilus sp
isolados de suinos.

Os resultados sdo claros quanto a importéncia do sorotipc 5
para o Sul do Brasil, principalmente para o Estado de Santa Ca-
tarina. O porqué da ocorréncia deste sorotipo pode ser especula-
do em duas diregdes: importacoés e intensificacdo das condigOes
de criagdo de suinos nos Gltimos anos. De acordo com os relaté-
rios da Associagéc Brasileira de Criadores de Suinos (ABCS), no
periodo de 1971 a 1975, o Brasil importou 3243 reprodutores,
sendo que 40% originaram-se dos Estados Unidos, 21% da Ho-
landa, 20% da Alemanha e 10% da Inglaterra. Além disso, me-
rores importagdes ocorreram da Bélgica, Suécia e Dinamarca.
No perfodo de 1976 a 1979 praticamente ndo houve importa-
¢oes. Porém, de accrdo com relatérios da ABCS e da Federagao
das Associagoes de Suinocultores do Brasil, observou-se um au-
mento de importagdes no periodo de 1980 a 1983. Em 1980, ano
que antecedeu o diagndstico da PPS no Brasil, ocorreram maiores
importagdes da Holanda, Estados Unidos, Suécia e Canad4. Para
o Estado de Santa Catarira foram destinados animais de todos
estes pafses, menos da Suécia. Nos anos de 1981 a 1983 as
maiores importacdes foram da Franca, Estados Unidos € Holan-
da. Observando-se a prevaléncia de sorotipos de Hpp nos paises
acima mencionados, observa-se que o sorotipo 5 & prevalente nos
Estados Unidos, Canad4, Holanda e Bélgica (Rosendal et al.
1981, Schultz et al. 1982, Sebunya & Saunders 1983, Nicolet
1985). Estes fatos sugerem que a infeccao por Hpp, sorotipc 5,
possa ter sido introduzida por importacdes de suinos dos Estados
Unidos, Canadd e Holanda, principalmente para o Estado de
Santa Catarina. Um rastreamento soroldgico poderia comprovar
ou néo esta hipétese.

Outro aspecto a considerar € de que esta infecgdo existiria hd
bastante tempo em nosso meio e, em funcao do confinamento e
intensificagdo da produgdo a doenga realmerite apareceu. Isto €
corroborado pelo fato de que Piffer et al. (1982), estudando a
ocorréncia da PPS, na Regido Sul do Brasil, onde a mesma
ocorreu com graves prejuizos econdmicos, identificaram alguns
pontos em comum entre os sistemas afetados: a) produgdo de
terminados a partir de leitdes de vdrias origens; b) utilizagdo de
sistema continuo de produgdo; e ¢) terminagdes com: capacidade
superior a 600 animais.

O sorotipo 3 foi isolado em apenas uma propriedade, apesar
deste sorotipo ocorrer em todos os paises citados, excegdo da
Holanda e Dinamarca (Nicolet 1985). E bom salientar que as
tentativas de isolamento de Hpp ocorreram em materiais com
lesdes sugestivas de PPS e, sendo o sorotipo 3 menos patogénico
do que os outros (Pehlenz et al. 1978) sua ocorréncia e conse-
qiliente importincia pcdem estar subestimadas. Por outro lado,
amostras pertencentes ao sorotipo 3 ji foram isoladas de pulmdes
com pneumonias agudas (Hunter et al. 1983). As amostras ndo
sorotipadas também originaram-se da mesma propriedade (Qua-
dro 3). Elas podem representar um novo sorotipo ou serem mu-
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tantes dos sorotipos 5 e 3 j4 isolados destas propriedades. Pre-
sentemente produz-se antisoros contra o restante dos sorotipos,
os quais servirdo para elucidar a composi¢do antigénica destas
amostras. A ocorréncia de amostras ndo sorotipdveis ¢ um fato
comum (Schultz et al. 1982 e Rapp et al. 1985) e pode significar
dissociagdo de lisa para rugosa. :

No que tange aos métodos para sorotipagem observou-se que
nenhum deles sozinho foi suficiente para sorotipar toda as amos-
tras isoladas, embora o IF e o IEOF falhassem em apenas uma
oportunidade.

O teste de SAR, embora simples, rdpido e sensivel (Rapp et al.
1985) apresenta o inconveniente de ser inaplicdvel em amostras
autoaglutinantes (Quadros 2 € 3). Os testes de IF e IEOF pos-
suem a mesma sensibilidade e sdo superiores ao teste de 1D (Pif-
fer et al. 1986). Em relagdo a especifidade ndo se observaram
maiores problemas, pois a utilizacdo do processo de diluigdo € a
adsorcdo heterdloga eliminaram completamente as reagées cru-
zadas, devido aos antigenos comuns a espécie.

Uma explicagdo, porém bastante especulativa, para a aparente
identidade entre os sorotipos 4 ¢ 5, poderia ser a da ocorréncia
dos antigenos 4 e 5 no clone utilizado para imunizar contra o
sorotipo 4, como foi observado em amostra de campo (Rapp et
al. 1985) associada a uma resposta imune fraca dcs coelhos imu-
nizados.

Em relagdo a sorotipagem pode-se concluir que o melhor pro-
cedimento seria submeter primeiro as amcstras isoladas ao SAR
e, caso negativo aos testes de IF e/ou IEOF.
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ABSTRACT.- A chronic debilitating disease with hyper-
parathyroid cell

ENZOOTIC CALCINOSIS IN SHEEP CAUSED BY THE INGESTION OF Nierembergia

veitchii (Solanaceae)!

FRANKLIN RIET-CORREA2, ANA LUCIA SCHILD2, MARIA C. MENDEZ2, ROBERT WASSERMAN>
and LENNART KROOK*

SINOPSE.- Riet-Correa F., Schild A.L., Méndez M.C., Wasserman R. & Krook L. 1987. [Calci-
nose enzodtica em ovinos causada pela ingestdo de Nierembergia veitchii (Solanaceae).! En-
zootic calcinosis in sheep caused by the ingestion of Nierembergia veitchii (Solanaceae). Pesquisa
Veterindria Brasileira 7(3) 85-95. Laboratério Regional de Diagnéstico, Fac. Veterindria, UFPel,
Pelotas, RS 96100, Brazil.

Descreve-se em ovinos, no Rio Grande do Sul, uma doenga caracterizada por emagrecimento
progressivo, hipercalcemia, atrofia das células das paratiredides, hiperplasia das células C da tiredi-
de, osteopetrose, osteonecrose e calcificagdo dos tecidos moles. Ovinos de ambos sexos e todas as
idades exceto lactentes sdo afetados. A hipercalcemia ocorre desde outubro a fevereiro, época em
que os ovinos consomem a planta calcinogénica Nierembergia veitchii. A incidéncia da doenga € va-
ridvel entre anos e fazendas, com aparente correlacdo com a disponibilidade da planta nas pasta-
gens. Experimentos em pintos raquiticos demonstraram que N. veitchii possui acdo biolégica similar
a vitamina D, j4 que a adigdo da planta na dieta estimulou a absor¢do de célcio, a deposigio de célcio
na tibia, e também aumentou a sintese de calbindin-D (proteina complexante do cdlcio induzida pela
vitamina D sintetizada no intestino) e os niveis plasmaticos de cdlcio e fésforo.

Pintos foram alimentados com dietas contendo altas concentracdes de SrCl, que inibe o sistema
de hidrolase renal. Uma partida de N. veitchii secada e moida, agregada a dieta com SrCl,, estimu-
lou a sintese de pequenas quantidades de calbindin-D, mas ndo causou aumento na absorcao de cl-
cio. Outra partida de planta foi totalmente inativa. Esses dados sugerem que N. veitchii contém um
composto similar a 1,25 (OH),D3. Os resultados varidveis entre as duas partidas poderiam ser devi-
das a instabilidade da substéncia na planta, diferengas na sua preparacdo ou outro fator desconheci-
do. As dificuldades em demonstrar em forma clara e constante a presenca de uma substéncia de
acdo bioldgica similar a 1,25 (OH),D3 em N. veitchii, poderia ser devido 4 administragido de doses
insuficientes da planta. As possibilidades de que a planta no campo contenha suficientes quantidades
de um composto similar a 1,25 (OH),D3 para causar calcinose, ou de que a calcinose seja causada
por outro fator da planta requerem posterior atencao.

TERMOS DE INDEXACAO: Ovinos, intoxicacio por planta, Nierembergia veitchii, hipercalcemia, hipoparati-
reoidismo, hipercalcitoninismo, osteopetrose, calcificagao dos tecidos moles.

availability of the plant. Experiments
atrophy, C cell hyperplasia,

in rachitic chicks
demonstrated a vitamin D-like activity in N. veitchii since the

osteopetrosis, osteonecrosis, and soft tissue calcinosis is described
insheep in southeastern Rio Grande do Sul, Brazil. Sheep of both
sexes and all ages, except suckling lambs, are affected.
Hypercalcemia occurs from October through February during
which time sheep on pasture have access to the calcinogenic plant
Nierembergia veitchii. The incidence of the disease varies
between years and farms with apparent correlation to the

1 Accepted for publication on April 30, 1987.
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addition of the plant to the diet stimulated calcium absorption,
uptake of calcium by the tibia and also increased the amount of
calbindin-D (the vitamin D induced protein sinthesized by the
intestinal mucosa) and the calcium and phosphorus plasma levels.
Chicks were fed a diet containing a high concentration of SrCl,
which inhibits the formation of 1,25(OH),D3 by the renal
hydroxylase system. Adding a dried, ground preparation of one
batch of N. veitchii to the StrCl, diet stimulated the synthesis of
small quantities of intestinal calbindin-D (CaBP), but did not
cause an increase in calcium absorption. Another batch of the
plant was totally inactive. These data suggest that V. veitchii does
contain a 1,25(OH)pD3~like compound. The variable results
between the two batches might be explained on the basis of
lability of the substance in these plants, differences in
preparation or other unknown reasons. The failure to
demonstrate the presence of 1,25(OH)pD3-like activity in N.
veitchii in a clear and constant way may be that an insufficient
amount of the plant was fed. Whether, in the field, N. veitchii

Pesq. Vet, Bras, 7(3):85-95. 1987



86 Franklin Riet-Correa et al.

contains sufficient amounts of the 1,25(OH),D — like substance
to cause calcinosis or that calcinosis is due to other factors in the
plant, requires further attention.

INDEX TERMS: Sheep, plant poisoning, Nierembergia veitchii,

hypercalcemia, hypoparathyroidism, hypercalcitoninism, osteopetrosis,
soft tissue calcinosis.

INTRODUCTION

Enzootic calcinosis in domestic animals has been reported from
many parts of the world. The disease in cattle has been shown to
be caused by ingestion of Solanum malacoxylon in Argentina
(Carrillo & Worker 1967), Brazil (Dobereiner et al. 1971) and
Uruguay (Riet-Correa et al. 1975). Trisetum flavescens causes an
enzootic calcinosis in Germany (Dirksen et al. 1972) and in
Austria (Libiseller et al. 1976) and Cestrum diurnum ingestion
affects cattle (Krook et al. 1975b) and horses (Krook et al.
1975a) in Florida, USA. Solanum torvum has been associated
with calcinosis in cattle in Papua, New Guinea (Copland 1975,
Morris et al. 1979).

Similar conditions of uncertain etiology have been described
m cattle in Hawaii (Lynd et al. 1965) and Jamaica (Arnold &
Bras 1956), in sheep in South Africa (Tustin et al. 1973) and India
(Gill et al. 1976) and in goats and sheep in Israel (Newman et al.
1973, 1977).

Cestrum diurnum has been suggested as the cause of the
disease in Hawaii and Jamaica (Gimeno 1977) and Solanum
sodomaeum has been mentioned in connection with the disease in
Hawaii (Ross et al. 1971).

Excessive feeding with poultry waste has been related to an
outbreak of enzootic calcinosis in sheep in Israel (Newman et al.
1977).

Enzootic calcinosis in Brazilian sheep has been recognized
since 1968 as described in farms in the municipality of Julio de
Castilhos, Rio Grande do Sul (Barros et al. 1970). The disease
has been reproduced experimentally in rabbits (Riet-Correa et al.
1981) and sheep (Riet-Correa et al. 1980) by administration of
Nierembergia veitchii.

The objectives of the present work were to determine the
epidemiology and pathology of enzootic calcinosis caused by N.
veitchii in sheep in Rio Grande do Sul, Brazil, and to study the
calcinogenic properties of the plant.

MATERIAL AND METHODS

The study concerned 12 farms in the municipalities of Piratini,
Pinheiro Machado and Lavras do Sul, Rio Grande do Sul. This
area is a hilly country with variable amounts of bush; the soil is

5 Description of the plant: Nierembergia veitchi Hook, family
Solanaceae. Reference: Sacco et al. 1982. Ervas daninhas do Brasil.
Embrapa, DID, Brasilia, p. 30.

Material examined: Rio Grande do Sul, Pinheiro Machado, F. Riet
s.n(R); Piratini: J. Sacco 2.573 et al. (R).

The plants are prostated, beardles or pilous. Their leaves are pilous,
alternated or opposited, isomorphous, ovates, obovates, elliptical or
oblonged, atenuated in the base, measuring 1 to 3.5 cm long and 0.4 to
1.7 cm wide. The flowers are solitaries, axilaries, white bluish or lilac,
measuring until 6 cm long; the chalice is pilous, with 5 foliaceous
lanceolated or obovated lacinia; the corolla is pilous-glandulous, with a
largely campanulate leafe-blade and 5 rounded lobes with simple hairs wich
are thickened in the apex of the median nervures; the filaments are
connivant and the stigma has a semilunar shape and is not embracing the
stamen.
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described as Haplumbrept by the US Department of Agriculture
and as Rankers by the FAO classification (Lemos et al. 1973).

Epidemiologic data were obtained annualy by visits to each
farm in which the disease was diagnosed, from 1978 to 1985.

Jugular vein blood samples from 16 grazing sheep in a
paddock with a history of calcinosis were collected monthly from
September 1978 to October 1979. Serum calcium was
determined by the method of Ferro and Ham as modified in
commercial kits (Lab Test(R)), Serum magnesium was determined
colorimetrically with commercial kits (Merckotest(R)), Whole
blood inorganic phosphorus was determined by the method of
Fiske and Subbarow as modified by Gomori.(1942).

Six sheep with clinically diagnosed disease were used for
pathology examinations. They included 4 wethers, 3 of which
were approximately 2 years old, one about 1 year old, and 2 ewes
about 4 to 5 years old. They were terminated by exsanguination.

Soft tissues were fixed in 10% formalin, embedded in parafin,
sectioned at 6 wm and stained with hematoxylin and eosin (HE),
von Kossa, PAS-Alcian Blue and van Gieson stains (Luna 1968).
Two millimeter sections were excised mid-sagitally from the
proximal humerus and femur epiphysis-metaphysis, and
transversely from the mid-diaphysis of these bones. The slices
were fixed in 10% formalin and demineralized under partial
vacuum in a solution of formic acid and sodium citrate (Luna
1968). Paraffin embedded sections were cut at 6 um and stained
with HE.

Thick slices of formalin fixed bones were excised as above,
re-fixed in absolute alcohol for 1 week with 3 changes,
embedded in methylmethacrylate and ground to 60 pwm.

The ground sections were taped to Kodak High Resolution
Plates (Eastman Kodak Rochester, NY, USA) and exposed in a
custombuilt microradiographic unit (Westenskow Co., Salt Lake
City, Utah, USA) at 10 kVp and 10 mA for 10 minutes.

Quantitative morphometry of the parathyroid glands was done
by projecting medium-high magnification color slides of the
glands on a paper with 50 rows of 40 dots equally spaced.
Cystoplasmic and nuclear “hits” were scored for each row and
the cytoplasm to nuclear ratio was recorded. The x *s.e.m. of
the 50 rows was then calculated and the data from different
sheep were compared by the test.

Selected specimens of formalin fixed thyroid glands were cut
into small blocks, washed in buffer, postfixed in 1.5% osmium
tetroxide, dehydrated through alcohols and propylene oxide and
embedded in epon. One-micron sections were stained with
toluidine blue and from these, areas were selected for ultra thin
sectioning. Ultra thin sections were stained with uranyl acetate
and lead citrate for electron microscopy.

Four experiments were developed in order to elucidate the
calcinogenic properties of Nierembergia veitchii (NV). The plant
administrated in experiments I and II was collected during
November 1978, dried in the shade and ground; NV used in
experiments III and 1V was collected during November 1979,
deep frozen at — 30°C, ground and lyophilized.

Experiment I. One-day-old chicks were raised on Cornell
rachitogenic diet for 20 days. At this time they were divided in 3
groups of 5 chiks each. Group 1 was maintained on the
rachitogenic diet, in group 2 the diet was supplemented with
1200 international units (IU) of vitamin D3, and in group 3 with
2% of NV. At 8 days, absorption of 47Ca from a ligated
duodenal loop, tibia uptake of 47Ca and mucosal calbindin-D,g
(CaBP) were determined by previously described methods
(Wasserman et al. 1976).
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Experiment II. Chicks were raised for 3 weeks on a
commercial chick starter diet (Agway) and then divided into 3
groups, 5 chicks per group. The control group received a
complete semi-purified diet, containing 1.3% Ca, 0.8%
phosphorus and 1200 IU vitamin D3 per kg, group 2 received a
diet containing 0.1% Ca, 0.85% phosphorus, 2.7% strontium as
SrCl, and 1200 IU vitamin D3/kg and group 3 received a diet
containing 0.1% Ca, 0.85% P, 2.7% strontium and 2% of NV.
After a 5-day feeding period the same parameters were
determined as in experiment I.

Experiment I1I. Four groups of 6 chicks each, were fed with
Cornell rachitogenic diet from age 1 day to age 24 days. Then
the diet was supplemented in the following way: group 1,
control; group 2, 1200 IU vitamin Ds/kg; group 3, 2% dried
ground Cestrum diurnum; and group 4, dried ground NV. After 7
days feeding, duodenal 47Ca absorption and duodenal CaBP
were determined as previously mentioned. Blood was drawn from
the bifurcation of the aorta; plasma Ca was determined by atomic
absorption, and plasma phosphorus by a modification of the
procedure of Fiske and Subbarow with the use of an
autoanalyzer (Technicon).

Experiment IV. One-day-old chicks were fed commercial
starter ration for 24 days and then divided into 4 group of six or
seven chicks per group. Group 1 received a complete
semipurified diet, containing 1.2% Ca, 0.8% P and 1200 IU
vitamin D3/kg. Group 2 received a diet containing 1.2% Ca,
0.8% P, 1,4% strontium and 1.200 IU vitamin D3/kg. Groups 3
and 4 received the same diet as group 2 supplemented with 2%
Cestrum diurnum and 10% NV, respectively, but without vitamin
D3. After a 5 day feeding period, the same parameters were
determined as in experiment III.

RESULTS

1. Epidemiology and clinical signs

The disease was seasonal with the first clinical cases occurring
in October and the last ones in January or February.

Sheep of both sexes were affected and the disease occurred in
sheep of all ages except in suckling lambs.

The frequency of calcinosis varied between farms and
between years. There was also variation within farms, i.e.,
between different paddocks within farms. Deaths never occurred
in some paddocks while mortality as high as 61.5% was recorded
in one camp, in farm 1, during 1977-78. Occurrence, morbidity
and/or mortality rates are presented in Table 1.

Nierembergia veitchii (Hook), a plant of the Solanaceae
family (Fig. 1 and 2), was constantly present in amounts pro-
portional to the severity of the disease in each camp.

Affected sheep suffered a pronounced weight loss. There was
extreme retraction of the ventral abdominal wall which
resembled a Greyhound belly. The gait was stiff and more severe
in the pelvic than in the thoracic limbs. The stiffnes was most
severe when the animals tried to get up. The sheep exhibited a
mild kyphosis.

Death could occur after a progressive course of 2 to 3 months
or suddenly after the animals were handled during dippings,
shearing or deworming. ,

The animals seemed to improve when changed to a paddock
where the disease did not occur, or after February. Clinical signs
could, however, be permanent.

Table 1. Occurrence, morbidity and/or mortality of calcinosis in sheep from 1977 to 1986 in 1 2 farms ¢

Farm

12

11

10

MT MB MT

MT MB

MT MB MT MB

MB

MT MB MT

MT MB MT MB

MT MB MT MB

MT¢ MB

MBb

Season
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Nof
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO

22
16
0.5

80
78
2.5
NO
NO

77-784
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79-80
80-81
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20 ND 7.5 50 7.5
NO

NO
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20

80

ND NO

2
NO
NO

NO
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NO
NO

NO
NO
NO
NO
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NO
NO

ND NO

5

NO

NO
NO
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ND  NO

15

ND
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82-83
83-84
84-85
85-86

0.5

NO
NO
NO
NO

25

85

NO

10
NO
NO
NO

2.5
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2

0.5

ND
ND

10

NO

NO

NO

NO

400
6/6
LAVJ

300
172
PM

1000
2/3
PM

400
2/6
PIR

10
Paddocks affected.
h pinheiro Machado.

570

4/4

PIR
f The disease did not occur.
1 Piratini.

& Total of paddocks

J Lavras do Sul.

ND
1100
2/6
PIR

100
173
PIR

13
270
1/1
PIR!

18

260
1/5

250
2/5
PM

1

2000
1/12
PM

900
6/6
PMh
farms 8,9 and 10 in 1979-80 and in farms 11 and 12 in 1984-85.

b Morbidity %.
€ Mortality %.

a [p farms 1,2,3 and 4 the disease was diagnosed for the first time in 1977-78; in farms 5,6 and 7 in 1978-79; in

Paddocks affected8
d Spring 1977 and Summer 1978.
€ Not determined.

N2 of sheep
County
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Nierembergia veitchii. Municipality of Pinheiro Machado, Rio
Grande do Sul.

Fig. 1.

2. Clinical pathology

Monthly means of serum calcium are presented in Fig. 3.

Serum calcium rose sharply and significantly from September
and October and remained high through February. There was
then a more gradual return to the September lower values.

Serum magnesium and whole blood inorganic phosphorus
concentrations underwent no significant changes during the year.

3. Anatomic pathology

a. Macroscopic examination. The fat depots were depleted
but there was no serous atrophy. The major arteries, with the
exception of the pulmonary arteries, were hard, thick and
inelastic along their entire length. The intimal surface was rough
and covered by mineralized plaques of irregular shape and size
(Fig. 4). The degree of mineralization was less severe in the
thoracic than in the abdominal aorta in two sheep.

Three sheep had mineralization of the jugular veins at sites of
previous venipuncture. All sheep showed mineralization of the
bicuspid valves which were hard and thick. The aortic valves
were also thick with loss of elasticity and appeared as rigid
plaques. In one case endocardial mineralization was observed in
the left ventricular wall.

In the lungs of five sheep, and mainly around the acute
margin of the diaphragmatic lobes, there were areas where the
tissue was inelastic, with a pumice stone-like appearance. The
surface and cut surface of affected areas were grey and dry. The
remaining lung showed a moderate emphysema.

The kidneys of all sheep showed focal, whitish areas of
mineralization in the cortex and homogenous, whitish streaks in
the medulla.

Many tendons and ligaments were calcified and the tendinous
part of the diaphragm showed opaque and rough plaques of
mineralization.

The thyroid glands of two sheep showed white spots of
varying size on the cut surface.

The wall of the uterus of two ewes was markedly thickened,
hard and inelastic because of severe mineralization.

The articular cartilage of many joints was eroded and showed
white, granular areas. The coxo-femoral and carpometacarpal
joints were most commonly affected.

The liver of one sheep showed pronounced chronic passive
hyperemia and in 2 sheep there were moderate hydrothorax and
ascites.
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Fig. 2. Flowers of Nierembergia veitchii growing in the pasture. Pinheiro
Machado, Rio Grande do Sul.

b. Microscopic examination of soft tissues. In the intima and
media of the aorta, the elastic fibers were swollen, eosinophilic
and fragmented. These degenerated fibers showed an increase in
acid and neutral mucopolysaccharides. Such fibers were the site
of mineralization, first as fine granular deposits which increased
in amounts; subsequently the fibers could not be visualized due to
large plaques that were structureless and completely mineralized.
The collagen fibers and the ground substance were also involved
in the same processes.

The degenerate fibers underwent chondroid metaplasia in rare
instances.

The mineralized areas were usually surrounded by granulation
tissue with fibroplasia and infiltration of lymphocytes, plasma
cells and multinucleated giant cells, the latter sometimes in large
numbers. In this fibrous tissue, chondroid and osseous metaplasia
occurred and the osseous plaques were ocasionally of impressive
size (Fig. 5).

Other elastic and muscular arteries exhibited lesions similar to
those of the aorta. The internal elastic membrane was

Co
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Fig. 3. Monthly means of serum calcium from September 1978 to October
1979 of 16 sheep from an affected farm.
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6

Fig. 4. Aorta from an affected sheep with severe mineralization of the
intimal surface.

Fig. 6. Tendon from an affected sheep showing severe calcification. HE,
obj. 4.

degenerated and calcified. Some muscle fibers showed the same
changes. The arterial lesions were observed in severe degree in
the uterus and to a variable degree in skeletal muscle,
forestomach, abomasum, intestine, thyroid gland, lymph nodes
and in the spleen.

The heart of one sheep showed degeneration, necrosis and
calcification of muscle fibers and replacement by fibrous tissue.

The changes in tendons and ligaments were comparable to
those in the arteries. Both elastic and collagen fibers were
involved (Fig. 6).

Interlobular septae of the lungs were severely swollen,
degenerated and calcified. In some areas, the alveolar epithelium
was of the cuboidal type. Bronchial and tracheal cartilage
showed restricted areas of dystrophic calcification.

The kidneys showed severe calcinosis of the arteries. There
was fibrous thickening of Bowman’s capsule. The interstitium
was increased and sometimes the site of dystrophic calcinosis.
The basal membrane with the tubular epithelium, mainly of
collecting tubules, was degenerated. Calcification also involved
the epithelium which was sometimes desquamated; calcified casts
sometimes obliterated the tubular lumen.

The parathyroid glands examined were from three sheep; one
terminated in early January,one at the end of February and one in
May. The first parathyroid glands were collected at a time of

Fig. 5. Aorta of an affected sheep with osseous metaplasia into a large
calcified plaque. HE, obj. 10.

Fig. 7. Thyroid from an affected sheep with C cell hyperplasia. HE, obj. 10.
Insert higher power of C cells.

abundant supply of N. veitchii, the second when the amount of
the plant in the pastures had decreased, and the third set was
collected after 2-3 months without access to the plant.

In the May parathyroid glands, the cells were large with
extensive cytoplasm. The cytoplasm to nucleus ratio was 2.87 *
0.18 (X = s.e.m.). In the January parathyroids, there was a
severe reduction in the amount of cytoplasm and the nuclei were,
accordingly, spaced much more closely together. The cytoplasm
to nucleus ratio was 1.71 = 0.10. The difference between the
May and January ratios was significant at P<0,001.

The parathyroid glands collected at the end of February had a
cytoplasm to nucleus ratio of 2.39 * 0.15. The mean was
approaching that of the May parathyroid gland but was still
significantly lower (P<0.05).

The seasonal changes in the cytoplasm to nucleus ratio of the
parathyroid chief cells were caused by changes in the amount of
cytoplasm. The mean diameter of the January and February chief
cells was not significantly different from the May value.

Five sheep showed pronounced C cell hyperplasia (Fig. 7): In
3 animals hyperplastic C cells were observed mainly in multipie
layers around the follicles or distributed between them. In the 2
sheep with macroscopic white spots in the thyroids, such lesions
were constituted by hyperpalstic C cells, sometimes arranged in
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Franklin Riet-Correa et al.

Fig. 8. Electron micrograph of the thyroid from an affected sheep. Hypertrophic C cells are present in the wall of the
follicle but do not contact the follicular lumen. Some C cells have numerous secretory granules, others few.x
6250.

Table 2. The effect o Nierembergia veitchii on duodenal 47Ca absorption,
tibia uptake of 47Ca and mucosal CaBP in chicks (Experiment I)3

Addition Absorption of Tibia Mucosal
it to 47Ca from upjr%ke of CaBP
rachitogenic duodenal loop Ca (W g/mg
diet (% dosc)b (% dose) protein)
1 - 28.9%+5.6 1.6+0.24 1.320.3
2 Vitamin D3 90.4*+1.6 3.39+0.07 54.8+2.1
3 NV 2%) 57.9+7.8 2.24%+0.30 6.7+0.2

2 Values represented mean+SEM.
b Absorption period = 20 min.

nodules, measuring 0,1 to 0,3 mm wide and separated by fibrous
tissue.

c. Ultrastructural alterations in the thyroid. C cells were
observed distending the parafollicular space and also within the
basement membrane of the follicle but not in contact with the
follicular lumen (Fig. 8). Some C cells had numerous granules
whereas others contained very few. Some C cells were
hypertrophic and others had degenerated. Stacks of rough
endoplastic reticulum were present in many C cells. The
follicular epithelium was flattened and atrophic and contained no
secretory granules.

d. Microscopic and microradiographic examination of bone.
All animals had severe osteopetrosis (Fig. 9, 10 and 11),
characterized by enlargment and confluence of trabeculae in the
epiphysis and metaphysis. The epiphysis showed a mixture of
osteonic and trabecular bone. Transverse bands of bone, parallel
to the epiphyseal plate were observed in the metaphysis (Fig. 12).
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In diaphyseal bone the cortex was very thick, with small
Haversian canals and poor differentiation between primary and
secondary osteons.

Another striking alteration was the presence of wide
basophilic lines within, or at the surfaces of bones (Fig. 10 and
11). Such lines were more common in trabecular bone, but were
also observed parallel to the periosteum or concentrically located
around Haversian canals. These were characterized by a fibrillar
material with lack of birefringency and in some cases with
trapped osteocytes and osteocytic lacunae. In microradiographs,
these lines appeared as black lines of low mineral density, causing
a mosaic pattern (Fig. 9). Such structures were different from
cementing lines which were also observed (Fig. 12).

Osteocytes in the center of the wide trabecular and in
interstitial lamellae were frequently dead with empty lacunae;
this osteonecrosis sometimes resulted in desintegration of bone
tissue (Fig. 12).

Articular cartilage showed poor differentation into vesicular
cartilage, with a dense layer of compact bone attached directly to
the cartilage cells. Near half of the epiphyseal plate was resting
cartilage, and differentiation into columnar and vesicular
cartilage was very poor. There was very little primary spongiosa
and, in some occassions, a layer of bone, forming the distal
terminal plate, was attached directly to the cartilage. Dense
transverse trabeculae were frequently observed in secondary
spongiosa (Fig. 12).

Retention of chondroid core was also observed in epiphyseal
and metaphyseal trabeculae (Fig. 12). Occasionally large areas ol
cartilage were trapped in bone (Fig. 10). In metaphysis and on
some ocassions in epiphysis, the presence of such cartilage was
due to downgrowth of articular and epiphyseal cartilage, but in



ENZOOTIC CALCINOSIS IN SHEEP CAUSED BY THE INGESTION OF Nierembergia veitchii 91

Fig. 9. Microradiograph of the proximal humerus epiphysis of an affected
sheep. Very severe osteopetrosis. Numerous black lines of low
mineral density in the periphery of osteons and in trabeculae cause a
mosaic pattern.

Fig. 11. Basophilic lines in the proximal humerus epiphysis of an affected
sheep. HE, obj. 10.

the epiphysis there was also cartilage trapped in bone near or in
connection with the epiphyseal plate, indicating that it originated
from resting cartilage of the epiphyseal plate.

4. Calcinosis in cattle

On farm 10 the disease was observed in cattle during February
1980. In a herd of 300 cows, 10 showed a considerable loss of
weight. Affected animals were removed to another farm without
N. veitchii. After transportation, one cow which had its limb
accidentally broken was slaughtered; severe mineralization of the
aorta was found. The mean serum calcium of the 10 affected
animals in February was 9,7 mg/100 ml; in May, 3 months after
removal, the mean serum calcium of the same animals was of
8,3 mg/100 ml, significantly lower (P 0.05) than the previous
determination. Mean serum calcium of 10 clinically unaffected
cows which stayed on the farm were 9,55 mg/100 ml in
February and 9,0 mg/100 ml in April.

12

Fig. 10. Proximal humerus epiphysis of an affected sheep showing
osteopetrosis, basophilic lines in the osteons and trabeculae, a
piece of cartilage trapped in bone (C) and osteonecrosis in some
areas. HE, obj. 4.

Proximal epiphyseal cartilage and metaphysis of an affected sheep.
Epiphyseal cartilage at top showing very poor differentiation of
cartilage cells with no vesicular cartilage cells. Distal terminal plate
is formed (in front of oblique arrows). Necrotic bone indicated by
open circles. In the transverse trabeculae in the lower part are
large amounts of chondroid core and cementing lines in front of
horizontal arrows. HE, obj. 10.

Fig. 12.

5. Effect of N. veitchii on calcium absorption and CaBP synthesis
in chicks

As shown in Table 2, the addition of vitamin Dj3 to the diet of
rachitic chicks resulted in an increased absorption of the test dose
of 47Ca, which was also reflected in the greater uptake of 47Ca
by the tibia in the vitamin D3-supplemented chicks. The
addition of N. veitchii to the diet similary increased 47Ca
absorption, tibia uptake of the absorbed 47Ca and stimulated the
synthesis of CaBP, as did vitamin D3 supplementation. These
results clearly indicated that N. veitchii contains a vitamin
D-like substance since for the induction of CaBP synthesis there
is an absolute requirement for vitamin D through its metabolites.

It was previously shown that the additior of high
concentrations of SrCl, to low calcium diets produced a
physiological vitamin D deficiency even in the presence of
dietary vitamin D5. This treatment inhibits the synthesis of the
vitamin D hormone, 1,25-dihydroxycholecalciferol, by the renal
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Table 3. The effect of Nierembergia veitchii on duodenal 47Ca tibia uptake of 47Ca
and mucosal CaBP in Strontium chicks (Experiment II)2

Additi Abs% tion Tibia Mucosal
tion
G Sr diet 1 of */Ca uptake of CaBP
Toup raie to diet from duodenal  47Ca (%dose) (. g/mg protein)
loop (% dose) P
1 - Vit. D3 65.4%3.9 2.08%0.15 10.2+0.7
+ Vit. D3 40.0%+2.0 1.22£0.06 (0.18)¢
3 + NV 2%) 1.20%0.08 1.83%+0.2

2 Values represented meantSEM.
b Absorption period = 20 min.

40.4%2.2

€ All CaBP in this group were ‘‘zero’’ except one value of 1.08 w g/mg protein.

enzyme system and thereby depresses calcium absorption and
inhibits CaBP synthesis. As shown in Table 3, the addition of
SrCl, to the diet significantly decreased 47Ca absorption, the
uptake of absorbed 47Ca by the tibiaand inhibited CaBP synthesis
by the enterocytes. The supplementation of the diet with 2% N.
veitchii did not enhance 47Ca absorption and therefore there was
no increase in tibia 47Ca uptake. However, there was a small but
significant stimulation of CaBP synthesis by the plant. This
observation strongly suggests that N. veitchii does contain a
1,25-dihydroxycholecalciferol-like substance. However, the
amount of the putative vitamin D-like hormone in the plant was
apparently insufficient to elicit a change in 47Ca absorption.

In experiments with another batch of N. veirchii, the
stimulation of the 47Ca absorption process and CaBP synthesis in
vitamin D-deficient chicks was demonstrated (Table 4). In the
same experiment, it was also shown that another calcinogenic
plant, Cestrum diurnum was also effective. When this batch of N.
veitchii was fed to strontium-fed chicks, no effect on 47Ca
absorption or CaBP synthesis was observed whereas C. diurnum
increased 47Ca absorption and CaBP synthesis, demonstrating
the presence of the 1,25(OH);D3-like substance contained
there in (Table 5).

The differences in the response of the strontium:-fed chicks to
the two batches in terms of inducing the synthesis of CaBP
cannot be readily explainec but could be due to differences in the

methods of preparation of the plant material or year-to-year

differences (cf. Material and Methods section) in the content of
the 1,25(OH),D3-like substance in theses plants. In any event,
the data on CaBP synthesis by strontium-fed chicks (Table 3)
does suggest that N. veirchii, under certain growth and/or
preparatory conditions, does contain a small quantity of a
1,25(0OH),D3-like substance.

DISCUSSION

The clinical and pathological characteristics of the disease was
similar to those described for other calcinosis in sheep, goats,
cattle and horses as mentioned in the Introduction. The
experimental reproduction of the intoxication in sheep
(Riet-Correa et al. 1980) and rabbits (Riet-Correa et al. 1981), as
well as the demonstration of vitamin D like activity in
Nierembergia veitchii (NV), confirmed this plant as the causative
agent of the disease.

The intoxication was characterized by seasonal
hypercalcemia. In the experiment during 1979-80, serum calcium
increased in October, remained high until February and
decreased fron: March. The first clinical cases coincided with the
increase in serum calcium and new cases were observed through
February . The seasonal occurrence of the disease coincided with
the biologic cycle o NV. At the end of August, small amounts of
the plant were observed on pastures, the amounts were
considerable by October, persisted at high levels during spring
and disappeared in March.

In the following years morbidity and mortality were very
variable depending always on the amount of plant present in
pastures, which is probably related to climatic variations.

In many farms, there was a decrease in the incidence of the
disease after its first diagnosis. This was probably due to the
management measures which consisted in the withdrawal of
sheep from the camps with large quantities of NV from
November to February.

The intoxication occurred almost exclusively in sheep, but
cattle could be also be affected, as it was observed in farm 10 in
February 1980. The difference in morbidity between sheep and
cattle is apparently based in the different pasture habits. NV is a

Table 4. Effect of Nierembergia veitchii on duodenal 47 Ca absorption, CaBP synthesis, and
plasma Ca and P levels in rachitic chicks (Experiment I11)2

Addition to Duodenal Duodenal Plasma Plasma
Group rachitogenic Ca CaBP
diet absortion (%)b (v g/mg protein) Ca(mg/100 m)  P(mg/100 ml)
1 - 28.8+4.9 0 6.610.2 3.6+0.2
2 Vitamin D3 92.4*1.6 48.3*+4.5 11.9%0.2 4,7+0.2
3 Cd (2%) 86.5*+1.5 52.4%+2.3 10.2+0.2 4.8+0.2
4 Nv (10%) 92.2+1.0 52.7+2.4 10.8+0.3 5.4%+0.2

2 Data given as mean=SEM.
b Absorption period = 20 min.
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Table 5. Effect of Nierembergia veitchii on duodenal 47Ca absorption, CaBP synthesis, and
plasma Ca and P levels in Strontium-fed chicks (Experiment [V)2

Addition Duodenal Duodenal Plasma Plasma
Group Sr 47Ca CaBP Ca P
diet absorptionb(%) (i g/mg protein)  (mg/100 ml) (mg/100 ml)
1 - Vit. D3 74.9%£2.9 11.3*1.0 11.5+0.2 5.4+0.2
2 + Vit. D3 38.6+4.2 0.4+0.3 9.8+0.1 5.00.2
3 + Cd (2%) 53.0+4.4 8.5*1.0 9.8+0.1 5.3*0.3
4 + Nv (10%) 42.1+2.5 0.6£0.3 9.8+0.2 4.8+0.1

2 Data given as mean+SEM.
Absorption period = 20 min.

plant that creeps between the pasture grasses, and is thus more
likely to be consumed by sheep than cattle. In addition, large
doses of NV are necessary to cause intoxication in experimental
animals (Riet-Correa et al. 1980), which means that cattle
probably do not eat enough of the plant to become intoxicated.

The economical impact of the intoxication to the sheep
industry of Rio Grande do Sul is indicated by the geographic
distribution of the disease, observed in 3 of the 13 counties
which is the area of influence of the Pelotas Regional Diagnostic
Laboratory. Besides, the intoxication occurs also in at least
another county in the central area of the State (Barros et al.
1970).

The soft tissue changes observed in the present material were
closely similar to those described in hypervitaminosis D, both
from ingestion of excessive amounts of cholecalciferol (Hass et
al. 1958, Capen et al. 1966, Chineme et al. 1976, Simesen et al.
1978) and from intoxication by calcinogenic plants (Carrillo &
Worker 1967, Dirksen et al. 1971, Krook et al. 1975a,b, Morris
et al. 1979). Two factors seem to be responsible for the soft
tissue calcification: 1) the direct toxic effect of the active
principle on elastic tissues as it was mentioned in the intoxication
by Solanum malacoxylon (Barros et al. 1981), Cestrum diurnum
(Krook et al. 1975a, Simpson & Bruss 1979) and vitamin D
(Haschek et al. 1978); and 2) the hypercalcemla as it was
mentioned by Wasserman (1978).

In bone tissue, osteopetrosis was constantly observed. A
similar lesion was described in intoxication by vitamin D (Storey
1960, Capen et al. 1966, Chineme et al. 1976) and calcinogenic
plants (Carrillo 1973, Dirksen et al. 1972, Krook et al. 1975 a,b;
Dammrich et al. 1975). Hypercalcitoninism, induced by the
hypercalcemia, and evidenciated by the presence of hyperplasic
C cells, is obviously causing osteopetrosis through the inhibition
of osteoclastic and osteocytic resorption. Calcitonin is a potent
inhibitor of osteoclastic resorption and increases mineral
deposition in perilacunar bone (Jubb et al. 1985).

Hypoparathyroidism indicated by the histological picture of the
parathyroid glands should contribute to the inhibited bone
resorption. This hypoparathyroidism is commonly interpreted as
a consequence of hypercalcemia. On the other hand, it has been
shown in short term experiments with very high dietary
cholecalciferol in young pigs that parathyroid atrophy precedes
hypercalcemia (Haschek et al. 1978).

The direct effect of the active principle of the plant on bone
cells could be also responsible for the osteopetrosis. A clear
evidence of this effect on osteocytes is the presence of
osteonecrosis, an alteration decribed also in the intoxication by
calcinogenic plants (Santos et al. 1976, Krook et al. 1975a,b) and
vitamin D (Chineme et al. 1976).

The presence of wide basophilic lines in the skeleton, similar
to the observed in the present material, has been described in the
intoxication by Solanum malacoxylon (Carrillo 1973, Dammrich
et al. 1975) and vitamin D (Hass et al. 1958, Storey 1960,
Stevenson et al. 1976, Simesen et al. 1978), and are probably
related to the production o abnormal osteoid tissue by osteoblasts
(Hass et al. 1958, Storey 1960). The formation of more than one
layer of such basophilic lines probably represents the periodical
remissions of the disease.

The lack of differentiation of articular and epiphyseal
cartilages, and the presence of transversal trabeculation occurred
as a consequence of the effect of NV toxic principle in the
cartilage. Similar lesions were described in the intoxication by
calcinogenic plants (Santos et al. 1976, Kasali et al. 1976) and
vitamin D (Storey 1960, Haschek et al. 1978).

Another evidence of the interference of the intoxication in

-endochondral ossification was the presence of cartilage trapped

in epiphyseal and metaphyseal bone.

The calcinogenic mechanism of some calcinogenic plants has
been determined. The toxic principle of Solunum malacoxylon
and Cestrumdiurnum is a glycosidic steroid that, after hydrolysis,
acts biologically and chromatographically like authentic 1,25
(OH)»D3. Mass spectrometry by direct probe analysis and gas
chromatography mass spectometry showed that the spectral
pattern of these steroids is very similar to the authentic 1,25
(OH);D3 (Wasserman 1978). In Trisetum flavescens, a 1,25
(OH),D3 like activity has been also detected (Rambeck & Zucker
1982).

Cholecalciferol is first hydroxylated in the liver to form 25
(OH)D3 and further hydroxylation occurs in the kidney which is
controlled by a feed back system to form 1,25(OH),Dj;.
Hypercalcemia and low plasma parathormone decrease the
formation of 1,25(OH);D3. When the 1,25(0OH),Dj is ingested
with calcinogenic plants, the feed back system is by passed, as a
consequence there is an excessive synthesis of calbidin-D (CaBP)
which increases calcium absorption causing an uncontrolled
hypercalcemia (Wasserman 1978).

In the present work, the results obtained in experiments I and
III demonstrated that NV does act as vitamin D since the
addition of the plant to the rachitogenic diet stimulated calcium
(47Ca) absorption, uptake of 47Ca by the tibia, and also increased
the amount of CaBP synthesized by the duodenal mucosa, and
the calcium an phosphorus plasma levels.

In the strontium experiments, contradictory results were
obtained. In experiment II the results showed that the presence
of the plant in the diet did not elevate calcium absorption or the
uptake of 47Ca by the tibia. However, there was an increase of
CaBP synthesized by the duodenal mucosa of the chicks fed the
diet containing NV. These results can be interpreted as indicating
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that NV does contain 1,25 (OH),D3-like activity, although not
in sufficient amount to stimulate the intestinal absorption of
calcium. In contrast, in experiment IV the response of the chicks
to a diet containing 10% NV, compared with a diet with 2%
Cestrum diurnum, showed that NV was unable to overcome the
inhibitory effect of the strontium diet, whereas the Cestrum plant
was able to do so.

At this point, it can be concluded that NV does contain
vitamin D-like activity; in one batch of NV the presence
of a small quantity of 1,25 (OH),D3 — like substance was
demonstrated. The failure to demonstrate its presence in a
clear and constant way in the experiments in chicks may be that
an insufficient amount of NV was fed.

It has been shown that large doses of NV (116 to 338 g per
kg of body weight) are necessary to induce mild to severe
calcinosis in sheep (Riet-Correa et al. 1980). Trisetum flavescens
is another calcinogenic plant which needs to be ingested in large
quantities in order to induce calcinosis (Simpson & Bruss 1979),
and it was difficult to demonstrate 1,25 (OH),Dj3 activity in
chicks when it was added at 10% in the diet (Wasserman et al.
1977). However, Rambeck an Zucker (1982) were able to
demonstrate 1,25 (OH),D3-like substance in an ether extract of
the plant. Kohler et al. (1978) and Peterlik et al. (1977) also
showed the presence of a 1,25 (OH),Dj-like substance in 7.
flavescens. Other possibilities are that the active principle in NV
is considerably more labile than the 1,25 (OH),Dj3-like
substance in the Cestrum plant or that there is another
mechanism involved in the production of calcinosis by NV.
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EFEITO DO LEITE MATERNO SOBRE AS LESOES PERIDENTARIAS DA “CARA

INCHADA” EM BEZERROS!

JURGEN DOBEREINERZ, IVAN VALADAO ROSA3 e ADEMIR A. LAZZARI4

ABSTRACT.- Dobereiner J. Rosa LV. & Lazzari A.A. 1987. [Influence of the milk on
periodontal lesions of ‘‘cara inchada’ in calves.] Efeito do leite materno sobre as lesdes
peridentdrias da ‘“cara inchada” em bezerros. Pesquisa Veterindria Brasileira 7(3): 97-99.
Embrapa-UAPNPSA, Km 47, Seropédica, RJ 23851, Brazil. :

Five calves of mixed zebu breed, 3 to 4 months old, with active periodontal lesions of “cara -
inchada” (CI) were confined, during 4 and a half months, to a covered corral on a farm where the
disease has been a problem, in the Rondondpolis area of northern Mato Grosso, Brazil. The calves
were milk-fed on cows which were kept grazing on Panicum maximum pasture known to induce a
relatively high prevalence of CI (more than 30 per cent). As roughage the calves received native
grass cut daily in a near “cerrado” (savanna) area. On this type of natural pasture the disease has
never been observed. The periodontal lesions of the five animals persisted or worsened, and two of
them died. These observations, toghether with data from former studies, suggest that a
determinating factor of CI may exist also in the milk of cows kept on pastures where the disease

occurs.

INDEX TERMS: Cara inchada, periodontal disease, periodontitis, cattle, calves, milk.

SINOPSE.- Cinco bezerros, mesticos zebu, de 3 e 4 meses de
idade, com lesGes peridentdrias ativas da ‘“‘cara inchada” (CI),
foram confinados num curral de fazenda com o problema da
doenga, na regido de Rondonépolis, Mato Grosso, durante 4
meses € meijo. Os bezerros foram amamentados pelas respectivas
maes mantidas em pastos com prevaléncia realtivamente alta de
CI (mais que 30%), as quais eram levadas ao curral duas vezes ao
dia; como volumoso os bezerros receberam, no cocho, capim na-
tivo recentemente cortado em drea sob vegetacdo de cerrado,
dentro da prépria fazenda. A CI nunca foi observada em bezer-
ros criados neste tipo de pastagem. As lesdes peridentdrias destes
bezerros persistiram ou se agravaram e dois dos animais morre-
ram. Estas observagdes, em conjunto com os dados obtidos em
outros estudos anteriores, sugerem que o fator determinante da
CI existia também no leite de vacas mantidas em pasto positivo
para a doenga.

TERMOS DE INDEXACAO: Cara inchada, doenga peridentiria, perio-
dontite, bovinos, bezerros, leite.

INTRODUCAO

A “cara inchada” dos bovinos (CI) € uma doenga peridentdria de
etiologia ainda ndo esclarecida, que afeta bezerros em certas
dreas de pastos recém-formados nas regides Norte, Centro-

1 Aceito para publicagdo em 3 de maio de 1987.
Apresentado no XVI Congresso Brasileiro de Medicina Veterinéria,
Salvador, Bahia, 22-27.10.78.
Unidade de Apoio ao Programa Nacional de Pequisa em Satide
Animal (UAPNPSA), Embrapa, Km 47, Seropédica, Rio de Janeiro 23851.
3 Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Corte (CNPGC), Embra-
pa, Cx. Postal 154, Campo Grande, Mato Grosso do Sul 79100.
Embrater, R. Dionizio Rozendo 155, Vitéria, Espirito Santo
29000; antigamente Emater-MT em Rondondpolis.

Oeste e Sudeste do Brasil, podendo atingir mais de 50% dos ani-
mais jovens de umrebanho (Débereiner et al. 1974). A transferén-
cia de bovinos doentes, de dreas positivas para CI a regido inde-
ne, com pastagem natural de cerrado, resultou em regressao e
cura das les6es peridentdrias em perfodo de 5 a 6 meses (Ddbe-
reiner et al. 1975). Por outro lado, bezerros desmamados afeta-
dos pela doenga também se recuperaram quando confinados em
fazendas positivas para CI e alimentados com racio balanceada
produzida com ingredientes de outra regido (Rosa et al. 1976). A
doenga persistiu em bezerros desmamados mantidos em pasta-
gens exclusivas de Panicum maximum, onde todas as outras
plantas foram eliminadas (D&bereiner et al.-1976), e sabe-se hoje
que a CI incide também em bovinos mantidos em pastos forma-
dos com outras espécies forrageiras, tais como Hyparrhenia rufa,
Brachiaria decumbens ¢ B. humidicola. Dois experimentos com
suplemento mineral considerado completo, realizados em duas
propriedades de alta prevaléncia da doenca (50 a 65%), ndo de-
monstraram a eficicia da mistura em reduzir o niimero de casos
de CI nos bezerros (Souza 1984), resultados estes que contrariam
a hip6tese de que uma deficiéncia ou um desequilibrio mineral
seriam a causa priméria da CI.

Trabalhos de isolamento bacteriolégico a partir de mate-
riais obtidos das lesdes peridentdrias, demonstraram a presenca-
de Bacteroides melaninogenicus e Actinomyces pyogenes e, me-
nos frequentemente, B. bivius, Fusobacterium nucleatum e Acti-
nobacillus israelii (Blobel et al. 1984). Um estudo das atividades
enzimdticas e endotdxicas desses microrganismos, revelou a pre-
senga de enzimas e endotoxinas com potencial para destruigdo
tissular, o que sugere a participacdo de bactérias no desenvolvi-
mento das lesoes peridentdrias da CI (Dutra et al. 1986).

As lesdes peridentdrias j4 podem ser observadas em be-
zerros a partir de 1 més de idade, fase da vida em que o leite ma-
terno representa a principal fonte alimentar do animal. Destarte,
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Fig. 1. Bezerros com “cara inchada™ do lote A confinado, por ocasiao do 2¢
exame clinico 3 meses e meio apés o inlcio do experimento, alimenta-
dos com leite das vacas maes mantidas em pasto da fazenda com o
problema da doenga e com capim nativo do cerrado.

Fig. 2. Bezerros do lote A, sendo amamentados pelas vacas trazidas duas
vezes por dia do pasto onde havia alta prevaléncia de *‘cara incha-
da’’ nos iltimos anos.

admite-se que o leite materno também possa encerrar um fator
que ingerido pela vaca através das forrageiras da pastagem, fa-
voreceria, direta ou indiretamente, o desenvolvimento e a acao
das bactérias patogénicas isoladas do processo peridentdrio. O
presente experimento foi conduzido com a finalidade de adicio-
nar evidéncias quanto a existéncia de tal fator determinante e sua
presenga no leite de vacas com bezerros afetados pela CI.

MATERIAL E METODOS

Nove bezerros portadores de lesGes peridentdrias de CI, com idade de 3 a 4
meses, foram distribuidos em dois lotes (A e B) o mais uniformemente pos-
sfvel em relacdo a gravidade das lesGes peridentdrias, sendo individual-
mente identificados com brinco numerado na orelha. A partir de 5.11.76 os
5 bezerros do lote A foram confinados na Fazenda Pc, municipio de Ron-
dondpolis, Mato Grosso, enquanto suas maes permaneciam em pastagem de
capim-colonido (Panicum maximum Jacq) em 4rea préxima ao curral, onde
a prevaléncia da doenga sempre, desde a formacdo dos pastos, foi relativa-
mente alta (mais que 30%). Duas vezes ao dia as vacas eram trazidas ao
curral para aleitar os bezerros que recebiam ainda, 2 vontade no cocho, ca-
pim nativo picado colhido em area de cerrado natural da fazenda, indene
para CI. O lote B de 4 bezerros com 4 meses de idade, foi mantido, junta-
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Quadro 1. Lesdes peridentdrias da *‘cara inchada’ (CI) observadas nos bezerros confinados (lote A) durante o perfodo de 5.11.76 a 22.3.77, na Fazenda Pc., mun. Rondondpolis, Mato Grosso

Estado ao 32 (iiltimo) exame clinico em 22.3.77

Estado ao 22 exame clfnico em 25.1.77

Estado ao 12 exame clinico em 5.11.76

Interpretacdo

Lesoes de em relagdo a evo-

Abaulamentoda  Lesdes peridentdrias

Estado de Abaulamento da Lesdes peridentérias Lesoes de Estado de

Lesoés peridentdrias

Estado de Abaulamento da

Idade

Bovino Sexo

lugdo das lesGes

redor dos peridentirias da

maxilares miiase ao

a lar

regiao maxi

miiase a0 nutrigdo
redor dos

maxilares

ia lar

regiao maxi

nutricao

maxilares?

lar

regiao maxi

nutrigao

ne

dentes in- ‘‘cara inchada”

Lado

Lado

Lado dentes in-

Lado

Lado

Lado

cisivos

esquerdo

direito

cisivos

esquerdo

esquerdo

direito

direito

P1P,P3 P{PoP3 ++ Agravadas

faltam +
M+

Bilateral

Ausente Regular

Py-3+++

PP, faltam
P3+++

Bilateral

Regular

Py-3+ +(2)  Ausentes

3meses Mau Direto

f

3832

frouxos, Py +++
falta ++ +

M+
P5-

acentuado

amau

acentuado

amau

moderado

Persistentes

+4+

Py-3+

Bilateral

Regular

Py-3+ +

=

Regular Bilateral

Py-3++ Py-3++

Bilateral leve

Mau

3 meses

3833 m

leve

moderado

Agravadas

+++ Morreuem

P frou-
X0 ++ +

P3 frou-
X0 ++

P2-3+ Regular Bilateral

Regular Esquerdoleve Pp-3+

3 meses

£

3834

acentuado

Agravadas

Morreuem

Py-3+ ++

Ppy-3+++
P frouxo

Regular Bilateral

Ausentes

Py-3+

Regular Ausente

3 meses

3835 m

77

moderado

amau

Persistentes ou

PP, faltam +

P3++

Py frouxo
P> falta

Bilateral
leve

abom

Ausente Regular

Py-3++

Bilateral

Regular

(Animal afetado pela CI, ndo examinado)

4 meses

3

3836

agravadas

P3++

P frouxo P7 frouxo

acentuado

(@) A(s) cruz(es) ao lado da indicacdo das lesdes significa(m) existéncia de processo peridentirio ativo: + + + lesiio acentuada, + + lesdo moderada, + lesdo leve, (+) lesdo discreta.
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mente com suas maes, no mesmo pasto em que ficaram as vacas maes dos
bezerros estabulados (lote A). Além do exame inicial, os bezerros deste lote
foram reexaminados duas vezes (em 25.1.77 e 22.3.77), apés 2 meses e
meio e 4 meses e meio do inicio do experimento, respectivamente, com a
finalidade de avaliar o comportamento, i.e. agravamento, persisténcia ou
regressdo e cura das lesoes peridentérias (Fig. 1 e 2).

RESULTADOS

Os exames da cavidade oral dos 5 bezerros com CI confinados
(lote A), recebendo aleitamento das maes duas vezes ao dia mais
capim nativo do cerrado no cocho, mostraram agravamento ou
persisténcia das lesdes peridentdrias observadas inicialmente,
sendo que 2 animais do lote morreram apds aproximadamente 3
meses € meio de experimentagdo (Quadro 1). Os 4 bezerros com
CI do lote B, mantidos juntamente com suas maes em pastagem
de capim-colonido, préximo ao curral, morreram entre aproxi-
madamente 1 més ¢ mejo e 3 meses do inicio do experimento.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A auséncia de indicios de regressdo ou cura (reparagio) das lesGes
peridentérias da CInos 5bezerros do Lote A, mantidos confinados
no curral e sendo aleitados duas vezes ao dia pelas mdes, que
permaneciam em pasto de alta ocorréncia da doenga, sugere a
existéncia, no leite, de um fator determinante da doenga, corrobo-
rando a suspeita anterior, estabelecida a partir de histricos da
doenca e de observagbes anatomo-clinicas (Ddbereiner et al.
1974). Naquele trabalho, em que foram também examinados nu-
merosos bezerros de poucos dias a algumas semanas de idade,
foram observadas les6es peridentdrias da CI em animais a partir
de aproximadamente 1 més de idade, quando os segundos e ter-
ceiros premolares maxilares (P e P3 max.)3 j4 tinham irrompido
a mucosa gengival e a alimentacdo do animal consistia ainda, em
grande parte, de leite.

A morte dos bezerros do lote B, antes do término do experi-
mento, poderia ser explicada pelo fato de que aqueles animais,
além de estarem sujeitos ao “fator determinante” da CI, possi-
velmente existente na pastagem (Dobereiner et al. 1976), se en-
contravam em condigées ambientais mais adversas do que as dos
animais do lote A, do qual morreram apenas 2 animais. O lote
B foi incluido no experimento como grupo de controle para o
caso de haver regressdo e cura das lesdes peridentérias dos be-
zerros confinados (lote A).

5 Filogenicamente denominados de Pd3 e Pd4 maxilares, porém, por
razdes de ordem prética, mantém-se a abreviagdo P, e P3 max., usada nos
trabalhos publicados anteriormente.

Embora a 4gua de bebida de ambos os lotes tivesse origens
diferentes, (corrego ou agude para o lote B e bebedouro para o
lote A) a hipétese de que a 4gua pudesse de algum modo contri-
buir para impedir a recuperagao das lesdes peridentdrias nos ani-
mais confinados foi descartada com base nos resultados de um
experimento anterior (Rosa et al. 1976) em que animais confina-
dos no mesmo local e bebendo a dgua do bebedouro se recupe-
raram das lesdes peridentdrias, com o emprego de ragdo balan-
ceada. Por outro lado, dados de levantamentos de hist6ricos, em
fazendas e de estudo experimental anterior, em que se obtém a
reparagdo das lesdes peridentdrias quando bovinos afetados pela
CI permaneceram em regido de pastagem nativa do cerrado du-
rante 4 a 6 meses (Dobereiner et al. 1975), indicam que as forra-
geiras da vegetagdo natural de cerrado ndo encerram o suposto
fator determinante da doenga. Portanto, o capim nativo colhido
no cerrado e dado aos bezerros do lote A ndo estaria influencian-
do a permanéncia ou exacerbagdo das lesdes peridentdrias des-
ses animais. Descartadas as possibilidades de interferéncia de tais
fatores, parece restar apenas o leite das maes, mantidas em pasto
positivo para CI, como razdo mais provivel da persisténcia e
agravamento das lesGes peridentdrias no presente estudo experi-
mental.
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