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ABSTRACT .- Seitz A.L., Colodel E.M., Barros S.S. & Driemeier D. 2005. [Experimental poisoning
by Sida carpinifolia (Malvaceae) in sheep.] Intoxicacdo experimental por Sida carpinifolia (Malvaceae)
emovinos. Pesquisa Veterinaria Brasileira 25(1):15-20. Departamento de Patologia Clinica Veterindria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS 91540-000,
Brazil. E-mail: alseitz@terra.com.br.

Seven sheep received dry crushed Sida carpinifolia L.f. One of them died at 18 and other at 53
days of the experiment. Four others were euthanatized and necropsied at 30, 45, 75 and 100 days.
For one sheep the supply of S. carpinifolia was interrupted on the 80th day of the experiment, and
70 days later the animal was euthanized and necropsied. The minimal amount of the dry plant
consumed was 11 g/kg and the maximum was 30 g/kg. The progression of clinical findings was
similar in six animals with slight diarrhea at 20 days of experiment. Neurological signs were observed
at 25 days and included ataxia with dysmetria, muscle tremors of the head, atypical postural
reactions, frequent falls, sluggish of movements, difficulty in grazing and swallowing. These signs
were enhanced when the animals were forced to walk. Four of the animals presented progressive
emaciation. The sheep whose supply of the plant was interrupted recovered gradually, and 11 days
after the animal returned to normal. During necropsy, only enlarged mesenteric lymph nodes
were observed. The histological alterations were more significant in the central nervous system,
with multiple and severe cytoplasmic distention and vacuolation which affects specially Purkinje
cells of the cerebellum, neurons of cerebral cortex, thalamus, midbrain and the ventral horn of
spinal cord. Axonal spheroids in the brain, more frequently in the granular layer of cerebellum
were also observed. The cytoplasmic vacuolation was also found in pancreatic acinar cells, renal
tubules, thyroid follicular epithelium, hepatocytes and macrophages of lymphoid organs. The
ultrastructural lesions observed were cytoplasmic vacuolation, some surrounded by membranes
in Purkinje cells of cerebellum and thyroid follicular cells. The sheep, which had S. carpinifolia
withdrawn from its diet for 70 days, had no significant histological alterations.

INDEX TERMS: Toxic plants, plant poisoning, Sida carpinifolia, Malvaceae, lysosomal storage disease,
swainsonine, electronic microscopy.

RESUMO.- Administrou-se Sida carpinifolia L.f. secada a sombra e
moida, em doses diarias de 11 a 30g/kg/dia, para sete ovinos. Um
animal foi encontrado morto aos 18 e outro morreu apresentan-
do sinais clinicos aos 53 dias do inicio do experimento. Outros
quatro animais adoeceram e foram eutanasiados aos 30, 45, 75 e
100 dias do experimento. O fornecimento de S. carpinifolia foi
interrompido em um ovino ao 80° dia do experimento, e o animal
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foi eutanasiado 70 dias apds. Todos os animais foram
necropsiados. O consumo variou entre 11 e 30 g/kg/dia da planta
seca. As principais alteragdes clinicas iniciaram a partir do 20° dia
com emaciacdo progressiva e leve diarréia. Os sinais neurologi-
cos iniciaram no 252 dia e eram caracterizados por ataxia com
dismetria, tremores da cabeca, posturas atipicas, quedas frequien-
tes, lentiddo dos movimentos, dificuldade em apreender e deglu-
tir os alimentos. Esses sinais clinicos se acentuavam quando os
animais eram forcados a se movimentar. O ovino que parou de
consumir Sida carpinifolia, recuperou-se clinicamente e 11 dias
apos a interrupgao ndo apresentava mais alteragdes clinicas. Na
necropsia havia aumento de volume dos linfonodos mesentéricos
em cinco dos sete ovinos. Ao exame histoldgico as alteragBes mais
significativas estavam presentes no sistema nervoso central e cons-
tavam de distenséo e vacuolizaco citoplasmaticas afetando prin-
cipalmente as células de Purkinje do cerebelo, os neurdnios do
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cOrtex cerebral, do tlamo, do mesencéfalo e dos cornos ventrais
damedula espinhal. Também foram observados esferdides axonais
mais freqlientes na camada granular do cerebelo. A vacuoliza¢éo
citoplasmatica foi observada também no epitélio dos &cinos pan-
creaticos e dos tubulos renais, nas células foliculares da tiredide,
nos hepatdcitos e macrofagos de 6rgaos linfides. As lesbes ultra-
estruturais observadas foram vacuolizagdes citoplasmaticas, al-
gumas envoltas por membranas, em neurénios de Purkinje do
cerebelo e nas células foliculares da tiredide. O ovino que perma-
neceu 70 dias sem consumir S. carpinifolia ndo apresentou altera-
¢Bes histologicas.

TERMOS DE INDEXACAO: Plantas toxicas, intoxicagio por planta,
Sida carpinifolia, Malvaceae, doenca do armazenamento lisossomal,
swainsonina, locoweeds, microscopia eletronica.

INTRODUGAO

A Sida carpinifolia (L.f.) K.Schum. pertence a familia Malvaceae.
E popularmente conhecida como guanxuma, malva-brava, ché-
da-india e vassoura (Henriques et al. 1989, Lorenzi 2000b). E
nativa das Américas, ocorre em lugares sombreados e se pro-
paga por sementes (Lorenzi 2000b). No Brasil, se distribui nas
regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste e € considerada uma im-
portante erva daninha na agricultura (Bacchi et al. 1982, Lorenzi
2000a).

Foram relatados surtos naturais de intoxica¢do por Sida
carpinifolia em caprinos (Driemeier et al. 2000, Colodel et al. 2002a),
em poneis, (Loretti et al. 2003) e em ovinos (Seitz et al. 2002). A
doenca foi reproduzida em caprinos, pela administracéo por via
oral da planta seca, observando-se 0s primeiros sinais clinicos
apdés o consumo de 10g/kg apds o 352 dia (Colodel et al. 2002).

O alcaldide indolizidinico 1,2,8-triol, denominado
swainsonina, presente na S. carpinifolia (Dorling et al. 1980,
Colodel et al. 2002) é encontrado também em plantas dos géne-
ros Oxytropis sp (Stegelmeier et al. 1995), Astragalus sp (James et
al. 1981, Harris et al. 1988) e Ipomoea sp. (Armién 2000, Tokarnia
et al. 2000). Esse alcaldide induz a doenca do armazenamento
lisossomal, pois inibe as enzimas a-manosidase lisossomal e -
manosidase Il do complexo de Golgi (Agamanolis 1995, King &
Alroy 2000, Moremen 2002).

O presente estudo foi realizado para determinar a toxicidade,
caracterizar o quadro clinico, as alteragdes macroscopicas,
histoldgicas e ultra-estruturais da intoxicagdo por Sida carpinifolia
em ovinos.

MATERIAL E METODOS

Classificagdo boténica, coleta e processamento de Sida
carpinifolia

Amostras da planta utilizadas no experimento foram
identificadas como Sida carpinifolia L.f., na Fundagdo Zoobotanica
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS. A planta usada no expe-
rimento foi coletada, entre setembro e dezembro de 2001, no
municipio de Viamao, RS, foi secada a sombra e moida em moi-
nho martelo (peneira 8 mm). O volume de planta fornecido aos
animais era previamente pesado, descontando-se as sobras ao
final de 24 horas, para célculo do consumo diério.
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Quadro 1. Delineamento do experimento com Sida
carpinifolia em ovino

Ovino Idade Peso (kg) Sexo Periodo de Consumo
no. (meses) Inicial Final consumo (dias)  (g/kg/dia)
1 6 16 15 Fémea 18 14
2 6 17 19,2 Fémea 30 30
3 6 18 16,7 Fémea 45 20
4 8 19 19 Macho 53 20
5 12 19 18 Fémea 75 20
6 12 21 20,2 Macho 80 20
7 24 85 58 Macho 100 11

Animais experimentais

Foram utilizados sete ovinos, numerados de 1 a 7. O delinea-
mento do experimento quanto, as caracteristicas dos animais, as
oscilagdes dos pesos dos animais, & quantia consumida e ao perio-
do de consumo da planta estdo resumidos no Quadro 1. Os ovinos
eram provenientes de area livre de S. carpinifolia e foram alojados
em baias individuais. Adicionalmente, todos receberam feno de alfafa,
racdo comercial para ovinos peletizada e 4gua a vontade.

Estudo clinico e patolégico

Exames clinicos diarios consistiram de avaliagdo postural,
movimentacao, comportamento e HR “Head Raising Test” [HR
Test] (Pienaar et al. 1976) que consiste em estender caudo-
dorsalmente a cabeca do animal em estacdo durante 1 minuto e,
em seguida, solté-la subitamente.

Com excecdo dos Ovinos 1 e 4 que morreram, 0s demais
foram eutanasiados* e necropsiados, com intervalos pré-deter-
minados. Foram utilizados, como controle os tecidos de cinco
ovinos que ndo consumiram S. carpinifolia.

Durante a necropsia, foram coletados o sistema nervoso cen-
tral e fragmentos de globo ocular, ganglio trigémeo e celiaco,
nervo ciatico, linfonodos, coragédo, pulméo, bacgo, figado, rim,
medula 6ssea, bexiga, intestinos, rimen, reticulo, omaso,
abomaso, traquéia, es6fago, testiculo, epididimo, ovario, Gtero,
pele, pancreas, hipdfise, tiredide, adrenal, juncdo costo-condral
e musculos esqueléticos e fixados em solucédo de formalina 10 %
tamponada, processados pelos métodos rotineiros para estudo
histopatoldgico, e apés inclusdo em parafina os fragmentos fo-
ram cortados em micrétomo e corados pela técnica de
hematoxilina e eosina (HE) (Prophet et al. 1992). Para estudo
histologico do encéfalo, foram estudadas sec¢des transversais
do cortex cerebral e corpo estriado sobre o quiasma éptico,
cortex cerebral e tAlamo sobre o corpo mamilar, mesencéfalo
sobre o coliculo rostral, cerebelo sobre o pedinculo cerebelar
caudal e medula oblonga sobre o 6bex. A medula espinhal foi
avaliada, através de cortes transversais nos segmentos: cervical,
toréacico, lombar e intumescéncias cervical e lombar.

Fragmentos de cerebelo, pancreas, figado, linfonodo
mesentérico, tiredide e medula cervical dos Ovinos 5 e 7 foram

40s procedimentos de eutanasia foram realizados administrando-se
Thionembutal (Tiopental sédico) por via intravenosa, rapido e a efeito
(Booth & McDonald 1992, Massone 1999, Conselho Federal de Medicina
Veterindria, Resolugdo no. 714, de 20 de junho de 2002).
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Quadro 2. Aspectos clinicos e patologicos observados em ovinos com experimentalmente intoxicados por Sida carpinifolia

Ovino Consumo
no. (dias)

ISC?

Principais manifestacdes clinicas

Alteragdes
macroscopicas

Alteracdes
microscépicas

Alteracdes
ultra-estruturais

1 18

2 30

7 100

SA°

20

30

25

25

24

43

SA

Fezes pastosas, alteracdes no HR Test,
tremor, queda, decubito lateral, movi-
mentos de pedalagem, dificuldade para
ficar em estag@o e tremor intencional.

Tremor intencional discreto, olhar at6-
nito a partir do 30° dia.

Fezes pastosas, letargia e tremores de
cabega que aumentaram progressivamente.

No HR Test sinais clinicos neurolégicos
com hiperestesia, tremor, quedas cons-
tantes e olhar atonito. Postura de cavale-
te e tremor intencional.

Fezes pastosas, tremor intencional e
hiperestesia, olhar atonito, acentuacéo da
resposta ao HR Test, quedas constantes,
dificuldade de apreender os alimentos,
emaciacéo e apatia. A partir do décimo-
primeiro dia sem consumir a planta, os
sinais clinicos diminuiram gradativamente
em intensidade.

Fezes pastosas, apatia, inapeténcia, difi-
culdade para se levantar e ficar em esta-
cdo, tremor intencional, dificuldade para
apreender e mastigar os alimentos, posi-

SA

SA

Aumento de volume
dos linfonodos me-
sentéricos e emaciacao.

Aumento de volume
dos linfonodos me-
sentéricos.

Aumento de volume
dos linfonodos me-
sentéricos e emaciacao.

Aumento de volume
dos linfonodos me-
sentéricos e emaciagao.

Emaciagdo, escara de
decubito e aumento
de volume dos linfo-
nodos mesentéricos.

Vacuolizagdo nos neurdnios do corno ven-
tral da medula espinhal, na regido cervical.

Distensao citoplasmatica nas células de
Purkinje do cerebelo e dos neurdnios do
corno ventral da medula espinhal.

Distenséo e vacuolizagdo citoplasmatica nas
células de Purkinje do cerebelo e nos neurd-
nios do corno ventral da medula espinhal.

Distens&o e vacuolizacdo citoplasmatica nas
células de Purkinje do cerebelo, nos neuro-
nios do cortex cerebral, do mesencéfalo e
do corno ventral da medula espinhal.

Distenséo e vacuolizagdo citoplasmatica nas
células de Purkinje do cerebelo, nos
neurdnios do cdrtex cerebral, do talamo,
do mesencéfalo e do corno ventral da
medula espinhal.

O cerebelo apresentou discreta vacuolizacéo
no citoplasma das células de Purkinje e
esferdides axonais na camada granular.

Distens&o e vacuolizacdo citoplasmatica nas
células de Purkinje do cerebelo, nos
neurdnios do cortex cerebral, do talamo,
do mesencéfalo e do corno ventral da

NA®

NA

NA

NA

NA

Dilatacdo do reti-
culo endoplasma-
tico rugoso das cé-
lulas de Purkinje
do cerebelo.

VacuolizagGes ci-
toplasmaticas, al-
gumas envoltas
por membranas em

cdo de cavalete e resposta acentuada HR
Test.

2 Inicio dos sinais clinicos, ® Sem alteragdes,® Ndo analisado.-

coletados para microscopia eletrénica. Esses tecidos foram fi-
xados em solucdo de glutaraldeido a 2% tamponado em
cacodilato de sédio, refixados em tetroxido de 6smio a 1% e
desidratados em soluc@es crescentes de etanol e incluidos em
Epon. Os cortes semifinos foram corados pelo azul de metileno
e os ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila e
citrato de chumbo e examinados em microscopio eletrénico
de transmisséo.

RESULTADOS

Sinais clinicos

Detalhes dos achados clinicos e patolégicos estéo relaciona-
dos no Quadro 2. Os principais sinais clinicos nos ovinos afeta-
dos eram relacionados com o sistema nervoso central e consisti-
ram de ataxia com dismetria, tremores de cabeca e pescoco,
quedas freqlientes e posturas atipicas escorando-se em objetos,
as vezes com membros cruzados. Notou-se também lentidao de
movimentos, perda progressiva de peso e dificuldades para apre-
ender, mastigar e deglutir alimentos.

neurdnios de Pur-
kinje do cerebelo e
nas células foli-
culares da tiredide.

medula espinhal.

O Ovino 1 ndo apresentou sinais clinicos e foi encontrado
morto no 18° dia de experimento.

Tremores, quedas, decubito lateral, movimentos de
pedalagem e dificuldade para ficar em estacdo no HR Test, foram
notados nos Ovinos 2, 5, 6 e 7, em média, a partir do 202 dia do
inicio do experimento. Tremor intencional foi observado a par-
tir do 252dia do inicio do experimento nos Ovinos 2, 3,4, 5 e 6.
Esta alterag@o consistia em discreto e freqliente tremor da cabe-
¢a, que era regular durante o repouso e se tornava mais intenso
durante a alimentag&o ou manejo. Os Ovinos 5, 6 e 7 apresenta-
ram dificuldade de ficar em estacdo em torno do 452 dia, e fica-
vam em posicao de cavalete (Fig. 1).

O Ovino 6 consumiu Sida carpinifolia por um periodo de 80
dias, suspendendo-se o consumo por 70 dias. Quando a planta
foi suprimida da dieta, os sinais clinicos diminuiram
gradativamente em intensidade e ndo foram mais notados a par-
tir do 112 dia sem consumir a planta.

O Ovino 7, comeu S. carpinifolia, por 100 dias, apresentou
0s primeiros sinais clinicos ap6s o 432 dia de consumo notan-

Pesqg. Vet. Bras. 25(1):15-20, jan./mar. 2005



18 Anderson L.

Seitz et al.

Fig.1. Animal com dificuldade de permanecer em estagdo, posi¢do
de cavalete, na intoxicacdo experimental por Sida carpinifolia
(Ovino 6).

Fig.3. Vacuolizagdo citoplasmatica nas células foliculares da tiredide,
coléide com aspecto normal, na intoxicacao experimental por
Sida carpinifolia (Ovino 5). HE, obj. 40.

do-se apatia, inapeténcia, dificuldade para se levantar e ficar
em estacdo. Seis dias depois apresentou tremor intencional,
dificuldade para apreender e mastigar os alimentos. Os sinais
clinicos neurolégicos se mostraram progressivamente mais
intensos. Quando abaixava a cabeca para se alimentar, pressio-
nava a cabeca no fundo do cocho. Ao beber 4gua, as narinas
frequentemente eram submersas no bebedouro, e o animal
rapidamente levantava a cabeca e espirrava. A partir do 802
dia, o animal ficava a maior parte do tempo deitado, em decubito
esternal, desenvolvendo escara de declbito na regido do
esterno.

Nos Ovinos 2, 4,5, 6 e 7 as fezes apresentaram-se pastosas a
levemente diarréicas durante 2 dias, ao redor do 202 dia, e volta-
vam a consisténcia normal.

Achados de necropsia e histopatolégicos

A Unica alteracdo observada na necropsia foi aumento de
volume de linfonodos, principalmente dos mesentéricos. Nos
demais 6rgdos, ndo foram notadas alteragdes significativas.
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Fig. 2. Distensdo e vacuolizagdo citoplasmatica multipla e acentuada
nas células de Purkinje do cerebelo, pela intoxicagdo experimen-
tal por Sida carpinifolia (Ovino 4). HE, obj. 25.

Fig. 4. Tiredide com vacuolizagdo das células foliculares (V), apresen-
tando coldide de aspecto normal (C), na intoxicacdo experimen-
tal por Sida carpinifolia (Ovino 7). ME, 10.500 x.

Microscopicamente, o Ovino 1 apresentou apenas vacuoli-
zacao nos neurdnios do corno ventral da medula espinhal, na
regido cervical. Nos Ovinos 2, 3, 4 e 5, os achados mais significa-
tivos foram observados no sistema nervoso central e caracteri-
zaram-se por distensdo e vacuolizacdo citoplasmatica maltiplae
acentuada, mais evidentes nas células de Purkinje do_cerebelo
(Fig. 2), nos neurdnios do cortex cerebral, do talamo, do
mesencéfalo e do corno ventral da medula espinhal, em algumas
destas células, praticamente todo citoplasma era vacuolizado
permanecendo apenas pequenas areas de citoplasma eosinofilico
gue ocupava a periferia da célula. Esferdides axonais foram
freqUentemente encontrados na camada granular do cerebelo
e, com menor intensidade, em outras &reas do encéfalo e medu-
la espinhal. O cerebelo do Ovino 6 apresentou discreta
vacuolizacao no citoplasma das células de Purkinje e esferéides
axonais na camada granular. Vacuolizagdo citoplasmatica no
epitélio dos &cinos pancredticos, dos tubulos renais, nas células
foliculares da tiredide (Fig. 3), nos hepatdcitos e macrofagos de
orgaos linféides foi observado nos Ovinos 3, 4,5 e 7. Os cére-
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bros dos ovinos controles ndo apresentaram nenhuma das alte-
racOes histoldgicas observadas nos animais experimentais.

Achados ultra-estruturais

As lesBes ultra-estruturais observadas foram vacuoliza¢cdes
citoplasmaticas, algumas envoltas por membranas em neurnios
de Purkinje do cerebelo e nas células foliculares da tiredide do
Ovino 7 (Fig. 4). O Ovino 6, que permaneceu 70 dias sem consu-
mir S. carpinifolia, possuia apenas dilatagdo do reticulo
endoplasmatico rugoso das células de Purkinje do cerebelo.

DISCUSSAO

Este trabalho comprovou que o consumo experimental de
Sida carpinifolia por ovinos causa doenga de armazenamento
lisossomal. O quadro clinico e patoldgico é similar ao descri-
to na intoxicagdo natural por S. carpinifolia em ovinos (Seitz et
al. 2002) e caprinos (Driemeier et al. 2000, Colodel 2002a).
Alterag0es clinicas e patologicas similares, em ovinos, foram
descritas em casos de consumo espontaneo de plantas dos
géneros Swainsona sp (Laws & Anson 1968, Dorling et al. 1980),
Oxytropis sp (Stegelmeier et al. 1995, Stegelmeier et al. 1999),
Astragalus sp (James et al. 1981, Harris et al. 1988) e Ipomoea
sp (Balogh et al. 1999, Tokarnia et al. 2000). Este estudo evi-
dencia que S. carpinifolia ndo perde sua toxicidade quando é
secada a sombra e que nestas condicdes, é toxica para ovinos
na quantidade minima de 14 g/kg ao dia, quando consumida
durante 18 dias.

Ossinais clinicos observados nos ovinos experimentais e tam-
bém em casos esponténeos (Seitz et al. 2002), foram menos evi-
dentes quando comparados aos caprinos (Colodel et al. 2002a).
Sinais clinicos pouco definidos em ovinos foram também obser-
vados na intoxicacdo experimental por Ipomoea fistulosa (Tokarnia
etal. 2000).

O consumo médio diario da S. carpinifolia secada a sombra,
capaz de causar sinais clinicos e lesGes neuroldgicas foi de 20 g/
kg, observado nos Ovinos 3, 4, 5 e 6. O maior consumo médio
diério da planta foi de 30 g/kg (Ovino 2) e o menor foi de 11 g/kg
(Ovino 7). Alteragdes clinicas neuroldgicas sao as principais mani-
festagBes de ovinos intoxicados por S. carpinifolia. Foi observado
que o consumo médio diario de 30 g/kg de S. carpinifolia secada a
sombra é capaz de induzir os sinais clinicos de lesdes neuroldgi-
cas, se consumida no periodo minimo de 30 dias seguidos. Perio-
dos maiores de consumo da planta, mesmo em quantidades me-
nores, podem causar lesdes e sinais clinicos mais intensos, confor-
me observado no Ovino 7. As altera¢Ges de equilibrio, associadas
com ataxia e dismetria, sdo caracteristicas de lesGes cerebelares e
puderam ser comprovadas também HR Test. Essas lesdes consis-
tiram histologicamente de vacuolizacéo das células de Purkinje e
esferdides axonais na camada granular do cerebelo e sdo comuns
em a-manosidoses induzidas (Dorling et al. 1980).

A swainsonina inibe a atividade da a-manosidase de forma
mais intensa, quando consumida de maneira continua e prolon-
gada (Balogh et al. 1999). A ingestéo de plantas com o alcaléide
swainsonina, quando constituir ao redor de 50% da dieta diaria
durante 6 a 8 semanas, induz a doenca clinica neurolégicaem
ovinos, bovinos e eqinos (Huxtable & Dorling 1982).

Resultados observados neste experimento, com regressao

de sinais clinicos 11 dias ap6s um periodo de consumo de 80
dias de S. carpinifolia e auséncia de alteragdes patoldgicas (Ovino
6), sugere que animais naturalmente afetados pelo consumo da
planta podem se recuperar quando retirados de areas invadidas
pela planta. A dilatagéo do reticulo endoplasmatico, verificada
ultraestruturalmente neste animal, foi considerado um achado
inespecifico.

Foi observada grande variacao individual dos animais em
relagdo ao consumo de S. carpinifolia. Os Ovinos 6 e 7, durante
afase inicial do experimento, consumiram a planta com voraci-
dade enquanto que os demais demoraram a se adaptar a nova
dieta, buscando selecionar apenas feno de alfafa e ragédo co-
mercial. Esse fato foi também observado em surtos naturais de
caprinos onde alguns animais buscavam pastorear S. carpinifolia,
mesmo com outros alimentos a disposi¢do (Colodel et al.
2002a).

Foram observadas les@es histol6gicas no Ovino 1, que consu-
miu S. carpinifolia durante 18 dias, mesmo sem o animal apresentar
sinais clinicos. A presenca das alteragdes histoldgicas sem sinais
clinicos também foi verificada em caprinos (Driemeier et al. 2000).
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