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RESUMO- Simarouba versicolor, € uma planta da familia Simaroubaceae, conhecida
popularmente como “pau-paraiba” ou “Simarouba do Brasil”. Nao ha relatos de
intoxicagdo espontanea ou experimental em bovinos e em outros animais de
producdo, pela mesma. Surtos de mortalidades em bovinos ocorreram na regiao de
Agua Clara/MS, entre junho e dezembro de 2011, caracterizados por apatia e
tremores; ao serem movimentados caiam em decubito lateral, se debatiam e
morriam. Numa propriedade foram encontrados inumeros exemplares de S.
versicolor com sinais de pastejamento. Dois bovinos foram necropsiados e 0s
principais achados foram observados no abomaso e nos seguimentos dos intestinos
delgado e grosso, caracterizados por hiperemia difusa da serosa e mucosa. Na
histopatologia evidenciou-se necrose do tecido linféide e enterite necrosante. Para
comprovar a participacdo da S. versicolor realizaram-se intoxicacdes experimentais
em bovinos. No experimento foram utilizados quatro bovinos de 8 a 12 meses, sendo
submetidos a exames clinicos e laboratoriais complementares, antes do inicio do
experimento e durante as manifestacbes dos sinais clinicos. Iniciou-se o0s
experimentos com dose Unica de 15 g/Kg/pv de folhas verdes da S. versicolor,
administradas através de canula ruminal ao bovino 1, para avaliacdo da toxicidade
da planta. Em seguida, dois bovinos (2 e 3) receberam via oral manual dose Unica
da planta, de 5 g e 2,5 g/Kg/pv, respectivamente, para avaliacdo do efeito toxico; o
bovino 3 retornou ao experimento, 27 dias apds. Os bovinos 1 (15 g/kg/pv) e 2 (6
g/kg/pv) apresentaram sinais de apatia, decubito lateral, diarreia esverdeada fétida,
oito e dezesseis horas, respectivamente, apés ingestdo das folhas. A necropsia, 0s
principais achados consistiam em hiperemia intensa e difusa da mucosa do
abomaso, linfonodos mesentéricos aumentados de volume, areas deprimidas na
superficie e, hemorragias ao corte; a serosa e mucosa dos intestinos delgado e
grosso, difusamente hiperémicas, com conteido sanguinolento. Na histopatologia,
observou-se necrose do tecido linféide e enterite necrosante. O bovino 3 (2,5
g/kg/pv) apresentou apatia e inapeténcia. As mucosas estavam hiperémicas e com
diarreia esverdeada fétida e polidipsia, 24 horas apds a administracdo das folhas.
Apés o terceiro dia, apresentou fezes pastosas fétidas, apetite, alerta e melhora do
guadro clinico nos dias seguintes. Foi realizado outro experimento com dose diaria
oral de 1,5 g/kg/pv e 2,5 g/kg/pv de folhas verdes da S. versicolor por dez dias, em
dois bovinos (3 e 4), com o intuito de verificar o efeito cumulativo da planta. Estes
bovinos apresentaram sinais clinicos 24 horas apds administracdo da planta,
semelhantes aos que receberam dose Unica. Entretanto, apos oito a nove dias da
administracdo, os bovinos apresentaram recuperacdo espontanea gradativa do
guadro clinico. O bovino 4 que sobreviveu a dose diaria de 2,5 g/Kg/pv por 10 dias,
retornou ao experimento 68 dias apoOs recuperacdo, recebendo dose Unica de 3
g/Kg/pv, para avaliacdo de possivel resisténcia e comprovacdo da menor dose Unica
letal. Este apresentou sinais clinicos 15 horas apos administracdo da planta com
guadro clinico, lesbes macro e microscopicas semelhantes aos bovinos 1 e 2. Os
dados obtidos a partir do surto acompanhado e da reproducdo experimental
permitem concluir que S. versicolor € toxica para bovinos em diferentes doses
utilizadas, causando morte com evolucao aguda, necrose do tecido linfide e enterite
necrosante.

TERMOS DE INDEXACAO - doencas de bovinos. enterite necrosante. necrose

linféide. plantas toxicas. Simaroubaceae.



ABSTRACT Simarouba versicolor, is a plant from Simaroubaceae family, popularly
known as “pau-paraiba” or “Simarouba do Brasil”. There are no records of
spontaneous or experimental intoxication of cattle or other livestock by this plant.
Outbreaks of cattle death occurred in the region of Agua Clara — MS, between June
and December 2011, with symptoms of apathy and tremors; when compelled to
move, the animals laid in lateral recumbence, struggled, and died. Several S.
versicolor trees were found grazed in one farm. Two cattle were necropsied and the
main findings were observed in the abomasum and segments of small and large
intestines, characterized by diffuse hyperemia of the mucous and serous
membranes. Histological examination revealed necrosis of lymphoid tissue and
necrotizing enteritis. In order to prove the action of S. versicolor, an experimental
poisoning in cattle was carried out. Four 8 to 12 months old calves were used in the
experiment, being submitted to clinical and laboratory exams, before the initiation of
the experiment and during the clinical manifestations. In the first stage cattle 1
received a single dose of 15 g/kg, of green leaves of the plant administered through
ruminal cannula to evaluate the toxicity of the plant. In the next step, two cattle (2 and
3) received manually by oral route a single dose of 5 g/kg and 2,5 g/kg, respectively,
to evaluate the toxic effect; cattle 3 returned to the experiment, 27 days later. Cattle 1
(15 g/kg) and 2 (5 g/kg) showed apathy, lateral recumbence, fetid green diarrhea,
eight and 16 hours, respectively, after the ingestion of the plant. The main post-
mortem findings were intense and diffuse hyperemia of the abomasum mucous
membrane; mesenteric lymph nodes enlarged with depressed areas on the surface
and at cut presented hemorrhagic areas; diffuse hyperemia of serous and mucous
membranes of the small and large intestines, which had bloody content. Histological
examination revealed necrosis of lymphoid tissue and necrotizing enteritis. Cattle 3
(2,5 g/kg) was apathetic and showed inappetence. The mucous membranes were
hyperemic and presented fetid green diarrhea and polydipsia, 24 hours post-
administration of the plant. After the third day, this animal presented fetid viscous
feces, was alert and had clinical improvement in the following days. Another
experiment was performed with a daily oral dose of 1,5 g/Kg and 2,5 g/Kg of green
leaves of S. versicolor for ten days, in two cattle (3 and 4) to test the cumulative
effect of the plant. 24 hours after the administration of the plant, they presented
clinical signs similar to those displayed by the cattle which received single doses.
However, 8 to 9 days after the administration they showed gradual and spontaneous
recovery of the clinical signs. To evaluate possible resistance and to prove a lower
single lethal dose, 68 days after the recovery, cattle 4 (which survived to a daily dose
of 2,5 g/kg for 10 days) returned to the experiment, receiving a single dose of 3 g/kg.
This animal presented clinical signs 15 hours post-administration, with symptoms,
microscopic and macroscopic lesions similar to cattle 1 and 2. The data obtained
from the outbreak area and from experimental intoxication allow us to conclude that
different doses of S. versicolor are toxic to cattle, causing death by acute poisoning
with necrosis of lymphoid tissue and necrotizing enteritis.

INDEX TERMS- diseases of cattle. lymphoid necrosis. necrotizing enteritis.

Simaroubaceae. toxic plants.
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1 INTRODUCAO

Simarouba versicolor, planta pertencente a familia Simaroubaceae, ocorre
preferencialmente em é&reas abertas de solos bem drenados, como cerrados e
caatingas. E conhecida popularmente como “pau-paraiba’, “mata cachorro” ou
“Simarouba do Brasil” (Lorenzi, 1998). Em Mato Grosso do Sul, € conhecida no
pantanal sul-mato-grossense por “perna de perdiz” e, no cerrado, por “estraquinina”,
conforme mencionado por pecuaristas da regiao (LEMOS, 2012).

Estudos mostram a utilizacdo de extratos da Simarouba versicolor como
inseticida no combate a triatomineos (Coelho et al. 2006) e também a utilizacdo dos
extratos aquoso e etandlico desta espécie no controle de carrapatos Rhipicephalus
(boophilus) microplus e Rhipicephalus sanguineus (Pires et al. 2006). Fernandes
(2008) demonstrou a eficiéncia da acdo anti-helmintica dos extratos etandlico e
aquoso da S. versicolor sobre nematoides de aves na eliminacdo de Heterakis
gallinarum e Ascaridia galli, respectivamente.

A dose letal mediana (DL50) do extrato aquoso da casca da S. versicolor,
determinada para camundongos, é da ordem de 68,8 mg/Kg p6, via oral e, de
185,88 mg/Kg via infuséo, intraperitoneal (FERNANDES et al. 2004).

As atividades citotoxica e antileucémica (in vitro) do extrato da S. versicolor
ocorrem devido a acao da substancia Glaucarubinone (GHOSH et al.1977).

Ndo ha, até a presente data, relato de intoxicacdo espontanea ou
experimental em bovinos, ovinos e outros animais de producéo pela S. versicolor.

Surtos de mortalidades em bovinos, caracterizados por apatia, animais que se
mostravam trémulos e ao serem movimentados caiam em decubito lateral se
debatendo e morrendo, liberando diarreia com sangue, ocorreram na regiéo de Agua
Clara/MS. A maioria dos bovinos foi encontrada morta de um dia para o outro;
poucos animais tiveram o curso da doenca prolongado em decubito lateral, para
posteriormente evoluirem para morte e outros, que se mostravam apaticos e com
incoordenacdo, recuperaram-se espontaneamente. Varias etiologias como
enterotoxemia, botulismo e intoxicacdes por plantas foram associadas aos casos,
entretanto, na maioria das fazendas ndo foram feitos estudos sistematizados com

realizacdo de necropsias e coleta de materiais para exames laboratoriais. Estes
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estudos foram conduzidos numa propriedade na qual suspeitava-se da ocorréncia
de doencas como enterotoxemia ou botulismo. Nesta propriedade havia grande
guantidade de S. versicolor e evidéncias de que a mesma teria sido pastejada.

O objetivo do presente trabalho é descrever a epidemiologia, o quadro clinico,
os achados de necropsia e histopatolégico da intoxicacdo espontédnea por S.

versicolor, bem como a sua reproducao experimental, em bovinos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideragdes gerais sobre a familia Simaroubaceae

A familia Simaroubacea é formada por arvores e arbustos, com distribuicdo em
todas as regibes tropicais e subtropicais do mundo e, constituida por
aproximadamente 32 géneros em 200 espécies. No Brasil, os géneros que
representam a familia Simaroubaceae sdo Quassia e Picrolemma encontrados na
regido Amazénica, Castela e Picrasma no sul do pais, Simaba e Simarouba que
estdo presentes em quase todas as regides brasileiras (HALL et al. 1983; ALMEIDA
et al. 2007).

Uma caracteristica marcante das espécies dessa familia € um sabor bastante
amargo em seu cortex, por isso, muitas espécies como a Quassia amara, Picrasma
excelsa e Jamaica quassia sdo conhecidas ha mais de um século por conterem
substancias amargas denominadas de “quassina’, que pertencem a classe de
compostos quassindides (Almeida et al. 2007). Os quassinéides sdo encontrados
guase que exclusivamente em plantas da familia Simaroubaceae e, quimicamente
sdo considerados triterpenos, apresentando uma ampla faixa de atividade biolégica
(Polonsky, 1985). Nos ultimos anos, a presenca ou auséncia de quassinoides
provocou a excluséo de alguns géneros, da familia, como o Picramnia, se tornando
um importante marcador taxonémico das Simaroubaceae (ALMEIDA et al. 2007).

As espécies da familia Simaroubaceae possuem varias atividades biologicas
como antitumoral (Fukamiya et al. 2005), antileucémica (Kupcham et al. 1975; Jiang
e Shing, 2001), anti-HIV (Okano et al. 1996), inseticida (Polonsky, 1985; Lorenzi,
1998), antimicrobiana (Koike, 2003) e antimalarica (Muhammad et al. 2004). Estes
fatos tem aumentado o interesse nas pesquisas com espécies dessa familia
(CARVALHO, 2008).

Além das atividades biolégicas mencionadas, as Simaroubaceae tém sido
utilizadas na construcdo de casas, devido a qualidade de sua madeira, e na
medicina popular no tratamento da malaria, inflamacdes e viroses (VIEIRA, 1995;
ARRIGA et al. 2002).

2.2 Consideracfes gerais sobre o género Simarouba e a espécie Simarouba

versicolor A. St.-Hill
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O género Simarouba pertence a familia Simaroubaceae e esta presente em quase
todas as regides no Brasil. E composto por dez espécies de plantas: Simarouba
amara, Simarouba berteroana, Simarouba glauca, Simarouba laevis, Simarouba
monophylla, Simarouba obovata, Simarouba officinalis, Simarouba opaca,
Simarouba tulae e Simarouba versicolor (CARVALHO, 2008).

Em um levantamento realizado por Carvalho (2008) verificou-se que das 10
espécies desse género apenas trés apresentam estudos correlacionados com
isolamento ou caracterizacdo de substancia naturais, apresentando maior numero de
publicacdo a espécie S. amara, seguida pelas espécies S. glauca e S. versicolor.

Simarouba versicolor A. St.-Hill € uma planta semidecidua, helidfita (espécie
vegetal intolerante ao sombreamento que necessita de muita luz para o seu
estabelecimento e desenvolvimento), xerdfita (organismo adaptado a vida num meio
seco), caracteristica dos cerrados, cerraddes e da caatinga, ocorrendo
preferencialmente em areas abertas e capdes de solos bem drenados. Esta espécie
brasileira possui propriedades semelhantes a Cascara amarga (Simarouba amara)
(Mesquita, 1997), e é encontrada no Brasil desde o Nordeste até o estado de Séo
Paulo e em alguns pontos dos estados do Para e Mato Grosso do Sul (MESQUITA,
1997; LORENZI, 1998).

No Pantanal, a planta é considerada toxica por ser raramente pastejada
(POTT ; POTT, 1994).

A S. versicolor é conhecida popularmente como caraiba, mata-cachorro,
mata-menino, paparauba, paraiba, pau-caixeta, pau-paraiba, pé-de-perdiz, perdiz,
pitombeira-de-marajé, simaruba-do-brasil (Mesquita, 1997). Esta espécie pode
atingir 11 metros, com copa arredondada, tronco curto e cilindrico, casca grossa,
fibrosa e fissurada longitudinalmente, de 30-60 cm de diametro. Suas folhas séo
alternas, compostas pinadas, com raque de 8-16 cm de comprimento, sobre peciolo
de 4-6 cm. Os foliolos sdo alternos, discolores, em numero de 5-7, curto-
peciolulados, com a nervura central bem visivel em ambas as faces, de 3-9 cm de
comprimento por 1,5-3,0 cm de largura, com a fase superior glabra. A inflorescéncia
€ em paniculas terminais compostas, de 25-35 cm de comprimento e o fruto € drupa

ovalada, de polpa carnosa, com uma semente (LORENZI, 1998) (Figura 1).
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Os frutos e a casca da S. versicolor s&o utilizados na medicina popular como
anti-helmintico e a infusdo da casca € usada como efeito antipegconhento
(FERNANDES et al., 2004).

A madeira é considerada leve com densidade de 0,48 g/cm?®, porosa, de baixa
resisténcia mecéanica, porém, resistente ao ataque de cupins de madeira seca
(LORENZI, 1998).

A

" 4 ,“.‘ \ # 2
Fig.1 — Simarouba versicolor (A), folhas e inflorescéncias da S. versicolor (B), folhas
e frutos verdes da S. versicolor (C).

N id

Em estudos realizados por Arriaga et al. (2002) utilizando a casca da planta,
foram isolados o0s quassindides, os triterpendides, uma mistura de esterdis,
flavonéide kaempferol e derivados esqualénicos. Outros estudos divididos por classe
de substancias e suas atividades biol6gicas encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1 - Quassindides, alcaldides, triterpendides, esterdis, cumarinas e flavonéides isolados
da Simarouba versicolor com suas atividades biol6gicas. Fonte: Adaptado de Carvalho (2008).

] REFERENCIAS DA
PARTE CONSTITUINTES REFERENCIAS ATIVIDADES ATIVIDADE
ESTUDADA QUIMICOS BIOLOGICAS BIOLOGICA
QUASSINOIDES
Raizes, talos e . . Arriaga et al.
frutos 11-Acetilamarolida 2002 | 00 e | e
Ghosh et al.
Folhas e talos 2,11-diacetilamarolida 1977 | 0 e e
Raizes, talos e . ) Arriaga et al.
frutos 2’-Acetilglaucarubina 2%02 --------------------
antileucémica Polonsky, 1985
Folhas e talos Ailantinona Ghosh et al. amebicida Almeida et al. 2007
1977 antimalarica O’Neill et al. 1988
Raizes, talos e . Arriaga et al. inseticida
frutos Glaucarubinona 2002 fagoinibidora Cuckler et al. 1958
Raizes, talos e ) Arriaga et al. -
frutos Glaucarubina 2%02 amebicida Cuckler et al. 1958
Caule Glaucarubolona Simote, 2006 | seemeemeee | e
ALCALOIDES
Galhos 4,5-Dimetoxicatin-6-ona Simote, 2006 | @ - | e
Galhos 5-metoxicantin-6-ona Simote, 2006 antifingica Thouvenel et al. 2003
Caule 7-hidroéxi-1-etil B-carbolina Simote, 2006 | 0 e | e
7-hidréxi-1,1’- propionato s N I
Caule de metila B-carbolina Simote, 2006
TRITERPENOIDES
Raizes, talos e ) . Arriaga et al.
frutos Tirucal-7,24-dien-3-ona 2%02 --------------------
Raizes, talos e . Arriaga et al.
frutos Ocotilona 2002 | 0 |
Raizes, talos e I Arriaga et al.
frutos Nilocitina 2002 | 0 | e
Raizes, talos e - Arriaga et al.
frutos Bourjutiolona A 2002 | 0 e e
Raizes, talos e . . Arriaga et al.
frutos 3-Episapelina A 2002 | 0 | e
Raizes, talos e 21,23-Epo6xi-21 B,24,25- Arriaga et al.
frutos trihidroxitirucal- 7-en-3-ona 202 | .
Raizes, talos e 21,23-Epo6xi-21 a,24,25- Arriaga et al.
frutos trihidroxitirucal- 7-en-3-ona 2002
Raizes, talos e - Arriaga et al.
frutos Eurilieno 2002 | 0 e e
228,3ao-diidroxitirucala-7, .
Galhos 24-dien-23-ona Simote, 2006 | @ - | e
Folhas Lupeol Simote, 2006 anti-inflamatoria Rajic et al. 2000
ESTEROIS
Melhora a atividade Morais e Braz-Filho,
Galhos B-sitosterol Simote, 2006 sistema imunolégico 2007
Galhos Estigmasterol Simote, 2006 | 0 - | e
Galhos Sitostenona Simote, 2006 | 0 - | e
Galhos Estigmastenona Simote, 2006 | @ - | e
Galhos Campestenona Simote, 2006 | @ - | e
Melhora a atividade Morais e Braz-Filho,
Galhos 3B-0-3B-D-glucopiranosil Simote, 2006 sistema imunolégico 2007




Tabela 1 - Continuacdo

REFERENCIAS DA

PARTE CONSTITUINTES QUIMICOS REFERENCIAS ATIVIDADES ATIVII?ADE

ESTUDADA BIOLOGICAS BIOLOGICA
CUMARINAS
Caule 7-hidroxicumarina Simote, 2006 _atividade citostatica | Kasinadhuni et al. 1999
(inibidora da bomba de
prétons)
Caule 6,7-dimetoxicumarina Simote, 2006 imunossupressora Hoult e Paya, 1996
Caule 6-hidroxi-7,8-dimetoxicumarina Simote, 2006

FLAVONOIDES

Raizes, talos e . anti-inflamat6ria .
frutos Kaempferol Arriaga et al. 2002 antitlcera Goel e Maiti, 1996
Folhas Flavanona Simote, 2006 | 0 e[ e
Folhas Isosakuranetina Simote, 2006 | 0 seeeeeeem [ e
Folhas 5,7,3',4’,5-pentametoxiflavona Simote, 2006
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2.3 Outros estudos realizados com Simarouba versicolor
2.3.1 Efeito dos extratos da S. versicolor sobre ectoparasitas (carrapatos)

Em estudo realizado por Pires et al. (2006) com extratos aquoso e etandlico
da S. versicolor e seus efeitos sobre as larvas de carrapatos Rhipicephalus
Boophilus microplus e Rhipicephalus sanguineus demonstraram que estes extratos
apresentaram efeito larvicida, embora o extrato etandlico tenha sito mais eficiente
para as duas espécies de carrapato. Esses resultados descreveram a utilizacdo do
extrato etandlico como uma alternativa no controle deste ectoparasito principalmente
onde a resisténcia aos produtos manufaturados tenha se estabelecido. Entretanto,
0s autores ressaltaram a importancia de testes “in vivo” em bovinos e caninos para
verificar o comportamento dos extratos no campo, a possibilidade de irritagcdo da
pele e o desenvolvimento de meétodos de aplicacdo que possibilitem o efetivo

controle dos parasitos.

2.3.2 Determinacéo das atividades inseticidas da S. versicolor

Coelho et al. (2006) avaliaram a atividade inseticida de extratos da S.
versicolor, Guarea kunthiana, Guarea guidonia e Talauma ovata em Rhodinius milesi
(Hemiptera: Reduviidae). O extrato etandlico da casca da raiz de S. versicolor e o
extrato hexanico da raiz da G. guidonia foram responsaveis pela mortalidade de
95% e 75%, respectivamente. Os resultados sugeriram que estes extratos devem
ser quimicamente investigados e monitorados por ensaios biologicos para
determinar seus componentes inseticidas e futuramente serem utilizados nos
programas de controle de insetos.

Simote (2006) apresentou um estudo fitoquimico de duas plantas, S.
versicolor (Simaroubaceae) e Helietta puberula (Rutaceae), biomonitorado através
de ensaios em trés modelos biologicos: formigas cortadeiras (Atta sexdens
rubropilosa), seu fungo simbionte (Leucoagaricus gongylophorus) e enzimas
pectinases. Os ensaios demonstraram que estas plantas sdo promissoras no
controle de formigas cortadeiras, com excec¢ao dos extratos hexanico das folhas e do
extrato hexanico do caule, os demais extratos de S. versicolor apresentaram
atividade significativa frente as formigas operéarias de Atta sexdens rubropilosa. Além

disso, este estudo proporcionou a identificacdo de 31 metabdlitos secundarios
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como os alcaldides do tipo furoquinolicos, acridénico, cantindnicos e [B-carbolinicos,
cumarinas, triterpenos, esterodides, flavondides, derivados do acido cindmico e de
guassinoides, os quais estdo detalhados na Tabela 1.

Em outro estudo realizado por Pefaflor et al. (2009) sobre a toxicidade
de extratos brutos, particobes e substancias isoladas da S. versicolor
(Simaroubaceae) para operarias de Att sexdens L. (Hymenoptera: Formicidae) e seu
fungo simbionte, Leucoagaricus gongylophorus (Singer) Moéller, foi demonstrado que
as fracBes diclorometanicas dos extratos metandlicos da S. versicolor tiveram
atividade bioldgica para as formigas e para seu fungo simbionte. Destas fracfes
foram isolados dois alcaltides, 4,5-dimetOxicantin-6-ona e 5-metoxicantin-6-ona,
sendo que o primeiro mostrou ser téxico apenas para o fungo simbionte e o segundo
foi toxico para o fungo e a formiga. Ja os triterpendides isolados de outros extratos
da S. versicolor néo tiveram efeito deletério para as formigas cortadeiras e seu fungo
simbionte.

A atividade inseticida de 83 extratos vegetais, pertencentes a 35
espécies diferentes, em ninfas do primeiro estadio de Dipetalogaster maxima (Uhler)
(Hemiptera: Reduviidae), triatomineo encontrado no México, foi avaliada por Coelho
et al. (2009). Dentre as substancias utilizadas, o extrato hexanico do fruto e o
etandlico da casca do caule da S. versicolor (Simaroubaceae) inibiram a taxa de
ecdise em D. maxima (40% e 25%, respectivamente). Outros extratos néao

apresentaram atividade inseticida significativa.

2.3.3 Avaliacdo do potencial de inibicdo da enzima acetilcolinesterase da S.
versicolor

Carvalho (2008) descreveu que os extratos etanolico e hexanico da casca do
caule da S. versicolor apresentaram elevada inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(AChE). Destes extratos, as fracdes cloroformica e acetato de etila foram
identificadas como sendo responsaveis pela inibicAo da enzima. Em anélise
gualitativa de inibicdo da AChE os extratos e 0s constituintes isolados 11-
acetilamarolida e 4,5-dimetoxicantin-6-ona apresentam bons resultados e também
apresentam atividade citotéxica em trés linhagens tumorais testadas, MDA-MB435

(mama — humano), HCT-8 (c6lon — humano) e SF-295 (glioblastoma — humano), o
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que reforca a importancia de estudos com a familia Simaroubaceae e o

desenvolvimento de novos farmacos.

2.3.4 Determinagdo de atividades antitumoral de substéncias isoladas da S.
versicolor

Ghosh et al. (1977) pesquisando plantas com atividade antitumoral isolaram
da S. versicolor os principios ativos B-sitosterol, epilipeo, amorolide-11-acetato,
amarolide-2,11-diacetato, ailanthionone e glaucarubinona. Para o0s autores,
glaucarubinonas sdo 0s principais responsaveis pelas atividades citotdxica e
antileucémica dos extratos da S. versicolor.

Mesquita (2009) avaliou o potencial antitumoral de substancias isoladas de
plantas do Cerrado brasileiro, dentre as quais a S. versicolor. Foi realizada uma
triagem com quatrocentos e doze extratos de plantas do bioma Cerrado sobre trés
linhagens celulares de cancer humano: MDA-MB- 435 (melanoma), HCT-8 (célon), e
SF-295 (glioblastoma). Observou-se que 28 extratos inibiram significativamente as
células, a uma concentracdo de 50 p g/mL, e tiveram seus valores de CI50
(concentracao inibitéria para 50% das células) sobre as células MDA-MB- 435, HCT-
8, SF-295 e HL-60 (leucemia promielocitica) determinados. Os extratos que
apresentaram CI50 < 20 p/g/mL, em no minimo trés linhagens, foram considerados
muito ativos, dentre eles o0s extratos hexénicos da casca da raiz de
Kielmeyeracoriacea e S. versicolor, e o extrato diclorometanico das folhas de
Schinusterebinthifolius var. radiannus. Todos estes extratos foram submetidos a
estudo quimico biomonitorado, e substancias com atividade anticancerigena foram
isoladas. Da casca da raiz de S. versicolor obteve-se um extrato hexanico, do qual
foi isolado a glaucarubinona, que possui atividade anticancerigena importante. Este
extrato associado a outras substancias isoladas das plantas acima citadas
demonstrou possuir efeito citotoxico e antiproliferativo sobre essas células, causando
alteracdes no ciclo celular como inibicdo na sintese de DNA e inducdo de morte por
apoptose e necrose, sendo dessa forma uma amostra promissora para a

investigacdo da relacdo estrutura/atividade.
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2.3.5 Determinacdo da toxicidade de extrato aquoso da S. versicolor em
camundongos

Fernandes et al. (2004) realizaram estudos com extrato aquoso da S.
versicolor sobre a toxicidade aguda em camundongos. Para o estudo foram
utilizados 120 camundongos adultos de ambos os sexos, divididos em dez grupos,
para os quais foram administrados por sonda intragastrica 0,1mL para 10g de peso
corporal do extrato aquoso e 0 mesmo volume por via intraperitoneal. A dose Letal
Média (DLsp) calculada sugere um potencial de atividade toxica do extrato. Ressalta-
se que a DLso é da ordem de 68,8 mg/Kg pé, via oral e, de 185,88 mg/Kg via infuséo,

intraperitoneal.

3 PLANTAS QUE CAUSAM LESOES SEMELHANTES A Simarouba
versicolor EM BOVINOS

3.1 Riedeliella graciliflora

Riedeliella gracilifiora € um arbusto da familia Leg. Papilionoideae e ocorre
em Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo, Espirito Santo e Bahia
(Lima et al. 1984; Nobre et al. 1989). Até o0 momento ndo se conhecem estudos
sobre a deteccao de seu principio toxico (Tokarnia et al. 2012) e tem sido descrita
em intoxicacbes experimentais em bovinos (Riet-Correa et al. 2001), ovinos e
cobaias (Nobre et al. 1989; Dagli et al. 1995), camundongos, ratos e coelhos (Riet-
Correa et al. 2001). Em bovinos causa diarreia abundante, intensa sialorréia,
incoordenacdo motora e inapeténcia. Os achados de necropsia observados séo
hemorragias no intestino, petéquias nos pulmdes, na bexiga, no coracdo, rumen,
reticulo, omaso e abomaso (NOBRE et al. 1989).

Os achados histologicos encontrados em um estudo por Riet-Correa et al.
(2001), em bovinos intoxicados experimentalmente por R. graciliflora, foram necrose
centro folicular em linfonodos, baco, placas de Peyer e tecido peribronquial, sendo
estas menos severas em camundongos, ratos e coelhos intoxicados
experimentalmente. Em todas essas espécies foram observadas intensa enterite e
infiltrado inflamatério agranuldcitos na lamina propria do intestino, com degeneracao
e necrose da superficie das vilosidades e descamacdo. Observou-se também

diferentes graus de congestdo no figado, pulméo, rins, intestinos e linfonodos.
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3.2 Polygala klotzschii

Polygala klotzschii € um pequeno arbusto da familia Polygalaceae, conhecida
popularmente como “laranjinha” e “limdozinho” (Tokarnia et al. 2012). Tem sido
relatada em intoxicagbes em bovinos na regido do Pontal, estado Sao Paulo, e no
municipio de Amambai, estado de Mato Grosso do Sul (Camargo et al. 1968;
Tokarnia et al. 1976). Além de bovinos (Tokarnia et al. 1976), tém sido relatados
casos de intoxicacdo em cobaias (Camargo et al. 1968) e coelhos (Rezende et al.
1981). Esta planta possui 5-metoxi-podofilotoxina que é considerada como o
principio téxico (BUSAM, 1985).

A intoxicacdo € aguda, com morte de 10 a 31 horas desde o inicio da ingestédo
da planta. Os sinais clinicos predominantes sdo perturbacfes nervosas, porém
também podem ocorrer perturbacdes digestivas. A necropsia, ha congestido da
mucosa do abomaso, intestinos, e dos linfonodos mesentéricos (Tokarnia et al.
1976). A leséo histologica mais importante consiste em necrose de todo o tecido
linféide, principalmente nos foliculos linfoides do bago e dos linfonodos externos e
viscerais, placas de Peyer e tecido linféide peribronquial, além de acentuada
necrose das células epiteliais da mucosa do intestino delgado, principalmente jejuno
e ileo (TOKARNIA et al., 2012).

3.3 Baccharis coridifolia

Baccharis coridifolia € um subarbusto da familia Asteraceae, conhecido como
“‘mio-mio” (BARROS, 1998). Os principios toxicos sdo tricotecenos macrociclicos
(Busam, 1985). Ocorre principalmente no Rio Grande do Sul e ndo € encontrada em
Mato Grosso do Sul. Evolucdo sempre aguda, entre 5 e 30 horas do inicio da
ingestdo, com morte entre 3 e 23 horas apos o inicio dos primeiros sinais clinicos
(Tokarnia e Ddobereiner, 1975; Barros, 1998; Varaschin et al. 1998). Os sinais
clinicos incluem discreto timpanismo, instabilidade dos membros posteriores,
tremores musculares, focinho seco, fezes ressecadas ou diarreicas, polidipsia e
inquietacdo. A necropsia observam-se avermelhamento e erosées da mucosa dos
pré-estomagos (RISSI et al., 2005).
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Experimentalmente, a intoxicacdo por B. coridifolia em bovinos causa
avermelhamento da mucosa e edema da parede do abomaso e intestinos, com
conteudo liquido e sanguinolento e, os linfonodos apresentam-se vermelho escuro
(Varaschin et al. 1998). Histologicamente ha necrose do epitélio, congestao e edema
da mucosa do rumen e do reticulo e, necrose do tecido linféide, com exce¢do do
timo (VARASCHIN et al. 1998; RISSI et al. 2005).

3.3.1 Baccharis megapotamica Sprengel var. megapotamica e var. weirii
Baccharis megapotamica Sprengel var. megapotamica e var. weirii (Baker)
sdo subarbustos da familia Asteraceae (Compositae), conhecidos popularmente por
‘mio-mio do banhado”, ocorrem no Rio Grande do Sul e em Santa Catarina
(Tokarnia et al. 2012). Apesar de ter pouca importancia como planta toxica para
animais de producgéo, tem sido intoxicados experimentalmente bovinos (Tokarnia et
al. 1992a), ovinos (Armién et al. 1993) e coelhos (TOKARNIA et al. 1992D).
Experimentalmente, o quadro clinico € caracterizado por anorexia,
paralisacdo dos movimentos do rumen, timpanismo, sialorréia, andar cambaleante,
hipertermia, taquicardia e gemidos em bovinos. No exame histolégico observam-se
necrose do epitélio com picnose e cariorrexia, predominante no estrato espinhoso do
ramen, no figado ha necrose de coagulacéo e lise de hepatocitos e, necrose do
tecido linféide (baco, linfonodo e placas de Peyer) (Tokarnia et al.1992a). Em ovinos,

o quadro clinico-patolégico é semelhante (ARMIEN et al.1993).

4 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL PARA INTOXICACAO POR Simarouba

versicolor

4.1 Doencas que causam morte aguda associada a diarreia hemorragica.
4.1.1 Enterotoxemia

A enterotoxemia em bovinos causada por Clostridium perfringens,
popularmente mencionada como causa de diarreia hemorragica, € muito rara em
bovinos criados extensivamente (Lemos e Riet-Correa, 2008), ndo existindo casos
no Brasil confirmados pela detec¢do da toxina do intestino de bovinos adultos
criados extensivamente (Riet-Correa, 2007; Lemos e Riet-Correa, 2008). No entanto,
em um estudo experimental de enterotoxemia por Clostridium perfringens tipo D em

bovinos (Filho et al. 2009), observou-se evolugdo aguda e os achados de
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necropsia consistiam em conteddo aquoso no intestino delgado, petéquias
multifocais no jejuno, linfonodos mesentéricos moderadamente edematosos e
congestos, edema pulmonar e liquido com fibrina no saco pericardico. Porém, as
alteracBes histolégicas mais marcantes foram edema perivascular no ceérebro,
edema pulmonar intersticial e alveolar e, em um dos bovinos havia necrose focal dos

peddnculos cerebelares e talamo.

4.1.2 Eimeriose bovina

A eimeriose bovina que cursa com intensa enterite catarral, que pode ser
hemorragica, com morte em sete a dez dias apos a infeccdo ou com recuperacdo
espontanea, também é uma importante doenca no diagndstico diferencial. Na
intoxicagdo experimental por S. versicolor, o bovino 1 apresentou discretos
exemplares de Eimeria spp na mucosa do intestino delgado, no entanto, n&do foi
observada intensa eosinofilia na mucosa como descrito nos casos de eimeriose em
bovinos (BERNE & VIEIRA 2007).

4.1.3 Botulismo

O botulismo, em sua forma aguda (24-48 horas), que cursa com sinais
clinicos como dificuldade na locomocéo evoluindo para paralisia flacida parcial ou
completa da musculatura dos membros, na intoxicacdo botulinica a toxina age na

sinapse neuromuscular (BARROS et al. 2006).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Casos espontaneos

O presente estudo visa a descricdo de um surto que ocorreu numa
propriedade de criagdo extensiva de 1.500 ha dividida em 15 piquetes, com 2.000
bovinos, no municipio de Agua Clara, regido leste de Mato Grosso do Sul (latitude
20°37°05,17, longitude 52°36'1,24”, altitude 303m). Os dados epidemioldgicos e
sinais clinicos foram obtidos em entrevistas com o proprietario e 0s responsaveis
pelos animais, durante as visitas a propriedade.

Foram realizadas duas necropsias em vacas aneloradas que se encontravam
em diferentes piquetes, onde j& haviam sido encontrados outros animais mortos
durante o surto. Fragmentos de 6rgaos e tecidos foram coletados, fixados em formol
a 10%, processados rotineiramente e corados em hematoxilina-eosina (HE) para
exame histopatologico.

Durante a visita aos piquetes onde os bovinos foram encontrados mortos,
observou-se a presenca de plantas invasoras, sendo que uma destas mostrava-se
notériamente pastejada. Foram coletadas amostras das plantas invasoras para
identificacdo botanica no Laboratério de Botéanica da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMS). Da planta que se mostrava pastejada foi coletada grande
guantidade de folhas verdes para uso em experimentacao.

As pastagens foram identificadas e avaliadas quanto a oferta de forrageiras,
sendo considerada como pouca condicdo de pasto para producdo de forragem
aquelas apresentando altura menor que 10 cm e de boa condi¢do de pasto aquelas
variando entre 20 e 40 cm de altura (SBRISSIA 2004).

5.2 Reproducéo experimental

Para a reproducao experimental da intoxicacéo por folhas da S. versicolor, em
diferentes doses. Foram utilizadas folhas verdes da planta, colhidas durante as
visitas a propriedade, onde ocorrera o surto em bovinos, na época de ocorréncia do
mesmo. As folhas foram coletadas, ainda nos talos, acondicionadas em sacos
plasticos e conservadas refrigeradas em isopores com quantidades suficientes de
gelo. Posteriormente, os talos foram desfolhados e as folhas acondicionadas em

sacos plasticos menores e guardadas em congelador proprio, a -5°C.
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Para a administracdo, retirou-se quantidade de folhas necessarias do freezer, 24
horas antes, para descongelar. O experimento foi protocolado sob n° 400/2012 e
aprovado pela comissdo de ética no uso de animais (CEUA) da UFMS.

Foram utilizados quatro bovinos, machos, cruzados, com idade entre 8-12
meses. Os bovinos foram previamente identificados (bovinos 1, 2, 3 e 4), pesados
(121, 110, 130 e 185 Kg, respectivamente) e mantidos em baias individuais, com
agua e feno de alfafa a vontade e 2% de racdo prépria para espécie. Os bovinos
foram submetidos a exames clinicos antes da administracao das folhas verdes da S.
versicolor, avaliando-se frequéncia cardiorrespiratéria, temperatura, coloracdo das
mucosas, apetite, modificacbes de comportamento e postura, aspecto das fezes e
da urina. Empregou-se como valores padrdo para a frequéncia cardiaca: 80 a 120
bpm, para a respiratoria: 24 a 36 por minuto e para a temperatura: 38,5 a 39,5°C
(RADOSTITS et al. 2002).

Amostras de fezes foram colhidas para contagem de ovos, por grama de
fezes (OPG), para avaliacdo de carga parasitaria utilizando 200-700 como valores
referenciais para infec¢cdo mista (UENO & GONCALVES, 1998).

Realizaram-se coletas de amostras de sangue antes do inicio do experimento
e durante as manifestacdes dos sinais clinicos, sem anticoagulante, obtendo soros
para as dosagens de ureia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST) e gama
glutamil transferase (GGT). Para estes fins, os valores médios aplicados na
bioquimica sérica foram: ureia = 31,4 mg/dl; creatinina = 35,5 mg/dl; AST= 37,5 UI/L;
e GGT=43,1 UI/L (BORGES et al. 2011).

Os bovinos faram submetidos a jejum alimentar de 20h, antes da ingestédo das
folhas verdes de S. versicolor e liberados do jejum ap0s a mesma.

A reproducao experimental foi realizada em quatro etapas (Tab. 2), sendo a
primeira com dose Unica, via canula ruminal, de 15 g/Kg/pv (peso vivo) de folhas
verdes da S. versicolor, ao bovino 1, para avaliacdo da toxicidade da planta.

Na segunda etapa, dois bovinos (2 e 3) receberam por via oral manual
(Tokarnia et al. 2012), doses uUnicas das folhas, de 5 g/Kg/pv e 2,5 g/Kg/pv,
respectivamente, para avaliar o efeito toxico. O bovino 3 retornou ao experimento na
fase seguinte, 27 dias apos.

A terceira etapa foi realizada com doses diarias de 1,5 g/Kg/pv e 2,5 g/Kg/pv

de folhas verdes da S. versicolor, aos bovinos 3 e 4, respectivamente, por 10 dias,
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administradas por via oral manual, com intuito de verificar o efeito cumulativo das
folhas.

Na quarta etapa, o bovino 4 que sobreviveu a dose diéria de 2,5 g/Kg/pv por
10 dias, retornou ao experimento 68 dias apds recuperacdo, recebendo por via
oral manual, dose uUnica de 3 g/Kg/pv para avaliagdo de uma possivel
resisténcia e comprovacdo da menor dose Unica letal.

Os bovinos 1, 2 e 4 foram eutanasiados em fase terminal e necropsiados.

Os fragmentos de o6rgdos foram coletados e fixados em formol 10%,
posteriormente processados rotineiramente e corados em HE, para exame
histopatologico.

O procedimento de eutanasia foi realizado ap6s sedacdo profunda com
barbitaricos, conforme Resolucdo n° 714, de vinte de junho de 2002, do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria (CFMV).

Tabela 2. Delineamento experimental da intoxicacao por folhas verdes de
Simarouba versicolor , em 4 bovinos machos, de 8 a 12 meses.

Ne Ne Dose Viade
ETAPAS | bovino | Dose | g/Kg/pv | Adminitrac&o Avaliacao
Primeira 1 Gnica | 15,0 Céanula Toxicidade
2 Unica 5,0 Oral forcada* o
Segunda 3 Gnica 25 Oral forcada EfeitoTéxico
. 3** 10 15 Oral forcada Efeito
Terceira 4 10 2,5 Oral forcada Cumulativo
o Menor dose letal
Quarta 4% | (Inica 3,0 Oral forcada Resisténcia

* Oral manual, conforme metodologia descrita por Tokarnia et al. 2012
** Doses diarias administradas apo6s 27 dias da dose Unica.
***Dose Unica administrada apds 68 da administracdo das doses diérias da S. versicolor.
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6 RESULTADOS

6.1 Casos espontaneos

As mortes ocorreram entre junho e dezembro de 2011, na propriedade do
surto em estudo, numa criagdo extensiva de 2.000 bovinos, afetando 57 animais
entre vacas adultas e novilhas, dos quais 54 morreram, em diferentes piquetes. Os
coeficientes de morbidade e letalidade foram de 2,85% e 94,74%, respectivamente.

Os bovinos foram encontrados mortos em quatro piquetes da propriedade.

As pastagens, eram constituidas predominantemente por Brachiaria brizantha
e B. decumbens, que apresentavam-se intensamente degradadas em consequéncia
de severa estiagem, ocorrida no ano anterior, e da superlotacdo de bovinos nos
piquetes, e em apenas um havia boa oferta de forrageira. Em todos os piquetes
foram encontradas plantas invasoras, identificadas como Senna occidentalis, Senna
obtusifolia, Crotalaria mucronata e Simarouba versicolor (Herbario CGMS — 34897),
gue se encontrava pastejada (Fig. 2), e de acordo com o vizinho do proprietario que
acompanhava a visita, a mesma € considerada téxica e conhecida popularmente na

regido por “estraquinina”, segundo Lemos (2012) comunicacéo pessoal.
T,

Fig.2- Exemplar de Simarouba versicolor. No detalhe, brotos
pastejados no piquete da ocorréncia do surto, em Agua Clara,
Leste/MS, em 2011.

Segundo o responsavel pelos animais, a maioria dos bovinos foi encontrada

morta de um dia para o outro, ndo sendo possivel a observagdo dos sinais clinicos.
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Entretanto, em alguns bovinos foi possivel observar sinais clinicos de fraqueza,
inapeténcia, tremores, incoordenagdo dos membros posteriores, relutdncia em
andar, e ao serem movimentados, caiam em decubito esternal, em seguida decubito
lateral, debatendo-se morriam.

Um dos bovinos apresentou diarreia sanguinolenta durante o periodo em que
permaneceu em decubito esternal. Outros trés, com sinais de inapeténcia, fraqueza
e relutancia em andar, se recuperaram espontaneamente.

Uma das vacas necropsiada estava morta ha cerca de 12h e teve quadro
clinico compativel com a mortalidade em estudo, conforme relatos dos responsaveis
pelos animais.

O outro bovino apresentava-se em decubito lateral, com paralisia da cauda e
tentava se levantar quando estimulado, porém sem éxito. Este movimentava o0s
membros dianteiros e traseiros, se debatendo. A lingua apresentava-se com ténus
normal. O mesmo foi eutanasiado em fase terminal.

Nos dois bovinos os principais achados de necropsia foram observados no
coracao, com hemorragia no endocardio; abomaso (Fig.3), segmentos dos intestinos

delgado e grosso, caracterizados por intensa hiperemia difusa da serosa e mucosa;

hepatomegalia; e hiperemia das meninges no cérebro e cerebelo.

Fig.3- Acentuada hiperemia difusa da mucosa do abomaso,
do surto acompanhado, em Agua Clara/leste/MS, em 2011.
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No exame histopatolégico observaram-se lesdes semelhantes nos dois
bovinos, entretanto, com intensidades diferentes.

Nos linfonodos axiais, mesentéricos e placas de Peyer, havia perda da
arquitetura do o6rgdo, com diminuicdo das forma¢Bes do centro germinativo e
discreta necrose dos remanescentes, deplecdo do tecido linféide, hiperemia discreta
a moderada, pequenos focos de hemorragia na regido medular, moderada
hemossiderose, pequenos grupos de células multinucleadas com citoplasma
abundante, vesiculoso e nulcleos periféricos e ainda, pequenos grupos de
macrofagos espumosos.

No abomaso observou-se intensa hiperemia na submucosa.

Nos intestinos delgado e grosso havia necrose da superficie das vilosidades
associada a hiperemia acentuada da mucosa e submucosa e, presenca de intenso
infiltrado inflamatGrio composto por agranulocitos entre as criptas.

O baco apresentava hemorragia moderada difusa, deplecao de polpa branca,
intensa hemossiderose e multiplos focos de infiltrado inflamatorio eosinofilico.

No figado observou-se tumefacdo moderada difusa de hepatécitos, hiperemia
acentuada de vasos e sinusoOides, com perda da arquitetura do 6rgéo, discretos
focos de hemorragias e de necrose, necrose individual de hepatécitos e presenca de
macrofagos espumosos e células multinucleadas com citoplasma vesiculoso.

Nos rins observou-se intensa hiperemia de capilares glomerulares e na regiao
medular, pequenos focos de hemorragia e degeneracao vacuolar discreta do epitélio
de tubulos contorcidos proximais.

O coracdo apresentava acentuada hemorragia no endocardio atingindo o
miocéardio. No Sistema Nervoso Central (SNC) observou-se hiperemia dos vasos das
meninges e do parénquima. Este apresentava multiplos pequenos focos de

hemorragia.

6.2 Reproducao experimental

Na primeira etapa, o bovino 1, que recebeu dose uUnica (15 g/Kg/pv) da S.
versicolor apresentou sinais clinicos apo6s oito horas da ingestdo da planta
mostrando-se apatico, com mucosas hiperémicas, inapeténcia e com polidipsia.
Vinte e trés horas ap0s a ingestao foi encontrado em decubito lateral, com diarreia

liquida esverdeada e fétida, reflexos sensitivos e motores diminuidos, secrecéo
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serosa Oculo-nasal bilateral, respiracdo abdominal, evoluindo para bradicardia e
bradipnéia.

Na segunda etapa, o bovino 2 (dose Unica 5 g/Kg/pv) apresentou apatia,
inapeténcia e hipertermia (40,3°C), 18 horas ap6s a administracdo da planta,
evoluindo para diarreia liquida esverdeada e fétida, decubito esterno-lateral direito,
respiracdo abdominal, taquipnéia e mucosas rosa-palidas, evoluindo para
bradicardia, bradpnéia, e extremidades dos membros frias.

Os bovinos 1 e 2 foram eutanasiados em fase terminal, 24h e 29h,
respectivamente, apos ingestdo das folhas da S. versicolor. A necropsia, 0s
principais achados consistiam em hiperemia intensa e difusa da mucosa do
abomaso, linfonodos mesentéricos aumentados de volume com &reas deprimidas na
superficie e ao corte apresentavam areas de hemorragia (Fig.4), a serosa e mucosa
dos intestinos delgado e grosso estavam difusamente hiperémicas com conteudo
tingido de sangue e os vasos do mesentério e abomaso mostravam-se intensamente

ingurgitados.

Fig.4-Linfonodo mesentérico do bovino 1: aumentado
de volume, superficie brilhante,com areas deprimidas
e hiperémicas.

No exame histopatolégico dos bovinos 1 e 2 (Tab.3) observou-se nos
linfonodos (Fig.5) moderada deplecdo do tecido linféide, acentuada necrose de

coagulacdo na regido cortical com figuras de picnose e cariorrexia, auséncia dos
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centros germinativos, edema multifocal, hiperemia, hemorragia intensa multifocal e
discreta presenca de células multinucleadas com citoplasma abundante e

vesiculoso, e nucleos periféricos.

can 1

e 0 AT

Fig.5— Linfonodo mesentérico do bovino 2: necrose multifocal
e de linfécitos isolados, auséncia dos centro germinativos e
acentuada hiperemia HE, obj. 10.

No reticulo observaram-se discretos focos de necrose de coagulacdo na
mucosa (bovino 1).

No abomaso observou-se intensa hiperemia ha mucosa e submucosa.

Nos intestinos delgado e grosso havia necrose acentuada difusa da superficie
das vilosidades, hiperemia intensa da mucosa e submucosa, focos de hemorragia na
mucosa (Fig.6) e, no jejuno e ileo havia necrose acentuada difusa das placas de
Peyer e presenca discreta de exemplares de Eimeria spp no intestino delgado.

O baco apresentava hemorragia acentuada difusa, deplecédo de polpa branca
e intensa hemossiderose.

No figado observou-se tumefacao discreta a moderada difusa do citoplasma
de hepatdcitos, vacuolizagdo discreta, hiperemia acentuada de vasos e sinusoides,
discretos focos de hemorragia e de necrose, necrose individual de hepatdcitos e
presenca discreta de macrofagos espumosos e células multinucleadas com

citoplasma vesiculoso.
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Fig.6- Mucosa do intestino delgado do Bovino 1: Necrose
acentuada difusa da superficie das vilosidades com focos de
hemorragia, hiperemia da mucosa e submucosa, HE, obj. 10.

Nos rins observaram-se intensa congestdo de capilares glomerulares e na
regido medular, pequenos focos de hemorragia e degeneracéo vacuolar discreta do
epitélio de tubulos contorcidos proximais.

O coracao apresentava acentuada hemorragia no endocéardio atingindo o
miocardio. No SNC observou-se hiperemia dos vasos das meninges e do
parénquima e, multiplos pequenos focos de hemorragia.

Ainda na segunda etapa, o bovino 3 (dose Unica 2,5 g/Kg/pv) mostrou-se
apatico, com mucosas hiperémicas, inapeténcia, diarreia liquida esverdeada fétida e
polidipsia 24h apdés a administracdo da planta. No segundo dia, o animal
amanheceu em decubito esternal, com mucosas rosadas, discreta apatia e com
apetite diminuido. No terceiro dia apds a administracédo das folhas de S. versicolor o
bovino apresentou fezes pastosas fétidas, com apetite presente, alerta, e com
melhora do quadro clinico nos dias seguintes. Na terceira etapa do experimento, o
bovino 3 recebeu doses diarias de 1,5 g/kg/pv de folhas verdes da S. versicolor por
dez dias, apds 27 dias da administragdo da dose unica de 2,5 g/kg/pv das folhas. O
bovino 3 apresentou diarreia liquida esverdeada fétida 24 horas apdés a
administracdo da planta. Nos dias seguintes as fezes apresentaram-se de
consisténcia e cor normais e, somente no oitavo dia da administragdo o animal
apresentou fezes pastosas fétidas. Apds oito dias de ingestdo das folhas, o bovino
apresentou recuperacdo espontanea do quadro clinico.
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O bovino 4 que recebeu doses diérias de 2,5 g/kg/pv de folhas verdes da S.
versicolor, por dez dias, desenvolveu diarreia liquida esverdeada fétida, apatia,
inapeténcia, secrecdo nasal serosa bilateral e apetite diminuido, 24 horas apés a
administracdo da planta. A partir do nono dia o animal apresentou fezes pastosas
fétidas e recuperacéo espontanea do quadro clinico.

Na quarta etapa, apos 68 dias da Ultima administragdo diaria (2,5 g/Kg/pv por
10 dias) de folhas verdes de S. versicolor, o bovino 4 retornou ao experimento
recebendo dose Unica de 3 g/kg/pv das folhas. Cerca de 15h apds a ingestdo da
planta o animal estava apatico, com inapeténcia, mucosas hiperémicas, diarreia
liquida fétida, sialorréia, secrecdo bilateral nasal e ocular, evoluindo para respiracéo
lenta e abdominal, posteriormente para bradipnéia, bradicardia, extremidades frias e
mucosas externas palidas. O animal foi eutanasiado em fase terminal, 26h apos a
ingestéao da planta.

Os achados de necropsia do bovino 4 consistiam em hiperemia acentuada
difusa da mucosa do abomaso e, serosa e mucosa dos intestinos delgado e grosso
difusamente hiperémicas com conteudo tingido de sangue.

Na histopatologia do bovino 4 (Tab.3) as alteracdes observadas foram
semelhantes as dos bovinos 1 e 2. Entretanto, o figado apresentava numerosos
grupos de macréfagos espumosos e células gigantes multinucleadas com citoplasma
vesiculoso e, no reticulo e omaso, discretos focos de necrose de coagulacdo na
mucosa.

Os exames de fezes obtiveram resultados dentro dos parametros normais e

os da bioquimica sérica ndo mostraram alteracdes significativas.



TABELA 3- Principais alteragdes histoldgicas e intensidade, de acordo com a localizagao,

na intoxicagdo experimental por Simarouba versicolor, em bovinos.

. Bovino n°
Orgéo afetado Alteracgdes histoldgicas 1 2 4
Rarefacdo do tecido linfoide ++ | 4+ |+t
Rarefacdo do centro germinativo +++ | HH+ |
Linfonodos Necrose do tecido linfoide +++ | HH+ |
Hemorragia e edema +++ | HH+ |
Células gigantes + + -
Rarefacdo do tecido linfoide ++ | ++ |+t
Baco Hemorragia o+ | A | A
Hemossiderose ++ | 4+t |+
Abomaso Necrose da camada da mucosa - - -
Congestdo da camada mucosa +++ | HH+ |+t
Necrose da camada mucosa o+ | A | A
Necrose das placas de Peyer +++ | HH+ |
Intestinos Congestdo da camada mucosa e submucosa +++ | HH+ |
Hemorragia + + +
Exemplares de Eimeria spp + - -
Tumefacao e vacuolizacao de hepatocitos + + +
Areas de necrose de hepatdcitos + + +
Figado Congestao +++ | HH | At
Hemorragia + + +
Macroéfagos espumosos e células gigantes multinucleadas | + + +
Reticulo Necrose da camada mucosa + - +
Omaso Necrose da camada mucosa - - +
Coracéo Hemorragia no endocardio +++ | HH | At
Hemorragia no miocéardio +++ | |

+ (discreta)

TABELA 4-. Comparacdo do N° de doses, quantidade e tempo de ingestdo de folhas

++ (moderada)

+++ (acentuada) - (ausente)

verdes de S. versicolor, com o tempo do inicio dos sintomas, da recuperacéo e da
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eutanasia.

N° N° Doses Tempo (h) Tempo (dias) | Tempo (h)
ETAPAS | Bovino | Doses | g/Kg/pv Ingestaolinicio entre/adm entre/adm
Sintomas clinicos | Recuperacdo | Eutanasia

Primeira 1 01 15,0 8 | e 24

2 01 5,0 18 | e 29
Segunda 3 01 2,5 24 3° Recuperado
. 3* 10 15 24 8° Recuperado
Terceira 4 10 2.5 24 9° Recuperado

Quarta 4x* 01 3,0 T s 26

*Doses diarias administradas (adm) 27 dias apds dose Unica de 2,5 g/Kg/pv.
**Dose Unica adm 68 dias apds, Ultimo dia, da dose diaria de 2,5 g/Kg/pv por 10 dias.
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7 DISCUSSAO

Os sinais clinicos, achados de necropsia e histopatoldégicos observados nos
casos espontaneos foram semelhantes aos encontrados nas intoxicacoes
experimentais por S. versicolor, comprovando que a mesma foi responsavel pelo
surto estudado.

A S. versicolor demonstrou ser téxica para bovinos nas diferentes doses
utilizadas e, letais na dose Unica de 3g/Kg/pv ou acima desta. Também ficou
demonstrado que as folhas verdes da S. versicolor parece ndo possuir efeito
cumulativo; que bovinos intoxicados com doses néo letais ndo induzem resisténcia a
planta e que a menor dose letal esta entre acima de 2,5 e 3 g/Kg/pv em dose Unica,
para bovinos (Tab. 4).

Na literatura consultada n&o foram encontrados relatos da intoxicacéo
espontanea e/ou experimental, por S. versicolor, em bovinos ou em outros animais
de producdo. No entanto, por ser raramente pastejada a planta € considerada toxica
no Pantanal (Pott e Pott, 1994) e a mesma foi mencionada pelo proprietario vizinho
ao surto estudado como toxica para bovinos.

Ha relatos de que o extrato aguoso da casca da S. versicolor causa morte em
camundongos quando administrada por via oral ou intraperitoneal (FERNANDES et
al. 2004).

Outros estudos demonstraram que extratos aquosos e etandlicos extraidos da
casca da planta sdo capazes de inibir 100% da ovipostura de teledgenas de
Rhipicephalus (boophilus) microplus e de Rhipicephalus sanguineus (PIRES, 2006).

No surto havia evidéncias de que a planta foi pastejada pelos bovinos.
Embora nativa do cerrado, provavelmente por se tratar de uma arvore com altura de
3 a 4 metros, podendo atingir 11m (Lorenzi, 1998), a mesma nao € facilmente
ingerida pelos bovinos. Destaca-se que, nas condi¢cdes de ocorréncia deste surto,
havia numerosos exemplares da planta em fase de brotacdo, nas pastagens em que
ocorreram as mortes.

Sugere-se que a degradacédo das pastagens devido a estiagem prolongada no
ano anterior e a superlotacdo dos piquetes tenham contribuido para a infestacdo da
S. versicolor em fase de brotacdo nas pastagens e a ingestdo das folhas da mesma
pelos bovinos. Experimentalmente foram reproduzidos sinais clinicos semelhantes

aos casos espontaneos. Ndo foram observadas varia¢cdes dos sinais clinicos nos
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bovinos que receberam doses Unicas de 3, 5 e 15 g/kg/pv das folhas verdes da S.
versicolor, os quais foram eutanasiados em fase terminal entre 24 e 29 h apés a
administracdo das mesmas. Os bovinos 3 e 4, que receberam doses diarias de 1,5
e 2,5g/kg/pv de folhas verdes da planta, por dez dias, apresentaram sinais clinicos
semelhantes aos observados naqueles que receberam doses Unicas de 3, 5 e
15g/Kg/pv, porém, em menor intensidade e com recuperacdo espontanea gradativa
do quadro clinico. Nesses bovinos, ndo foi observado efeito cumulativo da planta.
Sugere-se que caso semelhante possa ter ocorrido no surto estudado onde trés
bovinos apresentaram recuperacado espontanea. Esses resultados indicam que as
mortes podem ocorrer quando quantidades letais das folhas verdes da S. versicolor
sdo ingeridas em Unica dose.

As células gigantes sé&o achados incidentais em bovinos alimentados com
Brachiaria spp. (SOUZA et al . 2010)

As alteragdes histologicas dos bovinos intoxicados experimentalmente (Tab.
3) com S. versicolor evidenciaram que esta planta causa necrose dos tecidos
linfoides e outras lesbes como hiperemia generalizada, hemorragias e enterite
necrosante.

As lesOes, histopalogicas acima, sdo muito semelhantes as encontradas em
intoxicacbes por Riedeliella gracilifiora, um arbusto da familia Leg. Papilionoideae,
(Nobre, Cappellaro e Souza, 1989; Riet-Correa et al. 2001), entretanto, a mesma
nao foi encontrada no local onde ocorreu o presente surto.

Os achados histopatoldgicos encontrados num estudo, por Riet-Correa et al.
(2001), em bovinos intoxicados experimentalmente por R. graciliflora foram; necrose
centrofolicular em linfonodos, baco, placas de Peyer e tecido peribronquial, sendo
estas menos severas em camundongos, ratos e coelhos intoxicados
experimentalmente. Em todas estas espécies foram observadas intensa enterite e
infiltrado inflamatério de agranuldcitos na lamina propria do intestino, com
degeneracéo e necrose da superficie das vilosidades e descamacao. Observaram-
se também, diferentes graus de congestdo no figado, pulméao, rins, intestinos e
linfonodos.

Outras plantas como Polygala klotzschii, um pequeno arbusto da familia

Polygalaceae, conhecida popularmente por “laranjinha” e “limaozinho” e, Baccharis
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coridifolia, um subarbusto da familia Asteraceae, conhecido como “mio-mio”
(Tokarnia et al. 2012), também provocam lesdes histologicas semelhantes nos
linfonodos (Rissi et al. 2005; Tokarnia et al. 2012). Entretanto, para B. coridifolia a
principal lesdo é encontrada nos pré-estomagos, caracterizada por necrose do
epitélio, congestdo e edema da mucosa do ramen e do reticulo (Varaschin, Barros e
Jarvis, 1998; Rissi et al. 2005) e esta ndo € encontrada em Mato Grosso do Sul,
ocorrendo principalmente no Rio Grande do Sul. A P. klotzschii apesar de ter sido
relatada em Amambai, Mato Grosso do Sul (Tokarnia e Débereiner, 1975), n&o foi
observada no surto estudado. Para P. klotzschii a morte é aguda, em 10 a 31 horas
apos a ingestdo da planta (Tokarnia e Ddébereiner, 1975) e para B. coridifolia, a
evolucdo é sempre aguda, com morte de 4 a 34 horas em bovinos intoxicados
experimentalmente com a planta recém-colhida (TOKARNIA et al. 2012).

O diagnostico diferencial para intoxicagcdo por S. versicolor também deve
incluir outras doencgas que causam morte aguda associada a diarreia hemorragica.

A enterotoxemia em bovinos causada por Clostridium perfringens,
popularmente mencionada como causa de diarreia hemorragica, € muito rara em
bovinos criados extensivamente (Lemos e Riet-Correa, 2008), ndo existindo casos
no Brasil confirmados pela deteccdo da toxina do intestino de bovinos adultos
criados extensivamente (Riet-Correa, 2007; Lemos e Riet-Correa, 2008). No entanto,
em um estudo experimental de enterotoxemia por Clostridium perfringens tipo D em
bovinos (Filho et al. 2009), observou-se evolu¢cdo aguda e os achados de necropsia
consistiam em conteldo aquoso em intestino delgado, petéquias multifocais em
jejuno, linfonodos mesentéricos moderadamente edematosos e congestos, edema
pulmonar e liquido com fibrina no saco pericardico. Porém, as alteracdes
histolégicas mais marcantes foram edema perivascular no cérebro, edema pulmonar
intersticial e alveolar e, em um dos bovinos havia necrose focal dos pedunculos
cerebelares e tadlamo. Estes achados ndo foram observados no surto e na
intoxicacdo experimental por folhas verdes da S. versicolor, em bovinos.

A eimeriose bovina que cursa com intensa enterite catarral, que pode ser
hemorragica, com morte em sete a dez dias ap0s a infeccdo ou com recuperacéo
espontanea, também é uma importante doenca no diagnostico diferencial. Na
intoxicacdo experimental por folhas verdes S. versicolor, o bovino 1 apresentou

discretos exemplares de Eimeria spp na mucosa do intestino delgado, no entanto
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nao foi observada intensa eosinofilia na mucosa como descrito nos casos de
eimeriose em bovinos (BERNE & VIEIRA, 2007).

Doencas como botulismo, em sua forma aguda (24-48 horas), que cursam
com sinais clinicos como dificuldade na locomoc¢éo evoluindo para paralisia flacida
parcial ou completa da musculatura dos membros (Barros et al. 2006), deve ser
considerada no diagnéstico diferencial de intoxicacdo por S. versicolor. Porém, na
intoxicacdo botulinica ndo ocorrem lesdes macro ou microscopicas primarias, uma
vez que a toxina age na sinapse neuromuscular (BARROS et al. 2006).

O principio toxico de S. versicolor responséavel pelas lesdes em bovinos ainda
ndo foi determinado. Este fato também € observado na intoxicagao por R. glaciliflora,
para a qual ndo sdo conhecidos os principios téxicos. Outras plantas que causam
lesbes semelhantes como a P. klotzschii possui 5-metoxi-podofilotoxina, ja para a B.
coridifolia s&o descritos tricotecenos macrociclicos como principios toxicos (BUSAM
1985).

Os dados obtidos a partir do surto acompanhado e da reproducao
experimental permitem concluir que folhas verdes de S. versicolor sdo toxicas para
bovinos, em diferentes doses utilizadas, causando morte com evolugcdo aguda,
necrose do tecido linfoide e enterite necrosante.

Em razdo de sua vasta distribuicdo no Mato Grosso do Sul, Simarouba

versicolor deve ser considerada como potencial causa de perdas econdémicas.
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