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Outbreaks of Cestrum intermedium poisoning affected cattle from dairy herds in Sal-
gado Filho, Southwest of Parana, southern Brazil, with death of sixteen from 72 animals
of four small properties. The onset of the acute clinical signs and death within 24h were
reported. High animal density and many shrubs identified as C. intermedium that showed
signs of having been consumed by the animals were noticed in all farms. Two animals were
necropsied and the most important findings were congested conjunctival and vulvovesti-
bular mucosae; hemorrhages and enhanced lobular pattern in the liver; hemorrhages, con-
gestion and edema in the lung; splenic and brain congestion, and multifocal hemorrhages
in the heart. Tissue samples from these two bovines were evaluated. Histological lesions
were marked in the liver, such as severe centrolobular necrosis and hemorrhage, what is in-
dicative of acute toxic liver disease. In the brain tissue, astrocytic changes were observed in
the white matter of the cerebrum and cerebellum, and in the gray matter of the cerebellum.
They were characterized by cell swelling with large and eosinophilic cytoplasm, pyknotic
and sometimes eccentric nucleus. These astrocytic changes features were demonstrated by
immunohistochemical techniques using the anti-S100 protein and anti-glial fibrillary aci-
dic protein (GFAP), with a strongly positive immunostaining for both antibodies. The paper
aims to emphasize on neurological lesions of acute hepatotoxicity in cattle.

INDEX TERMS: Poisonous plants, Cestrum intermedium, Solanaceae, liver, plant poisoning, diseases of
cattle, immunohistochemistry.

RESUMO.- Sdo descritos surtos de intoxicagdo espontanea
por Cestrum intermedium em bovinos leiteiros do Munici-
pio de Salgado Filho, sudoeste do Estado do Parand, com
morte de dezesseis bovinos de um total de 72 de quatro
pequenas propriedades. O histérico obtido nessas proprie-
dades incluia curso clinico agudo, com morte em menos de
24 horas. Em todas foram observadas elevada lotacao por
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area com escassa pastagem disponivel e grande quantidade
de plantas arbustivas identificadas como C. intermedium e
com sinais de terem sido consumidas pelos animais. Dois
bovinos foram necropsiados e os achados mais importan-
tes foram congestdo de mucosas conjuntivais e vulvoves-
tibular; hemorragias e evidenciacdo do padrao lobular no
figado; hemorragia, congestdo e edema pulmonares; con-
gestdo esplénica e encefalica, além de hemorragias multifo-
cais no coracdo. Amostras de tecidos desses bovinos foram
avaliadas, com alteragdes histolégicas importantes no figa-
do, caracterizadas por necrose acentuada de hepatdcitos
e hemorragia, indicativas de hepatopatia téxica aguda e,
no encéfalo, foram observadas alteragdes astrocitarias em
substancia branca de cérebro e cerebelo e na substancia
cinzenta do cerebelo, caracterizadas por tumefagao celular
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com citoplasma amplo e eosinofilico, nicleo picnético, ora
excéntrico. Essas alteracdes astrocitarias foram evidencia-
das pela técnica de imuno-histoquimica (IHQ), com imuno-
marcacao fortemente positiva para os anticorpos anti-pro-
tefna S100 (anti-S100) e anti-proteina glial fibrilar acida
(anti-GFAP). O trabalho visa enfatizar em lesdes encefalicas
relacionadas a hepatotoxicidade aguda em bovinos.

TERMOS DE INDEXACAO: Plantas toxicas, Cestrum intermedium,
Solanaceae, figado, intoxicacdo por plantas, doenga de bovinos,
imuno-histoquimica.

INTRODUCAO

Cestrum intermedium, planta arbustiva a arbérea perten-
cente a um género tipicamente americano da Familia So-
lanaceae, esta presente no Brasil, de Minas Gerais até o Rio
Grande do Sul. A espécie ocorre tanto no interior quanto
em borda de matas e também em locais antropizados (So-
ares et al. 2007), como beiras de cercas, areas destinadas
a pastagens e em terrenos baldios (Lorenzi 2008b). E co-
nhecida pelos nomes populares de “coerana”, “mata-boi” e
“peloteira preta” (Kissmann & Groth 2000, Lorenzi 2008b).

C. intermedium causa intoxicacdo em bovinos em situa-
¢oes de escassez de forragem, principalmente no inverno,
em periodos de seca ou quando ha lotagao animal eleva-
da nas pastagens (Tokarnia et al. 2012). E considerada a
planta toxica de maior importancia no extremo oeste e no
noroeste do Estado de Santa Catarina (Gava 1993, Gava et
al. 1996). Furlan et al. (2008) descreveram um surto de in-
toxicagdo espontanea por C. intermedium em bovinos no
Municipio de Jupia, oeste de Santa Catarina. Casos de in-
toxicagdo sdo também descritos em bovinos no Rio Grande
do Sul, na regido da encosta da Serra Gatucha (Bandarra et
al. 2009).

O quadro clinico da intoxicacdo por C. intermedium
é curto, de aproximadamente 12 a 48 horas (Gava et al.
1996) e ha observacgao de curso clinico até inferior a 12 ho-
ras (Bandarra et al. 2009). As manifestagdes clinicas sdo de
insuficiéncia hepatica aguda, com anorexia, atonia ruminal,
fezes escassas, ressecadas e com muco e/ou sangue, con-
gestdo conjuntival (Gava et al. 1996), tremores musculares,
incoordenacdo (Gava et al. 1996, Furlan et al. 2008, Bandar-
ra et al. 2009), agressividade (Furlan et al. 2008, Bandarra
et al. 2009), pressdo da cabega contra obstaculos, cabeca
voltada para o flanco, gemidos (Gava et al. 1996), decubi-
to esternal (Gava et al. 1996, Furlan et al. 2008) e lateral
(Furlan et al. 2008, Bandarra et al. 2009), movimentos de
pedalagem (Gava etal. 1996, Furlan et al. 2008), opistotono
e morte (Gava et al. 1996).

Os achados de necropsia mais importantes em bovi-
nos intoxicados por C. intermedium estao no figado, o qual
apresenta evidenciagdo do padrio lobular (Furlan et al.
2008, Bandarra et al. 2009) e pode ter seu volume aumen-
tado (Bandarra et al. 2009). Sdo descritos edema da parede
da vesicula biliar (Gava et al. 1996, Bandarra et al. 2009) e
da por¢do inicial do duodeno (Gava et al. 1996), retracdo
do globo ocular por desidrata¢do, hemorragias em tecido
subcutaneo (Bandarra et al, 2009), cora¢do (Gava et al.
1996, Bandarra et al, 2009), intestino grosso (Gava et al.
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1996), timo, tireoide, serosa do rimen, omento e mesenté-
rio (Bandarra et al. 2009) e ressecamento do conteddo de
omaso, colon e reto (Gava et al. 1996).

H4, no Brasil, diversas espécies de plantas toxicas cuja
ingestdo resulta em lesdo hepatica caracterizada histolo-
gicamente por necrose acentuada de hepatdécitos, incluin-
do Cestrum spp. e outras plantas hepatotoxicas. Além das
plantas, deve ser também considerada a possibilidade de
intoxicagdo por larvas do inseto Perreyia flavipes, descri-
ta em bovinos e ovinos no Sul do Brasil, com ingestao das
larvas nas pastagens, principalmente no periodo de maio a
setembro (Soares et al., 2008, Raymundo et al. 2009).

Sdo descritos quatro surtos de intoxicacdo por C. inter-
medium em bovinos do sudoeste do Estado do Parand, com
avaliacdo histolégica dos tecidos e realizagdo da técnica de
[HQ para os anticorpos anti-S100 e anti-GFAP em cérebro
e cerebelo.

MATERIAL E METODOS

Foram realizadas avaliagdo macroscépica e histolégica de tecidos
colhidos na necropsia de dois bovinos, fémeas, mesticas, uma com
aproximadamente 6 anos (Propriedade A) e outra com 1 ano e 4
meses (Propriedade B) e visita a quatro propriedades (Proprieda-
des A, B, C e D) para investigagdo da ocorréncia de agentes hepa-
totoxicos e coleta de dados.

Cortes de 3 um de espessura foram efetuados dos blocos em
parafina de cérebro e cerebelo para a realizagdo da técnica de IHQ,
pelo método estreptavidina-biotina ligada a peroxidase, usando
os anticorpos primarios (anti-GFAP) e (anti-S100). O bloqueio da
atividade da peroxidase endégena foi realizado com a incubagdo
dos cortes dos tecidos em solucdo 10% de perdxido de hidrogé-
nio (30 vol.), em metanol, durante 10 minutos. Para a recuperagdo
antigénica, utilizou-se tampao tris EDTA, pH 9,0, e tampZo citrato,
pH 6,0, em panela de pressdo a 96°C, por 40 minutos (anticorpo
policlonal anti-GFAP, Z0334, DakoCytomation, diluigdo 1:500 e
anticorpo policlonal anti-S100, Z0311, DakoCytomation, dilui¢do
1:200, respectivamente). Os anticorpos primarios foram diluidos
em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), aplicados nas
laminas e incubadas em camara umida por 14-16 horas (“over-
night”) a 4° C. Posteriormente, os cortes foram incubados com
anticorpo secundario biotinilado ligado a estreptavidina-peroxi-
dase (kit LSAB-HRP, K0690, DakoCytomation), 20 minutos cada
etapa. A reagdo para GFAP foi revelada com 3,3-diaminobenzidi-
na (DAB, DakoCytomation) e, para S100, foi usado o cromégeno
VECTOR®NovaRed. Para a contracoloragio utilizou-se hematoxili-
na de Harris, seguida da montagem em Entellan®. Como controles
para avaliagdo das imunomarcagdes anti-GFAP e anti-S100 foram
usados cortes de telencéfalo, tronco encefalico e cerebelo de bovi-
nos adultos da rotina de diagndstico do Setor de Patologia Veteri-
naria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS)
sem alteragdes hepaticas e/ou encefalicas e como controle negati-
vo cortes correspondentes incubados apenas com PBS.

RESULTADOS

Quatro pequenas propriedades localizadas no Municipio
de Salgado Filho, sudoeste do Parang, apresentaram mor-
talidade de bovinos leiteiros. Na Propriedade A morreram,
em um periodo de 40 dias do inverno de 2008, quatro ani-
mais adultos de um plantel de 19 bovinos. O plantel era
mantido em 3,0 ha de campo e aproximadamente 1,0 ha de
pastagem cultivada, com fornecimento de cana-de-agucar e
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forragem em cocho. As manifestagdes clinicas observadas
incluiram escoicear do ventre e movimentos de pedalagem,
ja em decubito lateral, com morte em menos de 24 horas.
Na necropsia foram constatados bom estado corporal, mu-
cosas conjuntivais e vulvovestibular, figado, bago e cérebro
congestos e hemorragias focais em pulmoes e coragao.

Na Propriedade B haviam morrido quatro de 28 bovinos
de um mesmo piquete, também no inverno de 2008 e, em
2009, morreu mais uma vaca, com manifestagdes clinicas
semelhantes. Estas incluiam fraqueza, dispneia, permanén-
cia em estacdo com o pescoco estirado, balangar da cabeca
e berros fortes. O periodo da observacgao dos primeiros si-
nais clinicos até a morte foi inferior a 24 horas em todos
os casos. No bovino necropsiado havia evidenciacdo do
padrdo lobular no figado, vesicula biliar repleta; pulmoes
congestos e edematosos, linfonodos mediastinicos aumen-
tados de volume, bago congesto e, no coragdo, havia hemor-
ragias multifocais subendocardicas e subepicardicas.

Na Propriedade C, morreram, em um periodo de 72 ho-
ras, cinco de 18 bovinos em outubro de 2011, sendo quatro
fémeas de 7-8 meses de idade e um macho, com relato de
evolugdo clinica de aproximadamente 12 horas até a morte.
Os animais estavam em um campo com pasto escasso. Na
quarta propriedade (Propriedade D), foram encontradas
mortas duas vacas de um plantel de 7 bovinos.

Em visita as propriedades foi verificada grande quanti-
dade de plantas da espécie C. intermedium no local em que
os bovinos eram mantidos, com sinais de folhas consumi-
das (Fig.1).

Na avaliagao histolégica do figado do bovino da Pro-
priedade A foi observada necrose aguda difusa acentuada
de hepatocitos, associada a hemorragia acentuada (Fig.2),
poupando apenas hepatdcitos da periferia dos l6bulos. Ha-
via discreto infiltrado inflamatorio nas areas de necrose,
composto predominantemente por neutroéfilos, e ocasio-
nais células de Kupffer apresentavam citoplasma carrega-
do de pigmento granular acastanhado. Foram ainda obser-
vadas hemorragia multifocal nos pulmdes e congestdo no
baco. No outro bovino (Propriedade B) foi também obser-
vada necrose aguda acentuada de hepatocitos, no entanto,
com distribui¢do centrolobular e havia vacuolizacdo difusa
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Fig.1. Arbusto de Cestrum intermedium em brotagao. Observam-se
galhos cujas folhas foram consumidas.

discreta do citoplasma dos hepatdcitos periféricos a ne-
crose, entremeados por ocasionais glébulos eosinofilicos.
Hemorragia e infiltrado inflamatério estavam também pre-
sentes no figado, com intensidade e distribui¢do similares
ao primeiro animal. Na substancia branca do cérebro e do
cerebelo de ambos os bovinos foram observados astrocitos
com citoplasma amplo e fraca e homogeneamente eosino-
filico, ntcleo retraido com cromatina densa, excéntrico em
algumas células (Fig.3). Em alguns cortes havia também
vacuolizacdo arredondada multifocal discreta da substan-
cia branca. Astrocitos de Bergmann no cerebelo apresen-
tavam aspecto semelhante aos astrécitos da substancia
branca. Havia ainda congestdo difusa discreta a moderada
no cérebro e no cerebelo dos dois bovinos e, no exame dos
demais 6rgdos; hemorragia focal no miocardio, congestao
pulmonar, além de areas de enfisema e atelectasia (Bovino
Propriedade A); deplecdo linfoide moderada em linfonodo,

i

Fig.2. Figado de bovino (Propriedade A) intoxicado por Cestrum
intermedium. Observa-se necrose coagulativa acentuada de
hepatdcitos associada a hemorragia, poupando apenas hepa-
técitos periportais. Ha discreto infiltrado inflamatério, com-
posto predominantemente por neutroéfilos. HE, obj.20x.

Fig.3. Telencéfalo de bovino (Propriedade B) intoxicado por Ces-
trum intermedium. Astrécitos da substancia branca subcor-
tical com citoplasma amplo, fraca e homogeneamente eosi-
nofilico e nucleo retraido e excéntrico com cromatina densa

(setas). HE, obj.20x.
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necrose discreta em centros foliculares e hemossiderose
difusa discreta no bago, congestao pulmonar e edema alve-
olar e intersticial acentuado (Bovino Propriedade B).

Na avaliagdo por IHQ, as alteracdes observadas em as-
trécitos na coloracdo de rotina foram evidenciadas nas
imunomarcag¢des anti-GFAP e anti-S100, com marcag¢ao
citoplasmatica positiva acentuada nos astrdcitos da subs-
tancia branca do cérebro e do cerebelo (Fig. 4) e os astrdci-
tos de Bergmann, no cerebelo. Em vaciolos arredondados
formados na substancia branca, observados nos cortes sub-
metidos ao anticorpo anti-S100, havia marcagao positiva
nas bordas, delimitando esses vacuolos.

£

Fig.4. Imunomarcagdo anti-S100 em substancia branca telencefa-
lica de bovino (Propriedade B) intoxicado por Cestrum inter-
medium, evidenciando astrécitos com citoplasma amplo, for-
temente marcado em castanho e nucleo retraido. Método da
Estreptavidina-biotina-peroxidase. Cromdgeno Vector Nova
Red, contracoloragdo Hematoxilina de Harris, obj. 20x.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Cestrum intermedium, planta identificada como téxica para
bovinos em Santa Catarina e com grande importancia no
Extremo Oeste e no Noroeste desse Estado (Gava, 1993,
Gava et al. 1996), foi a causa de intoxicacdo espontdnea em
bovinos no sudoeste do Estado do Parand, caracterizada
por insuficiéncia hepatica aguda, com necrose acentuada
de hepatocitos.

Em uma das propriedades foram encontrados bovinos
mortos sem que sinais clinicos fossem percebidos. Provavel-
mente 0s animais tiveram manifestacao clinica, porém breve
e que nao foi observada; o que indica rapida evolucao para a
morte. Bandarra et al. (2009) observaram curso clinico infe-
rior a 12 horas em um surto de intoxicagdo natural por C. in-
termedium em bovinos. O quadro clinico de evolugdo aguda
estarelacionado a instalagio de insuficiéncia hepatica aguda
e, na intoxicagdo por plantas com esse efeito, a taxa de mor-
talidade pode atingir 70 a 100 % (Riet-Correa et al. 2009).

As alteragoes histologicas foram constituidas por necro-
se acentuada de hepatdcitos, com variacdo na extensio da
lesdo nos lébulos dos figados avaliados. Nos casos de evolu-
¢do clinica mais rapida é esperada lesdo difusa nos lébulos,
com morte em 12 a 24 horas apds a ingestao da planta hepa-
totoxica, e predominantemente centrolobular naqueles de
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evolugdo mais longa, isto é, superior a 24h. (Riet-Correa et al.
2009). No exame histoldgico em outros casos de intoxicagio
por C. intermedium sdo descritos no figado necrose coagu-
lativa centrolobular (Gava et al. 1996, Bandarra et al. 2009)
e em zona intermedidria a massiva, difusa, aguda e acentu-
ada, acompanhada por congestdo centrolobular (Gava et al.
1996) e degeneracdo vacuolar em hepatocitos adjacentes
(Gava et al. 1996, Furlan et al. 2008, Bandarra et al. 2009).

0 discreto infiltrado inflamatério observado nas areas
de necrose de hepatdcitos foi interpretado como resposta
do organismo as células necréticas. Bandarra et al. (2009)
também descreveram infiltrado inflamatdrio discreto,
composto por neutréfilos e macréfagos, nas areas de ne-
crose hepatica, em espacos porta e limen de ductos bilia-
res, além de hemorragia em coracdo, timo e tireoide e he-
mossiderose difusa moderada no bago.

Na propriedade B foi verificada doenca clinica, no en-
tanto, a conclusdo diagnoéstica s6 foi possivel apos cons-
tatacdo da alteracdo histolégica de necrose acentuada de
hepatdcitos associada a hemorragia, lesdo caracteristica de
hepatopatia téxica aguda em ruminantes, aliada a confir-
macao “in loco” da ocorréncia de C. intermedium em gran-
des quantidades nas areas ocupadas por bovinos. Esse fato
evidencia a importancia do exame de necropsia, da colheita
de amostras de 6rgdos e da realizacdo do exame histologico
para o diagndstico. Muitas intoxicagdes por planta induzem
alteracdes morfoloégicas mais ou menos caracteristicas,
sendo o exame histolégico um meio complementar muito
util na confirmacdo diagndstica (Tokarnia et al. 2012).

Os achados de evidenciacdo do padrao lobular do figado
e hemorragias multifocais a difusas em figado e serosas na
intoxicacdo por C. intermedium sdo também descritos em
outras hepatopatias toxicas agudas em bovinos no Brasil
(Santos et al. 2008, Riet-Correa et al. 2009, Tokarnia et al.
2012), como na intoxicacdo por C. corymbosum (Gava et
al. 1991, Varaschin et al. 2011), C. laevigatum (Débereiner
et al. 1969), C. parqui (Riet-Correa et al. 1986), Dodonaea
viscosa (Colodel et al. 2003), Myoporum laetum (Méndez
1993), Sessea brasiliensis (Canella et al. 1968), Vernonia
mollissima (Dobereiner et al. 1976), Vernonia rubricaulis
(Tokarnia & Débereiner 1982, Brum et al. 2002) e Xanthium
strumarium, também identificado como Xanthium cavanil-
lesii (Méndez et al. 1998, Driemeier et al. 1999); de forma
que devem ser consideradas no diagnoéstico diferencial.
Dessas plantas, sdo registradas no estado do Parang, além
de C. intermedium, as plantas hepatotdxicas C. corymbosum
(Kissmann & Groth 2000, Lorenzi 2008a), Trema micran-
tha (Lorenzi 2008b) Xanthium strumarium (Kissmann &
Groth 2000, Tokarnia et al. 2012). Na intoxicag¢do por larvas
de Perreyia flavipes observam-se, além da necrose hepatica,
necrose linfoide em placas de Peyer, linfonodos mesentéri-
cos e bago (Soares et al. 2008, Raymundo et al. 2009). Do-
engas que cursam com manifestacoes neuroldgicas, como a
raiva, devem também ser consideradas no diagnoéstico di-
ferencial da intoxicagdo por plantas de acdo hepatotoxica.
Outrossim, a visita a propriedades com suspeita e/ou casos
de intoxicagdo, a verificacdo da presenca da provavel planta
toxica com evidéncias de ter sido consumida pelos animais
e a coleta de dados clinicos e epidemiolégicos sdo funda-
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mentais para a diferenciacdo entre as diversas causas de
hepatotoxicidade aguda de bovinos (Tokarnia et al. 2012).

Alteragdes histolégicas foram observadas no encéfalo
dos bovinos intoxicados por C. intermedium dos quais fo-
ram enviadas amostras para exame. Nas intoxica¢des por
diferentes espécies de plantas hepatotdxicas de acdo aguda
estudadas em bovinos no Brasil tem sido observados danos
encefalicos, em alguns casos inclusive com alteracdes ma-
croscépicas e achados histolégicos (Traverso et al. 2004,
Varaschin et al. 2011), cuja patogenia nao esta definida até
entdo. No entanto, nos presentes casos foram evidenciadas
alteracdes degenerativonecroticas significativas em astro-
citos de substancia branca do cérebro e do cerebelo e nos
astrécitos de Bergmann.

A técnica de IHQ foi empregada para avaliar melhor as
alteracgdes histoldgicas no encéfalo. Tanto aimunomarcagao
anti-GFAP quanto a anti-S100 apresentaram marcag¢ao po-
sitiva acentuada no citoplasma de astrécitos, evidenciando
essas alteragdes. Os achados indicam que, nos casos de en-
cefalopatia hepatica aguda, os astrécitos sdo alvo de lesdo;
eles apresentaram, além das caracteristicas degenerativo-
necréticas, as proteinas S100 e GFAP, com marca¢do muito
maior que em astrdcitos de animais controle, nido afetados
por encefalopatia hepatica aguda. Isto sugere o aumento da
quantidade dessas proteinas e/ou da sua expressio nos as-
trocitos nos casos de encefalopatia hepatica aguda.

Em bovinos da Regido Sul do Brasil é frequente a ocor-
réncia de encefalopatia relacionada a hepatopatia cronica,
relacionada principalmente a ingestdo de Senecio spp. (Ris-
si et al. 2007, Lucena et al. 2010), com manifestagdes cli-
nicas neuroldgicas, consistentemente associadas a obser-
vacdo de alteracoes histologicas encefalicas descritas como
degeneracdo esponjosa (“status spongiosus”), relacionadas
a edema intramielinico (Barros, 2010). Mais estudos devem
ser conduzidos para a caracterizacao das alteracdes ence-
falicas nos casos de hepatopatia téxica aguda em bovinos.
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