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This paper reports the natural poisoning by Sida carpinifolia (Quanxuma, cha-da-india)
in cattle in Rio Grande do Sul, Brazil. Five cattle were affected in the period 2001-2008.
Clinical signs included weight loss, incoordination, walking difficulty, generalized tremors,
frequent falls, and death. Microscopically, the main changes were vacuolation of Purkinje
neurons in the cerebellum, pancreatic acinar cells, and thyroid follicular cells. Transmission
electron microscopy revealed vacuoles bordered by membrane containing finely granular
material. Lectin histochemistry showed positive staining in neurons with the lectins
Concanavalia ensiformis (Con-A), Triticum vulgaris \WGA), and Succinyl Triticum vulgaris
(SWGA).

INDEX TERMS: Poisonous plants, Sida carpinifolia, Malvaceae, plant poisoning, cattle, lysosomal

storage disease, lectin histochemistry, transmission electron microscopy.

RESUMO.- Relata-se a intoxicagao natural por Sida carpi-
nifolia (guanxuma, cha-da-india) em bovinos no Rio Gran-
de do Sul. Foram afetados cinco bovinos no periodo 2001-
2008. O quadro clinico foi caracterizado por emagrecimen-
to, incoordenacao, dificuldade de locomogéao, tremores
generalizados, quedas frequentes e morte. Microscopica-
mente, as principais alteragdes foram vacuolizagdo dos
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neurénios de Purkinje do cerebelo, das células acinares
do pancreas e das células foliculares da tireoide. A mi-
croscopia eletrénica evidenciou vacuolos com contetido
finamente granulado e delimitado por membrana. Na lectina-
histoquimica, observou-se marcacao em neurdnios com
as lectinas Concanavalia ensiformis (Con-A), Triticum
vulgaris (WGA) e Succinyl Triticum vulgaris (SWGA).

TERMOS DE INDEXACAO: Plantas téxicas, Sida carpinifolia,
Malvaceae, bovinos, intoxicagéo por planta, doenca do arma-
zenamento lisossomal, lectina-histoquimica, microscopia ele-
trébnica de transmissao.

INTRODUCAO

Sida campinifolia L.f. (Malvaceae) ou Sida acuta var. carpinifo-
lia (L.f) K.Schum, popularmente conhecida como guanxuma,
vassourinha, malva-brava e relégio-de-vaqueiro é planta nativa
do Brasil, onde ocorre em quase todo o territério nacional. A
planta & invasora de lavouras e pastagens, principalmente em
solos mais argilosos, compactados e ricos em matéria organi-
ca (Kissmann & Groth 2000, Lorenzi 2000). No Rio Grande do
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Sul, onde é vulgarmente conhecida como cha-da-india ou cha-
do-reino, a planta esta disseminada, especialmente em areas
sombreadas e litorAneas. Nesse estado, a intoxicacao foi di-
agnosticada, pela primeira vez, em caprinos (Driemeier et al.
2000), subsequentemente, em pbneis (Loretti et al. 2003), ovi-
nos (Seitz et al. 2005a) e cervo dama (Dama dama) (Pedroso
et al. 2009). A doenca também foi identificada em Santa
Catarina, onde foram afetados bovinos (Furlan et al. 2009) e,
em Sao Paulo, onde caprinos e ovinos se intoxicaram (Godoy
et al. 2005, Paganini Filho et al. 2008). Experimentalmente, a
doenca foi reproduzida em caprinos (Colodel et al. 2002a), ovi-
nos (Seitz et al. 2005b) e bovinos (Furlan et al. 2008).

Os principais sinais clinicos da intoxicagao incluem in-
coordenacéo, ataxia com dismetria, tremores de cabeca e
pescoco, além de quedas frequentes (Colodel et al. 2002a,
Furlan et al. 2008). Na necropsia, ndo sao observadas alte-
racbes macroscopicas significativas (Colodel et al. 2002a,
Seitz et al. 2005a, Furlan et al. 2008). As principais altera-
¢Oes microscoépicas se caracterizam por distensédo e va-
cuolizagéo dos neurdnios de Purkinje do cerebelo, nucleos
do tronco encefalico, epitélio dos acinos pancreaticos, célu-
las foliculares da tireoide, epitélio de tubulos renais, hepato-
citos e macrofagos de 6rgéos linféides (Colodel et al. 2002a,
Seitz et al. 2005a, Furlan et al. 2008, Furlan et al. 2009).

O alcaloide indolizidinico 1,2,8-triol, denominado swain-
sonina e identificado em S. carpinifolia (Colodel et al. 2002b),
inibe as enzimas a-manosidase lisossomal e o-manosidase
Il do complexo de Golgi e, consequentemente, induz a do-
enca de depdsito lisossomal (DDL) (Agamanolis 1995,
Moremen 2002) que afeta particularmente neurdnios
(Molyneux & James 1982, Stegelmeier et al. 1995). A de-
teccao de oligossacarideos na urina de caprinos intoxica-
dos experimentalmente com Sida carpinifolia foi indicada
como ferramenta diagnéstica para animais expostos ou in-
toxicados pela planta (Bedin et al. 2009). Doengas indistin-
guiveis tém sido associadas com consumo de Astragalus
spp. e Oxytropis spp. nos Estados Unidos (Stegelmeier et
al. 1995, Pfister et al. 2003), Swainsona spp. na Australia
(Colegate et al. 1979), Ipomoea spp. no Sudao (Damir et al.
1987), Mocambique (Balogh et al. 1999), Argentina (Armesto
et al. 2004, Rios et al. 2008) e Brasil (Barbosa et al. 2006,
Antoniassi et al. 2007, Armién et al. 2007, Barbosa et al.
2007), além de Turbina cordata, também no Brasil (Dantas

etal. 2006). Este trabalho relata a ocorréncia da intoxicagéao
por Sida carpinifolia (Malvaceae) em bovinos no Rio Grande
do Sul e descreve os achados epidemioldgicos, clinico-pa-
toldgicos, lectina-histoquimicos e ultraestruturais associa-
dos com a doenca.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados quatro surtos (A, B, C e D) em que cinco
bovinos foram intoxicados naturalmente por Sida carpinifolia
L.f. (fam. Malvaceae) no Rio Grande do Sul, no periodo 2001-
2008. Os bovinos desse estudo foram numerados de 1 a 5
(Quadro 1). Dados epidemiolégicos e clinicos foram obtidos
pelos médicos veterinarios das propriedades e pela equipe do
Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS), durante visita as proprieda-
des. Foram realizadas quatro necropsias e, em um caso (Bovi-
no 3), o material foi encaminhado ao SPV-UFRGS para exame
histopatoldgico. Fragmentos de diversos érgaos foram coleta-
dos e fixados em formol 10%, processados de forma rotineira
para histologia e corados pela hematoxilina e eosina (HE).
Fragmentos de talamo do bovino 3 foram fixados em glutaral-
deido e enviados para o Laboratério Regional de Diagndstico
(LRD) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) para exa-
me de microscopia eletrdnica de transmisséo.

Fragmentos de SNC dos Bovinos 2, 3 e 5 e do ganglio
celiaco do Bovino 3 foram submetidos a técnica de lectina-
histoquimica (Goldstein & Hayes 1978) com a utilizagdo de
lectinas obtidas comercialmente (Vector Laboratories, Burlin-
game, CA) (Quadro 2). As laminas foram desparafinizadas em
xilol e hidratadas em concentragdes decrescentes de alcool. A
inativacao da peroxidase enddgena foi feita com perdxido de
hidrogénio 3%, por 30 minutos e a recuperagao, com calor e
solugéo de tampao citrato 10mM (pH 6.0), em banho-maria
(100°C), por 15 minutos. Para a diminuicao das ligacoes ines-

Quadro 1. Dados gerais referentes aos bovinos
intoxicados naturalmente por Sida carpinifolia no

Rio Grande do Sul
Bovino n® Surto  Ano Raca Sexo Idade (anos)
1 A 2001 SRD F 0,8
2 B 2006 Holandés F 5
3 C 2008 Holandés F 12
4 C 2008 Holandés F 0,8
5 D 2008 SRD M 1,5

SRD = sem raga definida, F = fémea; M = macho.

Quadro 2. Lectinas utilizadas no estudo histoquimico de intoxicacao
natural por Sida carpinifoliaem bovinos no Rio Grande do Sul

Lectina Abreviatura Especificidade Carbohidrato®
Concanavalia ensiformis Con-A a-D-Man; a-D-Gilc
Glycine Max SBA a-D-GalNac; b-D-GalNac; a e b-Gal
Dolichos biflorus DBA a-D-GalNac
Ulex europaeus-1 UEA-1 a-L-Fuc
Triticum vulgaris WGA b-D-GlcNac, NeuNac
Succinyl-WGA sWGA (b-(1-4)-D-GlcNac)?

Arachis hypogaea PNA
Ricinus communis-1 RCA-1

b-D-Gal(1-3) GalNac
b-D-Gal > a-D-Gal

2 Goldstein & Hayes (1978). Fuc = fucose; Gal = galactose; GalNac = N-acetil-
galactosamina; Glc = glicose; GlcNac = N-acetil-glicosamina; Man = manose;
NeuNac = acido N-acetil-neuraminico.
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pecificas (background), os cortes foram tratados com leite des-
natado (MolicoO) 5%, durante 30 minutos. Subsequentemente,
as lectinas foram aplicadas na diluicao de 5mg/ml em PBS
(phosphate buffered saline) pH 7.4, exceto por Con-A que foi
utilizada em 1 mg/ml. Seguindo-se, as laminas foram incuba-
das em camara Umida a 4°C por 12-14 horas overnight, lava-
das individualmente com agua destilada e PBS, tratadas com
estreptavidina (DAKO LSAB 2 kit, DAKO Corp., Carpinteria,
CA) por 20 minutos em cadmara umida. Os cortes foram revela-
dos com diaminobenzidine (DAB) (DAKO) por 5 minutos ou
até atingir coloragdo marrom e contracorados com hematoxili-
na de Harris. Por se tratar de doenga com sinais clinicos nervo-
sos, todos os casos foram submetidos a técnica de imuno-
histoquimica para raiva (Pedroso et al. 2008) e encefalopatia
espongiforme transmissivel (EET).

RESULTADOS

Epidemiologia e sinais clinicos

Nas propriedades visitadas, a pastagem nativa dos pi-
quetes onde os bovinos eram mantidos constituia a princi-
pal fonte de alimento e apresentava infestacdes por Sida
carpinifolia, as vezes, em matos de eucaliptos (Eucalyptus
globulus) (Fig.1). Os surtos analisados (A, B, C e D) tiveram
morbidade de 13%, 15%, 40% e 55,55%, respectivamente.

Surto A. Pequena propriedade localizada em Triunfo/
RS, onde de um total de quinze bovinos, um morreu e

Fig.1. Infstagao or Id carpinifolia em ato de Eucalipto
(Eucalyptus globulus), Rio Grande do Sul. No detalhe, o
aspecto de Sida carpinifolia.

outro desenvolveu doenca caracterizada por emagrecimen-
to, balanco e tremores da cabeca, além de quedas durante
0 andar. Esse bovino foi eutanasiado e necropsiado.
Surto B. Municipio de Triunfo/RS. De um total de vinte
bovinos (4 vacas, 2 bois e 14 bezerros), adoeceram trés va-
cas em final de gestacao. Apds apresentar-se subitamente
em decubito esternal com fratura no membro posterior direito
(provavelmente associada com tentativas infrutiferas de
manter a estacdo), uma vaca foi eutanasiada e necropsiada.
Surto C. Municipio de Caxias do Sul/RS. Propriedade
com 160 hectares e um total de trinta bovinos. Histéria de
doze mortes (oito vacas e quatro bezerros) nos ultimos
quatro meses, com quadro clinico de emagrecimento, difi-

culdade de permanecer em estacéo (Fig.2), incoordena-
¢céo e quedas frequentes. Um bovino com esses sinais foi
eutanasiado e fragmentos de figado e cérebro do mesmo
foram encaminhados ao SPV-UFRGS para andlise histo-
patoldgica. Outro bovino, com doenca semelhante e que
foi eutanasiado e necropsiado, apresentou HR test (head

£ o,
Fig.2. Intoxicagdo por Sida carpinifolia em bovinos no Rio Gran-
de do Sul. Bovino 3 com dificuldade de permanecer em
estagé@o apos o “HR test”.
raising test) positivo, o qual conforme Pienaar et al. (1976),
consiste em queda subsequente a flexao da cabeca para
cima e caudalmente seguida, apds alguns segundos, de
soltura rapida.

Surto D. Municipio de Triunfo/RS. De um total de nove
bovinos, cinco haviam morrido no decorrer de seis meses,
com sinais clinicos de emagrecimento, incoordenacgao e
quedas ao movimento. Um bovino em decubito lateral,
movimentos de pedalagem, tremores e hiperexcitacao, além
de HR test positivo foi eutanasiado e necropsiado. Dados
referentes ao ano de ocorréncia, racga, sexo e idade dos
bovinos estao apresentados no Quadro 1.

Achados patoldgicos

Nao foram observadas alteragbes macroscdpicas sig-
nificativas. As principais alteragdes histologicas foram
observadas no sistema nervoso central e incluiram vacuo-
lizagédo dos neurdnios de Purkinje do cerebelo (Fig.3), nu-
cleos do tronco encefalico e alguns neurdnios na camada
granular, além de esferdides axonais. No cerebelo dos cin-
co bovinos havia neurbnios encolhidos, com ntcleos
picnoticos, citoplasma eosinofilico (Fig.4) e, muitas ve-
zes, desaparecimento de neurénios de Purkinje. Em dois
casos havia tumefacao e vacuolizagao leve a moderada
de nucleos da ponte e, em trés casos, havia tumefacao e
vacuolizagéo leve a moderada no mesencéfalo, na altura
dos coliculos rostrais. Na regido do tédlamo, havia leve tu-
mefacao de neurdnios. Outras lesdes consistiram de va-
cuolizagéo das células acinares do pancreas (2/3) (Fig.5),
células foliculares da tireoide (1/3), células tubulares do
rim (3/4) e hepatdcitos (5/5). Em dois casos (Bovinos 1 e
3), verificou-se vacuolizagao leve a moderada de alguns
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neurdnios do ganglio celiaco (2/2) e do plexo mioentérico
(1/1), bem como do epitélio do epididimo (1/1).

Microscopia eletrdnica e lectina-histoquimica

No talamo do bovino 3, havia vacuolos delimitados por
membrana com conteudo finamente granulado (Fig.6). Na
lectina-histoquimica, havia marcagdes no SNC, com graus
variaveis de leves a moderadas, especificamente no cito-
plasma dos neurdnios de Purkinje, da camada granular (in-
clusive os de Golgi) e da camada molecular do cerebelo.
Tais marcagdes foram mais evidentes quando tratadas com
Concanavalia ensiformis (Con-A), Triticum vulgaris (INGA)
(Fig.7) e Succinyl Triticum vulgaris (SWGA). Também houve
marcac¢do em neurdnios do ganglio celiaco do Bovino 3 (Fig.8)
e no telencéfalo. Nao houve marcacao para as outras lectinas.

Imuno-histoquimica
Todos os testes para raiva e EET foram negativos.

DISCUSSAO

O diagndstico da intoxica¢ao por Sida carpinifolia nos bo-
vinos foi baseado nos achados clinico-epidemiolégicos,

Fig.3. Vacuolizagdo de neurdnios de Purkinje do cerebelo, na
intoxicagéo por Sida carpinifolia em bovinos no Rio Gran-
de do Sul (Bovino 2). HE, obj.40x.

Fig.4. Neurbnio vacuolizado (seta) e dois neurdnios retraidos
e eosinofilicos (cabega de seta) no cerebelo, na intoxica-
¢ao por Sida carpinifolia em bovinos no Rio Grande do Sul.
(Bovino 2). HE, obj.20x.
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Fig.5. Vacuolizacdo moderada das células acinares do péan-
creas, na intoxicagao por Sida carpinifolia em bovinos no

Rio Grande do Sul (Bovino 5). HE, obj.40x.

Fig.6. Vacuolos contendo material finamente granulado deli-
mitado por membrana no talamo, na intoxicacao por Sida
carpinifolia em bovinos no Rio Grande do Sul. (Bovino 3).
Microscopia eletronica de transmissdo. Barra: 2um.

P2 & “‘ A | : ‘ b Wy
LA‘.,'& ¢ : bl LA : :
Fig.7. Intoxicagdo por Sida carpinifolia em bovinos no Rio Gran-

de do Sul (Bovino 2). Marcagéo para Triticum vulgaris (\IWGA)
em neurdnio de Purkinje. Lectina-histoquimica, obj.40x.
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Fig.8. Intoxicagéo por Sida carpinifolia em bovinos no Rio Gran-
de do Sul (Bovino 3). Marcagao para Concanavalia
ensiformis (Con-A) em neurdnio do ganglio celiaco. Lectina-
histoquimica, obj.40x.

além das alteragdes histologicas, ultraestruturais e lectina-
histoquimicas caracteristicas. Durante visitas as proprie-
dades com casos da doenca, constatou-se que S. carpini-
folia era a vegetagao predominante nos piquetes e, portan-
to, a principal fonte de alimentagéo dos bovinos. Essa si-
tuacao foi idéntica aquelas observadas em casos de into-
xicagcao natural em caprinos, ovinos e pdneis no Rio Gran-
de do Sul (Colodel et al. 2002a, Loretti et al. 2003, Seitz et
al. 2005a), como também em bovinos em Santa Catarina
(Furlan et al. 2009). Segundo os proprietarios da regiao de
Triunfo/RS, ha varios anos tem havido mortes de bovinos
afetados por doenca caraterizada por sinais nervosos e
mantidos em areas infestadas por S. carpinifolia e com
pouca disponibilidade de forragem. Ha também relatos de
que os animais adquiriam avidez pela planta, mesmo quan-
do outros alimentos estavam a disposicao. Tais fatos tam-
bém foram relatados previamente (Colodel et al. 2002a,
Furlan et al. 2009).

Experimentalmente, demonstrou-se que doses de 10g/
kg por um periodo de 120 dias provocam alteracdes clini-
cas leves em bovinos; enquanto que 30 e 40g/kg adminis-
tradas por um periodo de 150 dias produzem alteracdes
neuroldgicas moderadas a acentuadas (Furlan et al. 2008).
O quadro clinico em bovinos (caracterizado principalmen-
te por incoordenacao motora, tremores musculares, decu-
bito, movimentos de pedalagem e morte) foi semelhante
ao observado nas intoxicagcGes naturais em caprinos
(Driemeier et al. 2000, Colodel et al. 2002a), ovinos (Seitz
et al. 2005a) e bovinos (Furlan et al. 2009), como também
ao observado na reproducdo experimental em caprinos,
ovinos e bovinos (Colodel et al. 2002a, Seitz et al. 2005b,
Furlan et al. 2008). Em dois dos bovinos avaliados, obser-
vou-se teste HR positivo, pois animais com alteracdes
neuroldgicas, especialmente cerebelares e vestibulares,
demonstram incoordenacao motora e ataques epileptifor-
mes, quando submetidos ao procedimento (Pienaar et al.
1976) que, portanto, tem sido ferramenta diagndstica auxi-
liar em casos de intoxicacao por S. carpinifolia.

As principais alteragdes microscopicas observadas nos
bovinos intoxicados naturalmente desse estudo foi distenséo
e vacuolizagao dos neurdnios de Purkinje do cerebelo, além
de vacuolizacdo nas células foliculares da tireoide e células
acinares do pancreas. Essas alteracdes foram observadas
em bovinos naturalmente intoxicados (Furlan et al. 2008,
Furlan et al. 2009), como também em caprinos, pdneis, ovi-
nos e cervideos intoxicados naturalmente (Driemeier et al.
2000, Colodel et al. 2002a, Loretti et al. 2003, Seitz et al.
2005a, Pedroso et al. 2009). Solanum fastigiatum (jurubeba)
(Mendez & Riet-Correa, 2008) e Phalaris angusta (Gava et
al. 1999) devem ser consideradas no diagndstico diferencial
de intoxicagéo por S. carmpinifolia na Regiao Sul do Brasil,
pois também causam quadro clinico neuroldgico. A intoxi-
cacao por Solanum fastigiatum apresenta sinais cerebelares
caracterizados por crises periddicas do tipo epileptiforme,
sendo que a duragdo varia de poucos segundos a um minu-
to. Nessa doenca, ha vacuolizagdo celular limitada aos neu-
ronios de Purkinje do cerebelo (Rech et al. 2006, Mendéz &
Riet-Correa, 2008). A técnica de lectina-histoquimica permi-
te a diferenciacao, pois a intoxicacéo por S. carpinifolia se
caracteriza como uma omanosidase (Driemeier et al. 2000,
Seitz et al. 2005a) e a intoxicagao por S. fastigiatum, como
uma doenca de depdsito glicolipidico (Paulovich et al. 2002).
Na intoxicacao por Phalaris angusta, evidencia-se macros-
copicamente uma coloragéo verde-azulada nas regides do
talamo, mesencéfalo e medula oblonga e, na microscopia,
ha pigmento granular marrom-amarelado no pericario de neu-
rénios que nao é observado na intoxicagcao por S. carpinifo-
lia (Souza & Irigoyen 1999).

A histoquimica com lectinas tem se mostrado uma fer-
ramenta importante para o diagnéstico de doengas de depé-
sito lisossomal, incluindo as induzidas por plantas téxicas.
Na &-manosidose, ha acumulo de oligossacarideos conten-
do residuos a-manose e (-N-acetil-glicosamina (GIcNAc)
(Beaudet 1983). Todos os casos analisados demonstraram
marcacgoes para lectinas Con-A, sWGA e WGA. A lectina
Con-A se liga mais especificamente a a-manose (Goldstein
& hayes, 1978) e as lectinas sSWGA e WGA marcam o0s
residuos GIcNAc (Monsingny et al. 1980). Esses sé&o os
primeiros registros de intoxicacao natural por S. carpinifolia
em bovinos no Rio Grande do Sul. Por se encontrar disse-
minada no Rio Grande do Sul, ressalta-se a importancia do
diagndstico de intoxicagao por Sida carpinifolia em herbivo-
ros no estado. Apds o diagndstico, os proprietarios transfe-
riram os demais bovinos dos locais infestados pela planta
para outros locais livres de S. carpinifolia e nao houve regis-
tros de novos casos da intoxicacao.
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