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ESTUDO DE CASO — INTOXICA(;AO POR TANINOS EM BOVINOS DE CARNE
Resumo

A intoxicagéo por taninos é um problema que afeta principalmente exploracdes de bovinos
de carne, em especial na regido do Alentejo rica em Sobreiro (Quercus suber) e Azinheira
(Quercus ilex). Neste sentido € de grande importdncia uma nova andlise sobre esta
problematica, desta vez adaptada a algumas especificidades do nosso pais como sejam as
espécies arbdreas presentes no nosso clima e as nossas espécies autéctones, em especial
racas da espécie bovina.

Este estudo decorreu numa exploracdo do concelho de Alcacer do Sal, dedicada, entre
outras coisas, a cria e recria de bovinos de engorda, e que possui um efetivo de cerca de
800 animais. Em Novembro de 2014 notaram um aumento no nimero de mortes, algumas
subitas, nas vacas do seu efetivo. Na sequéncia desta situacdo a Faculdade de Medicina
Veterindria foi contactada no sentido de tentar resolver este problema.

ApoOs esse contato fizemos vérias visitas a herdade nas quais, entre outras atividades,
realizdmos um total de oito necrdpsias. Em vida estes animais apresentavam um marcado
edema submandibular, além de evidentes sinais de magreza. Os dados mais marcantes nas
necropsias realizadas foram edemas submandibulares e da barbela muito evidentes,
acumulacdo de liquido na cavidade abdominal, edema das pregas do abomaso e atrofia
renal.

Desde 2001 que casos semelhantes tém sido reportados, suspeitando-se na altura de uma
intoxicacao crénica por taninos, resultante da ingestao de bolota de sobreiro. A analise mais
extensa e cuidada destes novos casos permitiu confirmar as suspeitas iniciais.

Apesar do numero de mortes sUbitas ocorridas, a intoxicagdo por taninos € geralmente um
processo crénico e arrastado, ainda sem antidoto ou tratamento eficaz. Nesta altura a
Faculdade juntamente com a Herdade do Pinheiro estdo a tentar implementar algumas
estratégias que permitam minimizar as perdas ocasionadas pela ingestdo de taninos. A

aposta sera em estratégias de prevencgao.

Palavras-chave: taninos, Quercus, bovinos de carne, necrépsia



CASE REPORT — TANNIN INTOXICATION IN BEEF CATTLE
Abstract

Tannin poisoning is a problem that occurs mainly in beef cattle grazing in farms, especially in
Alentejo (south of Portugal). This region is rich in trees of the genus Quercus: Sobreiro
(Quercus suber) and Azinheira (Quercus ilex). It is of most importance a new analysis and
approach to this problem, based in the specificities of portuguese flora, weather and bovine
species.

This work is based on a bovine population on a farm in Alcacer do Sal that raises beef cattle.
This farm has a bovine population of almost 800 animals. In November of 2014 the owners
noticed an increased in the number of sudden deaths and decided to contact the School of
Veterinary Medicine, in Lisbon, to make a diagnosis of this problem.

The team of the Vet School visited the farm several times and until the date of publication of
this report, besides other activities, eight necropsies were performed. All the animals
observed presented very pronounced submandibular and brisket edemas and weight loss. At
necropsy, the major findings were submandibular edemas, fluid in the abdominal cavity and
a very marked renal atrophy.

Since the year of 2001 that similar cases had been reported to the same team and the
suspicious was tannin poisoning. A most accurate and deep analysis of this problem allowed
the team to confirm their initial suspicion — tannin poisoning.

Although we faced a number of sudden deaths, tannin poisoning is usually a chronic disease
and has no effective treatment or antidote. Prevention is the best way to minimize the cattle

losses.

Palavras-chave: tannins, Quercus, beef cattle, necropsy
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Resumo das atividades realizadas durante o estagio

Entre Fevereiro e Julho de 2015, o meu estagio centrou-se no exercicio de Clinica de
Espécies Pecuarias. Todas as semanas, acompanhando o Professor Miguel Saraiva Lima,
visitamos duas a trés exploracfes diferentes e tive oportunidade de conhecer qual o papel
do Médico Veterinario na area dos animais de producdo, tanto na sua vertente de apoio
clinico, mas também como consultor em areas mais técnicas da exploracdo, como 0 maneio

e a alimentagao, por exemplo.

As exploracdes as quais prestdmos o nosso apoio foram: Bardo e Bardo Lda, Herdade do
Pinheiro S.A., Agropecuéria Terrim, Pinhal Gados, Casal de Quintanelas e Herdade do

Zambuijal.

Durante estes seis meses tive a oportunidade de contatar com caprinos de aptidao leiteira,
bovinos de leite e bovinos de carne. A grande maioria dos casos clinicos com 0s quais
contactamos eram problemas de Toxémia de Gestagdo e Listeriose (em caprinos),
intoxicacdo por taninos (em bovinos de carne), quebras de produgédo (em bovinos de leite),

atrasos no crescimento em jovens (caprinos e bovinos), claudica¢des (bovinos de carne).

Pude ainda realizar algumas intervencdes como recolha de sangue nas veias jugular e da
cauda, recolha de liquido cefalorraquidiano, recolha de urina, recolha de leite (para TCM),
administracdo de farmacos por via endovenosa, intramuscular e subcutanea, administragédo
de fluidoterapia oral e endovenosa (em vitelos), corte e aparagem de cascos, resolucdo de
distécias (em caprinos), cesarianas (em caprinos) e resolucdo de prolapso uterino (em
bovinos de carne). Também realizei inlmeras necrépsias que se provaram bastante Uteis no
diagnostico de problemas de rebanho e na aplicacdo de medidas profilaticas ou metafilaticas

na exploragéo.



1) Introducéao

Em Novembro de 2014, a Faculdade de Medicina Veterinaria (FMV) foi contactada pelos
responsaveis de uma exploracdo (Herdade do Pinheiro, S.A.) devido & morte de alguns
bovinos suspeitos de intoxicacdo por taninos (presentes na bolota e folhas de sobreiro).
Casos semelhantes ja tinham sido reportados em 2001, embora esta seja uma situacéo
conhecida por produtores e tratadores desde sempre. Todos 0s animais identificados

resultavam de cruzamentos entre as racas presentes nesta exploragao.

A Herdade do Pinheiro, S.A., situa-se na freguesia do Pinheiro, Alcacer do Sal. Esta é uma
exploracdo de 5000 hectares dedicada a cria e engorda de bovinos de carne, a cultura do
arroz (cerca de 200 hectares) e pinh&o e ainda a cacga, sobretudo de pombos. Tem um
efetivo de reprodutores das racas Mertolenga, Blonde D’ Aquitaine, Charolés e Limousine e
possui (& data deste estudo) 120 machos, 93 dos quais com menos de 8 meses e 663
fémeas, 454 com mais de 2 anos (que constituem o seu efetivo de reprodutoras). O efetivo &
vacinado para BVD (Bovine Viral Diarrhea) (Bovilis BVD®) e Clostridium (Covexin 8®) em
Maio e Novembro e desparasitados contra endo e ectoparasitas semestral e alternadamente
com lvermectina e Ivermectina mais Closantel, respetivamente. A herdade situa-se numa
zona de montado, com estrato arbdreo constituido sobretudo por Sobreiro (Quercus suber) e
Pinheiro (Pinus spp). A alimentacdo dos animais é baseada em pastagem natural e
semeada, embora em certos periodos do ano de maior caréncia os animais procurem
alimentos alternativos como a bolota de sobreiro (Setembro a Janeiro) e folhas de sobreiro

(rama das arvores e arvores jovens) que estdo disponiveis todo 0 ano.

Na sequéncia deste pedido de colaboragdo por parte desta exploragdo surge entdo a
elaboragdo desta dissertacdo, cujos objetivos principais sdo a confirmacdo do diagndstico
inicialmente efetuado, a elaboracédo de estratégias preventivas e o levantamento de novas

guestdes, ainda por esclarecer na bibliografia existente, acerca desta problemaética.



2) Reviséao bibliogréafica

2.1) Caracterizacéo dos taninos

Sabe-se que taninos e seus metabolitos, quando consumidos em excesso, S840 compostos
toxicos para ruminantes. Segundo a sua estrutura quimica estas substancias podem ser
divididas em dois grupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados, sendo que algumas
moléculas possuem caracteristicas destes dois grupos.

Taninos condensados (ou protocianidinas) sdo polimeros flavonéides, unidos por ligacdes
carbono-carbono, de peso molecular elevado. As protocianidinas tendem a tornar 0 meio de
cor avermelhada quando em contacto com acido (Van Soest, 1994), sendo um método util e
facil de identificar a sua presenca em alguns alimentos. O peso destas moléculas dificulta a
sua degradacédo pela flora ruminal e absorgéo intestinal, apresentando uma baixa toxicidade
(exceto quando ingeridos em grandes quantidades) (Smith et al, 2005). Taninos
condensados tendem a ser mais frequentes na natureza. Quanto a taninos hidrolisaveis
estes possuem um nucleo central formado por um gllcido e ligacdes éster entre 0s grupos
hidroxilo e acido galico (Van Soest, 1994). Este grupo de compostos quimicos ja possui um
peso molecular adequado a absorcdo intestinal originando intoxicacdes sistémicas, por
vezes fatais. As tanases ruminais atuam na metabolizagdo do &cido géalico em pirogalol e
outras moléculas de baixo peso molecular que sédo depois absorvidas a nivel intestinal
(Sandusky et al, 1977; Salem et al, 2011). Conhecem-se quatro classes de taninos
hidrolisaveis: galotaninos, elagitaninos, taragalotaninos e cafetaninos (Van Soest, 1994).

A capacidade de ligacdo dos taninos a proteinas é a sua caracteristica mais conhecida e
bem estudada. A ligacdo destes compostos a proteinas salivares €, alias, o que Ihes confere
a caracteristica adstringéncia notada em alguns vinhos (Van Soest, 1994). Existem quatro
tipos de ligagBes possiveis entre compostos taninicos e proteinas (Frutos et al, 2004):
ligagbes de hidrogénio (reversiveis e dependentes do pH) entre os radicais hidroxilo os
grupos fendlicos e o oxigénio do grupa amida das ligagbes peptidicas das proteinas; por
ligagBes hidrofébicas (reversiveis e dependentes do pH) entre os anéis arométicos dos
compostos fendlicos e as regides hidrofobicas das proteinas; por ligacdes idnicas
(reversiveis) entre o ido fendlico e o catido das proteinas e por ligacdes covalentes
(irreversiveis) através da oxidacao dos polifendis a quinonas e a posterior condensagao com

grupos nucleofilicos das proteinas.



Aproveitando esta capacidade de formar complexos com proteinas, métodos de analise
quantitativa e qualitativa a compostos polifendlicos baseiam-se na sua precipitacdo com
proteina, adsorcdo de taninos em proteina insollvel, precipitagdo com sais de metais
pesados, formacgdo de produtos colorimétricos pela oxidagdo de taninos e medi¢do UV (Van

Soest, 1994). Serdo brevemente descritos os métodos mais comummente usados.

2.1.1) Precipitacdo com proteina

Um método simples de identificacdo da presenca de taninos é a sua precipitacdo quando
adicionados a gelatina, uma metodologia desenvolvida por Hagerman e Butler (1978) (citado
por Van Soest, 1994). Para medir a quantidade de taninos presente pode usar-se um
método gravimétrico em que € medida a quantidade de gelatina antes e depois de
adicionada a solucdo contendo taninos. Tem sido usada uma metodologia semelhante na
indUstria cervejeira em que se usa caseina para medir a quantidade de taninos presente na
cerveja.

E também muito usado o método Hide powder (ISO 14088:2012), em que a amostra
contendo taninos é seca e depois de rehidratada € passada por couro reduzido a pé, que
tem reatividade para com os polifendis. As moléculas de polifendis que ficarem fixas ao p6
sdo classificadas e quantificadas como taninos. Embora seja um bom método de
quantificacdo, nao da informacao qualitativa acerca da molécula de taninos envolvida.

Existe ainda a hemanalise, desenvolvida por Bate-Smith (1973), em que uma solucédo de
sangue fresco € misturada a solucao de amostra. Apés centrifugacdo desta mistura, é feita
uma leitura colorimétrica do sobrenadante (proteina + taninos) e obtém-se um teor em
Equivalente de Acido Tanico (Tannic Acid Equivalent ou TAE).

Como foi referido os métodos de quantificagéo colorimétricos sdo os mais usados pela sua
facilidade, no entanto a extracdo e quantificacdo recorrendo ao método radioquimico de

Hagerman e Butler (1980) (citado por Van Soest, 1994) é mais sensivel.

2.1.2) Adsorcéo em proteinas insoluveis

O mais usado é o método de Andersen e Todd (1968) (citado por Van Soest, 1994) que usa
polivinilpirrolidona (PVP) que por ser um polimero de moléculas muito grandes € insoltvel
em agua e pode ser usado como um agente adsorvente. A medi¢cdo € feita passando a
solugdo amostra por uma coluna de PVP e medindo a quantidade de matéria organica

perdida na mistura, por gravimetria.

2.1.3) Precipitacdo com sais de metais pesados

Alguns ides formam complexos coloridos quando em solu¢do com polifendis. As diferentes
cores estdo associadas a diferentes moléculas de polifendis. A mistura da amostra de

taninos com os ides é depois lida recorrendo a um espectofotémetro.



2.2) Taninos na natureza — espécie arborea Quercus

Os taninos séo considerados compostos secundarios das plantas e encontram-se em varias
espécies, sem preferéncia por determinado clima. Foram detetados taninos em espécies
das familias Betulaceae, Cesalpinaeceae, Cistaceae, Fagaceae (que inclui o género
Quercus), Leguminaceae e Poaceae, por exemplo.

Neste trabalho vamos debrucar-nos sobre o género Quercus, uma vez que a exploracdo na
qual se identificaram estes casos clinicos tem uma flora com abundéncia em Sobreiro
(Quercus suber). Os taninos sdo habitualmente mais abundantes nas zonas da planta mais
nutritivas e apeteciveis para os herbivoros, como sejam a folha e o fruto. Quanto ao teor de
taninos nas folhas de sobreiro, ndo se encontram estudos que os quantifiquem, no entanto,
um estudo efetuado usando folhas de Carvalho inglés (Quercus rubor) demonstrou que as
folhas num estadio mais imaturo eram mais ricas em taninos hidrolisaveis e glicosidos
flavonoides (Salminen et al, 2004). No mesmo trabalho verificou-se que as protocianidinas

(ou taninos condensados) eram mais abundantes em folhas ja maduras.

Relativamente ao teor de taninos na bolota, este varia em funcdo da variacdo de fatores
climaticos (como temperatura e pluviosidade, por exemplo), do grau de maturacdo dos
tecidos vegetais, da exposicdo a agentes fitogénicos ou a excessiva predacdo por
herbivoros (Frutos et al, 2004). Consoante a subespécie de Quercus, sera também diferente
0 teor de taninos presente. Alguns autores ja mediram a percentagem de taninos
hidrolisdveis e condensados na bolota. Um estudo (Tejerina et al, 2011) realizado em
bolotas de Quercus suber e Q. rotundifolia conclui que os valores de taninos condensados
na bolota (medido em g catequina/kg MS) era sempre inferior & concentracdo de taninos
hidrolisaveis (medidos em g acido galico/kg MS e g acido elagico/kg MS). Quanto ao tipo de
taninos hidrolisaveis presente, Tejerina et al (2011), concluiram que a concentracdo de
acido galico era trés vezes superior a de acido elagico. Resultados diferentes obtiveram
Cantos et al (2003) que concluiram, por analise cromatogréfica, que a bolota de sobreiro era
mais rica em polifendis do espectro do acido elagico.

Quanto a uma variacdo sazonal da concentracdo de taninos na bolota, a semelhanca do que
acontece nas folhas de sobreiro, 0 mesmo estudo referido mais acima (Tejerina et al, 2011)
verificou que ambos os tipos de taninos (hidrolisaveis e condensados) sofriam uma variacéo
sazonal, estando em maior concentracdo em Novembro e diminuindo progressivamente até

Janeiro.



Resultados semelhantes foram também obtidos por Almeida e Marinho (1992) (Tabela n°1)
que determinaram que a concentracdo em taninos na bolota de Azinheira (Qercus ilex) é
maior em Setembro (9,76 TAE %MS) em comparagdo com Novembro (2,94 TAE %MS). A
FEDNA (Fundacion Espafiola para el Desarollo de la Nutricion Animal) analisou bolotas de
Azinheira e Sobreiro e concluiu que os taninos constituem cerca de 2,3% da bolota fresca.

Dentinho et al (2005) analisaram igualmente a bolota de Azinheira e concluiram que a
concentracdo de compostos fendlicos (7,7 em equivalente de acido tanico na %MS) é
superior em Novembro, comparando com Dezembro (3,5 em equivalente de acido tanico na
%MS). Mas por sua vez, a concentracdo de taninos condensados é maior em Dezembro
(5,2 em equivalente de catequina na %MS), do que em Novembro (3,5 em equivalente de
catequina na %MS). Estes valores confirmam que a bolota em fases mais imaturas é mais

prejudicial, uma vez que a concentragdo de taninos em equivalente de acido tanico é maior.

Tabela n°l - Evolugdo da composicao quimica da bolota ao longo da sua maturacédo (Adaptado
de Almeida e Marinho, 1992)

Epoca de colheita

Setembro Outubro Novembro

Matéria Seca 46,36 % 53,43 % 58,32 %

Proteina Bruta 3,16 % 3,26% 3,69 %
Gordura Bruta 5,0 % 7,7 % 8,5 %

Acucares Soluveis 9,41 % 10,20 % 13,43 %

Amido 17,98 % 51,64 % 57,29 %

Fendis totais 7,32 % 7,94 % 4,90 %

Taninos (Eq. Acido

9,76 7,35 2,94

tanico)




2.3) Sinais clinicos

A ingestdo de bolota nem sempre causa uma intoxicacdo aguda e fatal ja que, o curso da
intoxicacdo vai depender da quantidade de bolota consumida, da estrutura e peso molecular
do composto taninico e da espécie animal que consome o fruto (Frutos et al, 2004). Por
exemplo, grandes quantidades de bolota quando consumidas num curto espac¢o de tempo
podem causar a morte dos animais em menos de 24 horas, mas a ingestdo de pequenas
gquantidades ao longo de um periodo maior de tempo pode levar a doenca crénica com
progressiva deterioracdo renal (Wiseman & Thompson, 1984).

Nem todas as espécies de ruminantes sdo igualmente afetadas pela ingestdo dos taninos.
Sabe-se que os cervideos sdo uma espécie mais resistente a estes compostos pela
producdo de quantidades enormes de saliva rica em prolina (efeito descrito mais a frente)
(Frutos et al, 2005). Os caprinos, por exemplo, sdo também menos suscetiveis a intoxicacao
por taninos, embora ndo tenham uma producéo salivar rica em prolina. Deverdo, por isso,
existir outros mecanismos de adaptacdo do animal e da prépria flora ruminal a este tipo de

substancias toxicas.

Os efeitos toxicos provocados pelos taninos prendem-se, sobretudo, a sua capacidade de
formacao de complexos estaveis com as proteinas.

Os sinais clinicos referidos na literatura associados a uma grande ingestdo de bolota sédo
anorexia, letargia, atonia ruminal, um periodo de constipagdo seguido de diarreia
hemorragica, edema subcutaneo e anomalias da func¢do renal, que podem ser expressas
por polidria e polidipsia (Sandusky et al, 1977, Hervas et al, 2003).

Em casos reportados na bibliografia os animais acabam por morrer nos trés dias que se
seguem ao aparecimento desta sintomatologia, sendo que aqueles cronicamente afetados
apresentam fragqueza, edema subcutaneo (mais evidente na zona da barbela), desidratacéo,
hematuria e polidria (Sandusky et al, 1977).

Andlises a urina revelam, por vezes, diminuicdo da densidade urinaria, proteinuria,
hematuria e glicosuria (Plumlee et al, 1998; Frutos et al, 2004).

Andlises bioquimicas ao sangue de animais intoxicados revelam aumento dos valores de
ureia e creatinina (Wiseman & Thompson, 1984; Spier et al, 1987; Plumlee et al, 1998;
Hervas et al, 2003; Pérez et al, 2011). Um estudo quantificou os valores sanguineos de
alguns ibes e encontrou hiponatrémia, hipercalémia, hipoclorémia e acidose metabdlica
(Spier et al, 1987).



2.4) Lesoes

No exame post mortem observa-se ao exame da cavidade abdominal, acumulacao de fluido
ascitico, enterite hemorragica e ulceracdo ao longo do trato gastrointestinal podendo ser
encontradas bolotas no rimen (Sandusky et al, 1977; Wiseman & Thompson, 1984; Hervas
et al, 2003; Pérez et al, 2011) (Figura n°3). Ao longo de todo o trato gastrointestinal a
mucosa pode apresentar uma cor alaranjada, quando é fornecido aos animais extrato de
quebracho (Hérvas et al, 2003). O abomaso e intestino delgado apresentam-se distendidos
e com conteldo mais aquoso. A mucosa cecal pode apresentar-se mais espessa e coberta
de muco denso (Hérvas et al, 2003).

As Ulceras presentes no trato gastrointestinal sdo geralmente bem demarcadas (de 0,5 a 3
mm de diametro), de bordos congestivos, ndo perfuradas e preenchidas de material
necrético (Hérvas et al, 2003; Pérez et al, 2011). Quando o grau de ulceragdo é extenso
pode ser sentido, por vezes, um forte cheiro amoniacal ao exame da cavidade oral destes
animais (Wiseman & Thompson, 1984).

Pontualmente, ao longo do trato gastrointestinal, as andlises histopatologicas revelam
infiltrados de células inflamatorias, nomeadamente neutréfilos. Podem também observadas
areas de necrose, correspondentes as Ulceras identificadas macroscopicamente (Hérvas et
al, 2003).

Os rins apresentam-se atrofiados, firmes e de cor cinzenta, por vezes com presenca de
hemorragias petequiais (Sandusky et al, 1977; Wiseman & Thompson, 1984). O cértex
apresenta-se geralmente palido e com sinais de edema perirenal. Exames histopatoldgicos
efetuados revelaram necrose multifocal dos tubos contornados proximais (Sandusky et al,
1977; Ostrowski et al, 1989; Pérez et al, 2011).



2.5) Fisiopatologia

2.5.1) Alteracdo do estado geral

Apesar dos tao conhecidos efeitos deletérios causados por taninos, varios estudos tém sido
desenvolvidos no sentido de encontrar um equilibrio entre as concentracfes ingeridas de
taninos e a producéo de efeitos benéficos para a produtividade do animal.

Um dos primeiros passos tomados nesse sentido foi a analise quimica de taninos na
tentativa de provar o seu efeito antioxidante. Um destes exemplos é um estudo realizado
com compostos flavonoides que concluiu que protocianidinas mostram maior poder
antioxidante do que produtos quimicos comumente usados na industria alimentar para esse
efeito (Beninger et al, 2003). Estes resultados séo apoiados por outro autor que revelou que
taninos sdo antioxidantes mais potentes que fendis monoméricos (Hagerman et al, 1998).
Existem, igualmente, artigos que descrevem que concentragbes moderadas de
protocianidinas (55 g/kg MS) beneficiam o crescimento do velo, o ganho de peso vivo, a
producdo de leite e a taxa de ovulagcdo em ovelhas (Min et al, 2001; Min et al, 2003). Quanto
aos efeitos benéficos, mais um é geralmente apontado (e serd abordado mais a frente) -
taninos condensados tém sido adicionados em concentragdes moderadas a dieta de
ruminantes no sentido de aumentar a eficiéncia de digestdo do azoto, reduzindo os niveis de
emissdo de metano (Min et al, 2003).

Por fim alguns estudos concluiram gue a ingestédo de taninos diminui a carga parasitaria em
ovelhas, sendo que estas em alturas de maior infestacdo parasitaria procuram alimentar-se
de plantas ricas em taninos (Juhnke et al, 2012).

No entanto, os resultados nem sempre séo satisfatorios. Um estudo revelou que quando se
ultrapassam os 55 g/kg MS de protocianidinas os animais apresentam diminuicdo da
ingestdo de matéria seca, inibicdo da digestdo ruminal de fibra e diminuicdo da
produtividade (Min et al, 2001).

Efeitos benéficos ao nivel da ingestdo de alimento verificam-se sobretudo quando existe um
consumo de pequenas quantidades de taninos como suplemento a dieta habitual, resultando
num aumento da ingestdo de alimento (Krueger et al, 2010). Estudos confirmam que esta
“‘pequena quantidade” correspondera a menos de 50 g/kg de matéria seca de
protocianidinas (Frutos et al, 2004), outros trabalhos definem este limite nos 55 g/kg de
matéria seca (Min et al, 2003) ou ainda abaixo de 3,0 g extrato quebracho/kg peso vivo
(Hervas et al, 2003). Acima destes valores os animais apresentam diminuicdo da ingestado
de alimento, perda de peso e depressdo, bem como lesdes do trato gastrointestinal e

alteracdo de parametros sanguineos (Hervas et al, 2003).



De relembrar que os estudos apresentados apenas revelam efeitos de taninos
condensados, estando possiveis efeitos benéficos de taninos hidrolisaveis, em especial do

acido tanico, ainda por identificar.

2.5.2) Acéo a nivel gastrointestinal

Os sinais clinicos que os animais apresentam, bem com as lesdes macroscopicas
observadas na necrépsia sé@o o reflexo das interagdes entre taninos e proteina e ainda dos
efeitos diretos e indiretos destas moléculas na microflora ruminal.

Relativamente aos efeitos sobre bactérias, fungos e protozoarios da flora ruminal, taninos
podem afetar estes microrganismos por acéo direta sobre os mesmos — através da alteracéo
da permeabilidade das membranas celulares ou interagdo com a sua atividade enzimatica.
Vérios estudos tém sido realizados no sentido de aprofundar estes efeitos deletérios.
Embora sejam investigagbes in vitro, contribuem para a percecdo das alteragbes no
ambiente rumino-intestinal in vivo e as suas consequéncias a longo prazo.

Um estudo realizado em ratos revelou que alimentagdo a base de Acacia angustissima
(espécie de Acécia rica em taninos condensados) altera a microflora gastrointestinal destes
animais, resultando numa predominancia de bactérias gram negativas (provavelmente com
maior tolerncia aos taninos) (Smith et al, 2004). Um outro estudo realizado em ovelhas
Baloochi (raga originaria do Paquistédo), concluiu que a inclus@o de taninos na dieta diminui a
populacdo de bactérias celuloliticas do ramen (Ghasemi et al, 2012). Um outro estudo
realizado em ovelhas demonstrou que animais alimentados com plantas ricas em taninos
(em especifico Calliandra) apresentavam menos bactérias celuloliticas do que ovelhas
alimentadas apenas com erva (McSweeney et al, 2001).

Também as bactérias proteoliticas podem ser afetadas pela acdo de taninos. Num estudo a
interacdo de taninos com o contetdo ruminal causou diminuicdo das bactérias proteoliticas,
embora ndo tenha ocorrido reducdo da producdo de azoto ou do fluxo deste para o
abomaso (Min et al, 2002). Estes autores sugerem que 0s efeitos na inibicdo das proteases
microbianas pelos taninos deve ser especifica para cada espécie microbiana.

No que respeita as alteracdes na atividade enzimatica da microflora, um estudo relata que
na presenca de taninos condensados Ruminococcus albus, R. flavefaciens e Fibrobacter
succinogenes tém atividade enzimatica reduzida (BAE et al, 1993; Nelson et al, 1997), o que
prejudica o funcionamento do trato gastrointestinal e predispe a uma acidose ruminal ou
proliferacdo de Clostridum perfringens. Outro estudo (Makkar et al, 1988) analisou algumas
enzimas microbianas ruminais em bovino e concluiu que a atividade enzimatica da protease,
urease e CMCase estavam diminuidas na presenca de uma alimentacdo rica em Quercus

incana (uma subespécie de carvalho).
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Ha, no entanto, bactérias da flora ruminal capazes de metabolizar taninos hidrolisaveis. Um
estudo (Odenyo et al, 2001) feito com contetdo ruminal de animais da regido de Africa
revelou que bactérias gram negativas, como Selenomonas ruminanticum, exibiam uma
maior resisténcia ao &cido tanico do que bactérias gram positivas. E este o caso de
Streptococcus caprinus que produz pirogalol através da degradacdo do acido tanico, na
presenca de aumento da descarboxilase galato, por acdo do acido tanico (O’Donovan &
Brooker, 2001). A possibilidade de os microrganismos ruminais degradarem, também,
taninos condensados ndo esté ainda devidamente estudada.

Embora seja ainda uma area com muito a explorar, j existe uma publicacdo que afirma ter
analisado a filogenia de uma bactéria, recolhida a partir do conteudo fecal de coala, com
capacidade de degradar complexos tanino-proteina (Osawa et al, 1995).

No que respeita as populacdes de protozoarios do ramen, um estudo (McSweeney et al,
2001) demonstrou que estas populagbes ndo sdo diretamente afetadas pela suplementacéo
alimentar com taninos. H4, no entanto, outros trabalhos cujos resultados revelaram que a
populacdo de protozoarios do rimen sofre alteragfes aquando da interagdo com taninos

(Goel & Makkar, 2012), em especial por acao do acido tanico (Hristov et al, 2003).

Quanto a formacdo de complexos tanino-proteina, alguns estudos referem que esta
interacdo € inespecifica. No entanto, um estudo conclui que esta ligacdo é diferente
consoante o tipo de tanino e proteina (Asquith & Butler, 1986). Mais estudos deverao ser
realizados no sentido de avaliar esta possibilidade, uma vez que o0 conhecimento de
determinadas especificidades pode vir a ser Gtil na formulacdo de dietas que aproveitem os
efeitos benéficos atribuidos aos taninos, e até na pesquisa de antidotos ou possiveis
tratamentos. O que se sabe, até agora, acerca destes complexos é que a sua estabilidade a
pH 3,5 a 8 resulta em efeitos téxicos a nivel do rimen e intestino. No abomaso as lesdes
sdo mais raras uma vez que o pH é demasiado acido e existe dissociacdo das ligacbes
tanino-proteina (Mangan, 1988; Hagerman et al, 1992; Frutos et al, 2004). Um outro estudo
confirma que taninos sao inativados a pH alcalino (acima de pH 8) (Makkar & Becker, 1996),
sendo a taxa de inativagdo maior a temperaturas mais elevadas e podendo ser aumentada
pela presenca de oxigénio ou outro agente oxidante.

Uma vez que, inicialmente, a nivel do rimen as proteinas se encontram ligadas aos taninos
a sua degradacdo por parte da microflora diminui, consequentemente ha uma diminuicao da

producado de azoto e um aumento do fluxo de amonia para o duodeno (MacMahon,1999).
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Um outro estudo (Min et al, 2002) demonstrou que alimentar ovelhas a base de Lotus
corniculatus (forragem que contém taninos condensados) protege a proteina sollvel da
planta no ramen, diminui a actividade da protease ruminal, e aumenta os niveis de azoto
bem como o fluxo deste para o abomaso. Isto indica que existe um maior bypass ruminal,
estando mais proteina disponivel para absorcao pelo intestino.

No entanto, embora as protocianidinas possam aumentar o fluxo de proteinas para o
intestino, uma vez que as tornam indisponiveis para degradacdo microbiana, um estudo
refere que ndo é garantido que a proteina fique inteiramente disponivel apos dissocia¢éo
dos complexos tanino-proteina no abomaso (Waghorn et al, 2008). Para que uma adequada
guantidade de proteina fique disponivel para degradacéao intestinal é importante que taninos
ndo sejam consumidos em excesso. Um estudo revela que o consumo de Lotus
pedunculatus, que contém 6 a 12% de taninos na matéria seca, é prejudicial para a
degradacao proteica no intestino uma vez que estas formam complexos muito estaveis com
taninos (Waghorn et al, 1994). Como se pode verificar os resultados obtidos ndo sé&o
consensuais, podendo isso dever-se a desenhos experimentais diferentes (in vivo versus in

vitro) ou ainda por se usarem espécies animais e vegetais diferentes.

Conclusdes consensuais entre os varios autores € que a formacdo de complexos tanino-
proteina pode ter utilidade na diminuicdo das emissdes de metano e producdo de gas,
resultante da digestdo microbiana ruminal. Um estudou demonstrou que a adigéo de taninos
condensados, provenientes do extrato de acécia, inibiu a fermentacdo dos substratos
presentes no rumen (Bueno et al, 2015). A diminuicdo de fermentagdo foi confirmada pela
diminuicdo na producéo de gas, ndo estando a concentracdo de metano afetada neste caso.
O mesmo estudo concluiu que o fator de particdo foi maior nos animais suplementados com
acacia, revelando uma maior eficiéncia dos microrganismos ruminais. Varios estudos
confirmam estes resultados. Segundo Bhatta et al (2009) a producao total de gas foi menor
(P<0,001) em incubacdes que continham taninos, ao contrario de incubac¢des que continham
uma mistura de taninos e PEG-6000 (polietilenoglicol-6000), e a diferenca foi maior
(P<0,001) em incubagdes taninos hidrolisaveis + taninos condensados do que em
incubacdes apenas com taninos hidrolisdveis. Um outro estudo (Pellikaan et al, 2011)
verificou que a adicdo de taninos néo afetou a producao total de gas no ramen, mas reduziu
a producéo (P<0,033) e concentragdo de CH4 (metano) (P<0,004). Neste trabalho a adicédo
de PEG levou a um aumento na producdo de gas (P<0,018) e concentracdo de CHa
(P<0,019). A adicdo de PEG parece ter um maior efeito quando em associagdo com taninos

condensados.
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Os resultados apresentados sédo confirmados num outro estudo em que a adicdo de taninos
hidrolisaveis (provenientes de aveld e Rhus typhina) numa propor¢cdo de 70:30 na dieta
diminuiu a produgcédo de metano (P<0,05). A adicdo de taninos condensados (provenientes
de acécia e Schinopsis spp), mostrou ndo alterar significativamente a producao de metano.
No entanto, estas fontes de taninos condensados diminuiram a digestibilidade da matéria
organica e aumentaram a producéo de &cidos gordos de cadeia curta, em compara¢cao com
as fontes de taninos hidrolisaveis. Foram calculadas as altera¢cdes na populagdo microbiana
e demonstrou-se uma reducdo na metanogénese para todas as fontes de taninos exceto
para Rhus typhina. A adi¢cdo de taninos condensados aos contetdos ruminais em estudo
diminuiu a producédo de gas e a digestibilidade da matéria organica em maior grau do que o
verificado para os taninos hidrolisaveis. Estes resultados sugerem que taninos hidrolisaveis
serdo mais eficazes na diminuicdo das emissfes de metano (Goel & Makkar, 2012).

Estudos afirmam que a interacdo dos taninos no processo da metanogénese se deve ndo
apenas a formagédo de complexos com proteina, mas também através da sua atividade
antiprotozoaria (Bhatta et al, 2009; Goel & Makkar, 2012). Sugere-se ainda que 0s taninos
hidrolisaveis atuaréo pela inibicAo da atividade dos microrganismos responsaveis pela
producéo de hidrogénio e que taninos condensados atuardo pela diminuigdo da digestao de
fibra, a cargo das populacdes de protozoarios ruminais (Goel & Makkar, 2012).

E importante realcar que estes resultados se mostram benéficos sempre que as dietas séo
formuladas com a adequada quantidade em proteina. Sempre que dietas suplementadas
com taninos (protocianidinas ou acido tanico) apresentam concentracdes de proteina perto
do limite minimo necessério, a acdo de compostos taninicos torna-se prejudicial (Waghorn,
2008).

Os taninos interferem igualmente no pH ruminal e na producédo de acidos gordos volateis.
Um estudo concluiu que a ag¢édo do &cido tanico causa reducgdo drastica da atividade de
degradacdo dos polissacaridos e concentragdo de aménia, bem como concentracdes
individuais e totais de &cidos gordos volateis (Hristov et al, 2003). Num outro estudo
(Pellikaan et al, 2011) a adicdo de taninos levou a diminuigdo na concentragdo de acidos
gordos volateis, NHs (amonia) e pH do contetdo ruminal. A adicdo de taninos hidrolisaveis
teve como consequéncia um aumento proporcional da concentracdo de acetato, ja o
propionato diminui com a adicdo de taninos hidrolisaveis, mas ndo com a adicdo de taninos
condensados. Como referido anteriormente, os taninos podem também formar complexos
com fibra, embora os seus efeitos deletérios sobre a degradacdo ruminal de fibra sejam
quase negligenciaveis.

Um trabalho acerca dos efeitos de consumo de acécia, Schinopsis spp e aveld afirma que
este efeito sobre a degradacao de fibra se deve a diminuicdo de fungos anaerébios como
Fibrobacter succinogenes e Ruminococcus flavefaciens (Goel & Makkar, 2012).
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Ja foi referido o potencial efeito benéfico dos taninos na reducdo das emissdes de metano.
Outro efeito benéfico que tem vindo a ser estudado é a possibilidade de uma suplementacdo
de taninos na dieta diminuir a incidéncia de timpanismo. Plantas como Lotus corniculatus,
Lotus pedunculatus e Onobrychis viccifolia, que séo ricas em taninos condensados foram
consideradas como Uteis na prevencao de timpanismo. Verificou-se uma reducdo da
proteina sollvel em animais alimentados a base de taninos condensados, em comparacao
com luzerna. Os autores sugerem que taninos condensados devem prevenir a protedlise da
proteina da dieta ou aumentar o seu fluxo intestinal (McMahon et al, 2003).

Podemos concluir que os taninos ndo tém apenas efeitos deletérios sobre o organismo e
que podem até ser usados como suplementos alimentares. De ressalvar que os efeitos da
ingestdo de taninos condensados ou taninos hidrolisaveis podem ser diferentes, sendo da
maior importancia conhecer a flora das pastagens para que se conheca qual o tipo de
taninos com que estamos a lidar.

Tabela n°2 - Efeitos de taninos condensados na digestdo em ruminantes (Adaptado de

Waghorn, 2008)
Taninos condensados causam:

Reducédo da digestédo de proteina da dieta

Reducao da concentracéo ruminal de amoniaco

Reducéo da solubilidade proteica

Aumento da proporcao de proteina que atinge o intestino

Inibicdo de algumas bactérias ruminais

Reducéo da digestibilidade do azoto; aumento da concentracdo fecal de azoto
Reducao do output urinario de azoto

Diminui¢é@o da percentagem de aminoacidos absorvidos pelo intestino
Reduc¢do da quantidade de Matéria Seca da dieta

Menor proporgéo de energia da dieta perdida para o metano

Taninos condensados mais raramente causam:

Alteracéo da selecdo da dieta

Reducao da ingestéo voluntaria de alimento

Reducéo da velocidade digestiva

Aumento do volume ruminal

Reduc¢édo da taxa de producgédo e concentracdo de AGV

Aumento ocasional, mas normalmente redu¢éo da absor¢cao de aminoacidos
Aumento da toler&ncia gastrointestinal a parasitas

Reduc¢éo do nimero de parasitas gastrointestinais

LesBes abomasais e intestinais

Consequéncias de dietas contendo taninos condensados

Aumento da performance animal dependente do tipo ou concentracdo de taninos dietéticos,
mas também:
Composicéo da dieta
Necessidades animais
Outros metabolitos secundarios
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2.5.3) Acéo a nivel renal

Quanto a fisiopatologia das lesdes renais, pouco esta descrito na bibliografia. No entanto,
sabe-se que a intoxicacdo por taninos causa doenca renal na forma de necrose tubular
difusa (Wiseman & Thompson, 1984; Ostrowski et al, 1989). A perda de albumina pelo rim
leva, frequentemente, a hipoalbuminémia (Radotists, 2000; Yeruham et al, 2002). Estas
lesGes podem ser explicadas como uma resposta fisiolégica a isquémia renal que ocorre em
consequéncia das lesbes gastrointestinais, causando diminuicdo da taxa de filtrag&do
glomerular (Spier et al, 1987). Os resultados de um estudo revelaram que in vitro, taninos
hidrolisaveis tém a capacidade de bloquear os canais de cloro ativados por célcio das
membranas celulares (Borisova et al, 2015), sendo que este bloqueio do fluxo de cloro é
dose dependente e ndo tem qualquer efeito no fluxo de calcio das membranas celulares. Os
resultados podem ser explicados pelo seguinte: a presenca de taninos torna a membrana
permeavel a anibes e a voltagem negativa que se cria diminui a condutancia ao iao cloro.

Os efeitos deletérios dos taninos sobre o funcionamento renal foram também reportados em
vitelos. Num estudo de Plumlee et al (1998), vitelos alimentados a base de folhas de bolota

de carvalho desenvolveram sinais clinicos e lesdes caracteristicos de insuficiéncia renal.

2.5.4) Edemas

Quanto a presenca generalizada de edemas, em particular os edemas das pregas do
abomaso e da regido submandibular, desconhece-se que seja resultado de um efeito direto
dos taninos sobre o metabolismo da albumina. A relacdo entre os edemas que
apresentavam estes animais e o consumo de taninos prende-se com as extensas lesdes
renais causadas por estes compostos e que comprometem o metabolismo proteico, levando
a uma proteinudria de origem renal (Ducan & Prasse, 2003) com extensa perda de proteina,

em especial albumina.

2.5.5) “Acorn Calves Syndrome”

Os efeitos dos taninos podem também estender-se aos fetos. Foi ja descrito um “Sindrome
do Vitelo da Bolota” (Maas, 2008) em que filhos de vacas que ingeriram grandes
guantidades de bolota na gravidez nasciam com malformages — pernas mais curtas que o
normal, Ungulas anormais e anomalias cefalicas. Esta sindrome esta associada a situacdes
de escassez durante o segundo trimestre de gestacdo, 0 que obriga as maes a ingerirem
mais bolota. Nao se conhece a causa exata destas malformacdes, mas parece ocorrer apos

ingestdo de grandes quantidades de bolota.
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2.6) Mecanismos de defesa

Ainda pouco se sabe sobre os mecanismos de defesa inerentes ao individuo ou a espécie
animal no que concerne aos efeitos de uma alimentacdo rica em taninos. Sabe-se que
espécies como cervideos ou suinos nao apresentam grande suscetibilidade aos taninos,
levando a supor que possam existir mecanismos fisiolégicos capazes de atenuar 0s seus
efeitos tdxicos. No que respeita a sensibilidade da espécie ou raca, tem sido colocada a
hip6tese de que racas autdctones e habituadas ao consumo de bolota sejam mais tolerantes
aos seus efeitos. Num artigo publicado por Frutos et al (2005), os autores verificaram que
ragas bovinas como Avilena-Negra-lbérica, Morucha ou Retinta ndo mostraram intoxicacoes
tdo frequentes como animais resultantes de cruzamentos com ragas ndo autoctones. Um
outro estudo efetuado com cabras da raca Mamber (endémicas da zona do Mediterraneo)
em que metade dos animais era alimentado com erva e a outra metade com folhas de
carvalho, detetou apenas pequenas diferencas nos valores de ureia entre os dois grupos
(Silanikove et al, 1996). Neste estudo nenhum animal exibiu sinais clinicos de toxicidade o
que corrobora a hipétese colocada anteriormente de que existe algum mecanismo de

adaptacdo nos animais que consomem bolota como base da sua alimentacéo.

Para além de mecanismos inerentes ao processo evolutivo da raca e espécie tém sido
estudados outros mecanismos fisioloégicos e medidas de destoxificagdo. No que respeita as
medidas de destoxificagdo de taninos, os animais apresentam dois tipos de medidas — pré e
pés ingestdo. Quanto as medidas pré-ingestao a mais simples e pratica de todas é o evitar a
ingestao de plantas ricas em taninos, seja pela sua identificagdo através do cheiro ou cor ou
pela experiéncia adquirida ao longo do processo evolutivo da espécie (Shimada et al, 2006).
Medidas pés-ingestéo incluem a secrecao de proteinas que formam complexos com taninos,
aumento da producdo de muco no trato gastrointestinal, a degradacdo bacteriana de
taninos, a ativacdo de enzimas destoxificantes e aumento da capacidade intestinal de
permeabilidade as glicoproteinas (Dearing et al, 2005).

De modo a melhor aprofundar esta temética tém sido analisadas espécies mais tolerantes a
intoxicacao por taninos, incluindo a espécie humana. J4 sdo conhecidas proteinas salivares
que se ligam a taninos (TBSP — Tannin Binding Salivar Proteins) que interagem com o0s
taninos na fase oral da digestdo. Conhecem-se dois tipos de TBSP’s — proteinas ricas em
prolina (PRP’s) e proteinas ricas em histatina (HRP’s) (Dearing et al, 2005). Pensa-se que
as PRP’s sdo o grupo mais abundante deste tipo de proteinas. Os complexos tanino-PRP
séo estaveis no trato gastrointestinal (Skopec et al, 2004) e a maior parte destes complexos

sdo excretados nas fezes.
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Tem sido colocada a hipétese da histatina, uma molécula presente na saliva de humanos e
outros primatas, ser mais eficaz na destoxificagdo de taninos. No entanto, ndo foram ainda
feitos estudos em ruminantes no sentido de avaliar a sua presenca nestas espécies animais.
A par destes estudos, sabe-se que existem algumas estirpes bacterianas e fungicas com
capacidade de destoxificacdo de taninos, algumas presentes no rimen. Nelson et al (1995)
isolaram do contetdo ruminal de cabras alimentadas com Desmodium ovalifolium, uma
planta que contém niveis de 17% de taninos condensados, uma bactéria anaerdbia capaz
de metabolizar taninos hidrolisaveis através da degradacao do 4cido tanico em pirogalol. Um
outro estudo concluiu que Streptococcus pneumonia e S. bovis sdo organismos capazes de
hidrolisar os taninos presentes na bolota, diminuindo assim os seus efeitos negativos para o
animal (Mosleh et al, 2014). Foi ainda isolada uma estirpe Aspergillus niger van Tieghem,
recorrendo a um meio contendo taninos como Unica fonte de carbono e energia. A coldnia
de fungos mostrou crescimento variavel em meios contendo acido tanico e quebracho,
tolerando estas moléculas até 1509 (acido tanico + quebracho) (Bhat et al, 1997). Mais uma
vez € de ressalvar que estes estudos foram efetuados em ambientes in vitro ou com
concentracdes de taninos na dieta controladas. Estes microrganismos podem néo estar em
concentracdes suficientes no raimen para que o seu efeito se faga sentir. As condi¢des in
vivo podem ser obviamente diferentes das condi¢cdes controladas em laboratério ou as
concentracdes ingeridas pela maioria dos animais afetados serem maiores do que as que a

microflora ruminal tem capacidade de processar.
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2.7) Prevencao e tratamento

N&o existe atualmente nenhum tratamento efetivo para a intoxica¢ao por taninos. Nos casos
em gue 0s animais apresentam sinais de intoxicacdo pode tentar-se tratamento paliativo
recorrendo a fluidoterapia, antibiéticos e suporte basico de vida (Maas, 2008). Outras
solucBes paliativas incluem a administracdo de 6leo mineral ou uma solucdo de catartico
oralmente. Uma vez que taninos e acido tanico sdo usados como suplementos alimentares,
tém sido estudadas algumas moléculas que podem contrariar alguns dos efeitos causados
por estes compostos. Polietilenoglicol tem sido usado como possivel antidoto, uma vez que
tem capacidade para se ligar irreversivelmente a moléculas de taninos, bem como a
proteinas, impedindo a ligacéo destas duas moléculas (Zalipsky, 1995). Um estudo concluiu
que a adicdo de polietilenoglicol a uma dieta rica em taninos permite neutralizar taninos
livres (ou taninos condensados) presentes no rimen e assim aumentar as populacdes
bacterianas ruminais (McSweeney et al, 2001). Resultados semelhantes foram também
verificados num outro estudo em que a adigdo de polietilenoglicol a uma dieta com taninos
permitiu aumentar a atividade da flora microbiana no rimen (Bento et al, 2005). Numa outra
investigacdo (Tavendale et al, 2005) os resultados da adicdo de polietilenoglicol a duas
espécies forrageiras diferentes revelaram que houve um aumento da formacdo de metano
pelo aumento da producdo de hidrogénio, o que pode ser resultante do aumento da
degradacéo de fibra (como foi também proposto por outros autores referidos mais acima).
Por fim, alguns autores sugerem o uso de feed blocks contendo PEG como uma forma
eficaz, de facil aplicacdo e barata de suplementar dietas ricas em taninos (Salem et al,
2000).

Estudos in vitro (Dollahite et al, 1966; Rayudu et al, 1970) especulavam que a
suplementacdo com hidréxido de calcio (Ca(OH).) pudesse minimizar os efeitos de uma
alimentacdo rica em taninos, principalmente na altura em que se encontram em grandes
concentragdes na bolota. No entanto, um um trabalho mais recente demonstrou que tal n&o
sera assim tao linear. Um estudo realizado em cabras demonstrou que a suplementacéo
com hidroxido de calcio a animais alimentados a base de forragens ricas em taninos néo
diminui os efeitos prejudiciais das mesmas, muito embora os resultados in vitro tivessem
sido bastante satisfatérios (Alam et al, 2005).

Apesar das propostas apresentadas serem validas, estes sdo compostos que se podem
tornar caros para a maioria dos produtores e de maior aplicabilidade em regimes de
producdo intensiva, 0os animais que passam todo ou parte do ano no pasto sdo de mais
dificil contencdo e a suplementacdo alimentar torna-se inviavel quando ndo existe um

estabulo em que os animais comam apenas o que o produtor lhes fornece.
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As medidas preventivas sdo por isso de extrema importancia e devem ser adaptadas a
realidade de cada exploragcdo. Uma vez que se verifica uma certa sazonalidade na
concentracdo de taninos nas folhas e bolotas, a melhor medida preventiva sera afastar o
gado da bolota, pelo menos até a altura da sua maturacdo em Janeiro/Fevereiro. Pode
conseguir-se isto estabulando o gado durante parte do ano ou fornecendo um suplemento
de feno de qualidade diariamente antes de largar os animais na pastagem. Uma
suplementacdo com feno faz com que os animais estejam ja parcialmente saciados quando

entram no pasto e comam menos bolota.
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3) Descricao de casos clinicos

O sinal que mais se destacava nos animais observados era um edema submandibular mais
ou menos pronunciado. Alguns animais, ainda vivos, apresentavam evidentes sinais de
magreza, para além do edema ja mencionado.

No nosso estudo foram realizadas oito necropsias e exames fisicos a varios animais
suspeitos com recolha de sangue para analise em trés animais. Todos 0s animais eram

fémeas, cruzadas de racas de carne, entre 0s quatro e 0s 14 anos.

3.1) 20 de Novembro de 2014

Na primeira visita a exploracéo foi realizado exame fisico a
trés vacas suspeitas de estarem afetadas. Duas delas
apresentavam um ligeiro edema submandibular.

Colheu-se uma amostra de sangue para analise num
analisador portétil (iISTAT®) (Figura n° 1), contudo, o0s

animais ndo apresentavam alteragdo de qualquer dos gHEsN\
valores sanguineos. Posteriormente, em laboratdrio, na:
realizou-se contagem de proteinas totais sanguineas e EEE
duas das vacas apresentavam 6 g/dL e 6,6 g/dL de @@ m

proteina no sangue, 0 que se classifica como uma ligeira

hipoproteinémia (referéncia: 6,9 — 9,0 g/dL; Laboratorio _ @ e e A OR PORTAT (STAT®)

Professor M. Braco Forte). (MIGUEL SARAIVA LIMA)

Neste mesmo dia foram-nos mostradas andlises sanguineas de trés animais encontrados
mortos alguns dias antes com 0s mesmos sinais clinicos por nés observados, ou seja com
edema submandibular. e que mostravam aumento de ureia e creatinina. Na altura,
especulou-se que os animais que vimos neste dia poderiam estar na fase de recuperagéo
de uma lesdo renal, ou que as lesbes renais ndo seriam suficientemente graves de modo a

causarem aumentos dos niveis sanguineos de ureia e creatinina.
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3.2) 24 de Novembro de 2014

Realizou-se a primeira necrépsia a um animal de quatro anos e 11 meses, cruzado, que
morreu  trés dias antes e
apresentava, em vida, edema
submandibular.

A abertura da cavidade abdominal
observou-se a acumulacdo de
liquido, aproximadamente cinco
litros. O liquido presente tinha um
aspecto hemorragico (Figura n° 2).

O rumen apresentava bolotas no

- T >

seu conteldo. No exame do trato FIGURANDZ-GRANE/—\CUMULA(;AOE)E LIQUIDO NA CAVIDADE ABDOMINAL.
(MIGUEL SARAIVA LIMA).

gastrointestinal apenas o abomaso

apresentava pequenas Ulceras. O rim apresentava um estado de deterioracdo avancado,
uma vez que a morte se tinha dado ha trés dias.

Foi feita colheita de sangue para pesquisa de hemoparasitas e recolha de rim e abomaso
para exame histopatolégico. O exame de sangue, recorrendo a Coloracdo Giemsa, nao
revelou presenca de hemoparasitas. Quanto ao relatdrio histopatologico este conclui que o
animal apresentava “nefrose intersticial esclerosante cronica com degeneragéo secundaria

de tubulos e glomérulos” e “abomasite mononuclear moderada”.

3.3) 1 de Dezembro de 2014

Foi dito que este animal de sete anos, cruzado,
ndo teria mostrado sinais evidentes de doenca
nos dias que precederam a sua morte,
classificando-se como uma morte subita. No
entanto, aquando da realizagdo da necrépsia
verificAmos que apresentava, a semelhanca do
caso anterior, um ligeiro edema submandibular,
bem como acumulagdo de liquido ascitico na s ' -

FIGURA N° 3 - BOLOTAS PARCIALMENTE DIGERIDAS
CaVidade abdomina| nao SendO possivel a ENCONTRADAS NO RUMEN DE UM ANIMAL NECROPSIADO.

! (MIGUEL SARAIVA LIMA)

apreciacdo da quantidade presente. Foi
encontrada bolota no contetdo ruminal (Figura n° 3). Tinha, igualmente, os rins em
avancado estado de deterioracdo. Nao foram enviadas quaisquer amostras para analise

histopatol6gica, uma vez que o cadaver ja apresentava algum grau de deterioracao.
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3.4) 8 de Dezembro de 2014

Foi realizada necrépsia a mais um animal de nove anos, cruzado, encontrado morto no
pasto. Ao exame da cavidade abdominal verificou-se que apresentava uma jejunite
hemorragica, com acumulagdo de coagulos de sangue no intestino grosso de grandes
dimensdes e sangue no ceco. A abertura do rimen verificamos que apresentava bolota no
seu conteudo. O rim encontrava-se autolisado, apesar da morte se ter dado apenas na noite
anterior e a temperatura ambiente se encontrar baixa. Na altura suspeitou-se de morte
devido a uma infecdo por Clostridium perfringens uma vez que as lesdes no trato
gastrointestinal visualizadas e a historia de morte subita se assemelhavam as caracteristicas
causadas por este agente.

Em conversa mais pormenorizada com o produtor este referiu que ja anteriormente tiveram
casos de Fasciolose, por isso optou-se por enviar uma amostra de figado deste animal para
histopatologia.

O relatdrio histopatoldgico ao figado e rim revelou “hepatite multifocal necrética de etiologia

bacteriana (microabcessos)” e “nefrite intersticial de tipo esclero-quistico”.

3.5) 12 de Janeiro de 2015

Foram realizadas duas necropsias, a animais cruzados, ambos com sinais de doenca ha
alguns dias, mas apenas uma das vacas apresentava edema submandibular (Figura n° 4)
(vaca n° 1, de nove anos). A vaca
n°® 2, de cinco anos, estava sem
comer e a perder peso ha alguns
dias, estando gravida de termo. A
vaca n°® 1 ao corte da pele e tecido
subcuténeo apresentava petéquias
na gordura subcutanea. A abertura
da cavidade toréacica era evidente
uma acumulacdo de liquido no

pericardio. O exame da cavidade

abdominal revelou marcado edema

. FIGURA N 4 - CADVER APRESNANDO MARCADO EDEMA SUBMANDIBULAR.
daS pregas dO abomaSO. OS rins (MlGUEL SARAIVA LlMA)

encontravam-se atrofiados, de cor cinzenta escura e duros ao corte.

A vaca n° 2 apresentava apenas de relevante les6es renais semelhantes as encontradas na
vaca n° 1.Foi encontrada bolota no interior do ramen.

O relatorio da analise histopatoldgica destes rins revelou presenca de “nefrite intersticial
cronica”.
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3.6) 26 de Abril de 2015 3

Foi realizada nova necrépsia a um animal
de seis anos, cruzado de racgas de carne,
que morreu no dia anterior. Esta vaca

apresentava lesbes de enterite

hemorragica no ileo e intestino grosso e

ramen com conteddo muito liquido. O 3"

conteudo ruminal nao apresentava FIGURA N° 5 — RIM DE ASPETO SEMELHANTE AO ENCONTRADO NOS
ANIMAIS NECROPSIADOS, APRESENTANDO ATROFIA.

vestigios de bolota. Os rins encontravam- (GEORGE STILLWELL)

se atrofiados e duros ao corte, & semelhanca do que ja tinha sido encontrado em outros

animais necropsiados (Figura n° 5).

3.7) 29 de Abril de 2015

Os proprietarios optaram por abater um animal de 14 anos, cruzado, que vinha
apresentando edema submandibular e magreza (Figura n° 6), tendo sida realizada a
necropsia logo apés o abate. A abertura da carcaca era evidente a presenca de edemas nas
cavidades abdominal (com marcado edema das pregas do abomaso) (Figura n® 7) e
toracica. Os pulmdes apresentavam algumas lesbes consistentes com pneumonia. O
contetdo ruminal ndo apresentava vestigios de bolota.

De relevante ha ainda a assinalar as lesfes renais, semelhantes as ja encontradas noutros
casos e ainda a palidez dos 6rgaos.

O exame sanguineo realizado com um analisador portatil (ISTAT®) revelou aumento dos
valores de ureia - >140 mg/dL (referéncia: 6 - 27 mg/dL; Radostits et al, 2000) e potassio —
6.6 mg/dL (referéncia: 3,9 — 5,8 mg/dL; Radostits et al, 2000). Tendo estes valores sido
interpretados como consequéncia das lesdes renais encontradas.

O exame da urina revelou proteinaria, um achado ndo encontrado nos outros animais.
Andlises bioquimicas, em laboratério, efetuadas ao sangue desta vaca revelaram aumento
dos valores de creatinina — 6,6 mg/dL (referéncia: 1 - 2 mg/dL; Radostits et al, 2000),
hipoalbuminémia — 2,1 g/dL (referéncia: 2,5 — 3,6 g/dL; Laboratério Professor M. Braco
Forte) e diminuicdo do hematdcrito — 12,3 % (referéncia: 24 — 46 %; Radostits et al, 2000). O
baixo valor de hematdcrito pode justificar a palidez das mucosas e serosas encontrada.
Colheu-se rim, figado e pulmao para exame histopatolégico, tendo este revelado “nefrite
intersticial crénica, complicada por amiloidose glomerular®’, “necrose hepética de padrao
zonal” e “pneumonia intersticial”.

Foi também pedida uma pesquisa de parasitas sanguineos na tentativa de encontrar uma

explicacdo para a anemia, revelando-se a presenca de Theileria e Anaplasma.
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FIGURANC 7 - EVIDENTE EDEMA DAS PREGAS DO ABOMASO.

FIGURA N° 6 - ANIMAL ANTES DO ABATE APRESENTANDO EVIDENTES
PROFESSOR DOUTOR MIGUEL SARAIVA LIMA.

SINAIS DE MAGREZA. PROFESSOR DOUTOR MIGUEL SARAIVA LIMA.

3.8) 23 de Junho de 2015

Foi realizada uma necropsia a um animal de quatro anos, cruzado, que havia morrido na
noite anterior. O animal apresentava magreza e 0s proprietarios disseram que estava
referenciada para refugo, uma vez que aos quatro anos ainda nao tinha ficado gestante
(mesmo depois de duas épocas montada pelo touro).

Ao exame da cavidade abdominal era evidente a presenca de edemas em varios 6rgaos,
embora ndo fossem observados edemas subcutaneos. Observou-se hidroperitoneu
moderado. A abertura dos 6rgdos abdominais, verificou-se marcado edema das pregas do
abomaso, conteudo hemorragico e petéquias nos intestinos delgado e grosso. O contetdo
ruminal ndo apresentava vestigios de bolota.

Uma vez que a morte se tinha dado apenas umas horas antes da realizacao da necrépsia,
foi recolhido sangue para analise bioquimica. Os resultados revelaram aumento da ureia —
627,4 mg/dL e creatinina — 23,6 mg/dL e ligeira hipoalbuminémia — 2,1 g/dL.

Foi também colhido rim, figado, intestino delgado e intestino grosso para analise
histopatolégica. Os resultados revelaram uma “glomerulonefrite crénica”. Os outros 6rgaos

néo apresentavam alteragdes significativas.

24




4) Resumo dos casos clinicos

Pela analise da Tabela n°3 pode concluir-se que o sinal mais consistentemente encontrado
€ a presenca de um edema submandibular, seguido de atrofia renal. LesGes no trato
gastrointestinal sdo encontradas em quase metade dos animais necropsiados, sugerindo
que a degenerescéncia renal em conjunto com estas lesdes contribuiram para um desgaste
do estado geral e subsequente morte do animal. A presenca de bolota no rimen nalguns
destes animais confirma o acesso que estes tém a este alimento em certas épocas do ano,

uma vez que a presenca de sobreiros é abundante nesta exploracao.

Tabela n°3 - Resumo dos achados da necrépsia

Achados N° de observacbes

Edema submandibular 6
Atrofia renal

Magreza

Liquido cavidade abdominal/peritoneal
Enterite hemorragica

Bolota no ramen

Edema das pregas abomasais

Palidez dos 6rgaos

Ulceras abomaso

P P P WO W ww w o

Liquido pericéardio

Pela Tabela n°4 podemos concluir que a azotémia e hipoalbuminémia sao achados comuns.
O aumento da ureia e creatinina sdo achados consistentes com a marcada leséo renal ja
relatada, o que corrobora a hipétese desta ter contribuido para a morte destes animais.
Quanto a hipoalbuminémia, seria um achado que esperariamos numa maior percentagem
de casos, uma vez que a grande maioria dos animais apresentava um marcado edema

submandibular.

Tabela n®5 - Resumo dos resultados das analises ao sangue e urina (5 animais)

Achados N° de observacbes

Aumento ureia 2
Aumento creatinina
Hipoalbuminémia
Diminuicdo do hematécrito
Aumento potassio

Hipoproteinémia

R R P N N DN

Proteindria
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A andlise da Tabela n°5 permite concluir que um achado frequente é a presenca de nefrite
intersticial (o que é concordante com a atrofia renal encontrada na maioria dos animais).
Alguns animais apresentavam também lesdes a nivel do abomaso e figado, o que é
concordante com as alteracdes macroscopicas identificadas na necrépsia.

A lesdo pulmonar encontrada num dos animais concluiu-se ndo ter qualquer relacdo com o
problema principal que estaria a afetar esta exploragéo, tratando-se de uma lesdo apenas
deste individuo.

Tabela n®5 - Resumo dos resultados das analises histopatolégicas (5 animais)

Achados N° de observacbes

Nefrite intersticial crénica... 4
Tipo esclerosante
Tipo esclero-quistico

Nefrose intersticial esclerosante crénica

Amiloidose glomerular

Glomerulonefrite

Abomasite mononuclear

Hepatite multifocal necrética

Necrose hepética

= = = T =

Pneumonia intersticial

As andlises efetuadas quando analisadas em paralelo com os achados de necrépsia,
permitem concluir que estes animais ter&o morrido por consequéncia da marcada
degenerescéncia renal.

Como ja foi referido acima, as lesGes encontradas no figado e pulmao de alguns animais
podem ser atribuidas a idade avancada desses individuos e ainda a uma deterioracdo do

seu estado geral, que ja estaria comprometido com as marcadas lesbes renais e

gastrointestinais.
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5) Diagnéstico

A historia clinica destes animais, associada as especificidades do seu maneio levou a que
se considerassem dois diagnésticos diferenciais: Intoxicacdo por taninos (associada a
ingestao de bolota de sobreiro) e Infestacdo parasitaria por Fasciola hepatica (uma vez que
0s animais pastam em locais junto a lagoas e charcas). Uma vez que nenhum dos animais
apresentava lesdes hepdticas, caracteristicas de Fasciolose, e sendo que as lesdes renais e
gastrointestinais encontradas sdo concordantes com as descritas na bibliografia, concluiu-se
que a causa de morte mais provavel tera sido uma intoxicagdo por acumulacao sistémica de
taninos.

Neste caso ndo se tratara de casos de intoxicacdo aguda, mas antes de uma acumulacao
sistémica de taninos ao longo de varios anos, ja que os animais tém acesso a bolota e a
folhas de sobreiro durante todo o ano, sendo que em épocas de escassez de pasto 0s
animais tém que recorrer a este tipo de alimento como fonte energética.

No entanto, e apesar das evidéncias apontarem para uma intoxicagio por consumo
excessivo de bolota, consultdmos o programa online Consultant (Cornell University) a fim de
procurar diagnosticos diferenciais que pudessem explicar esta situacdo. Ao introduzir a
nossa lista de sinais clinicos, obtivemos como diagnésticos possiveis: “Intoxicacdo por
consumo de bolota, Intoxicagdo por gossipol, Fasciolose, Peritonite e Intoxicacdo por

alcaloide de pirrolizidina” (por esta ordem).
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6) Discussao

Com base apenas nos sinais clinicos apresentados por estes animais — magreza, anorexia e
edema submandibular — poderiamos considerar diversos diagnosticos diferenciais,
nomeadamente Amiloidose renal, Fasciolose (referida anteriormente), Paratuberculose,
Glomerulonefrite, Fome prolongada, por exemplo. No entanto, a analise das fontes
bibliogréficas, em especial no que se refere aos achados da necrépsia e sinais clinicos,
permitiu confirmar a suspeita inicial de que os animais que acompanhamos sofreram de uma
intoxicacdo por taninos. Embora as lesdes de enterite hemorragica referidas nas fontes
consultadas ndo fossem um achado consistente nas necrépsias que efetuamos, as lesdes
renais e analises sanguineas (aumento de ureia e creatinina, hipoalbuminémia) ndo deixam
qualquer divida acerca da etiologia destas mortes.

Na altura ndo pareceu pertinente uma analise laboratorial mais extensa a presenca de
taninos nestes animais (como sejam a Precipitacdo com proteina, a Adsor¢cdo em proteinas
insolUveis ou a precipitagdo com metais pesados), uma vez que sendo as folhas de sobreiro
e a bolota (nos meses de Setembro a Dezembro) a base da sua alimentacdo esperariamos
encontrar taninos, em particular no seu contetddo ruminal.

Em estudos futuros, talvez seja interessante quantificar um valor minimo de taninos do
conteudo ruminal que indique que 0s animais possam estar em risco, jA que nhao

encontramos mencao a tal valor na bibliografia consultada.

Apesar das semelhancas com varios casos ja reportados ha alguns pontos nos quais 0s
NOss0s casos Nao encontram concordancia com estudos ja publicados.

Um fato que nos surpreendeu foi a ocorréncia de mortes subitas (em que nos era referido
pelo produtor que 0s animais ndo teriam apresentado sinais clinicos anteriores a morte),
sendo que a intoxicagdo por taninos é geralmente um processo mais arrastado que se
desenvolve, no minimo, em cerca de uma semana. Uma explicacdo para esta problematica
pode ser o fato destes animais, que consomem bolota durante parte do ano, irem
desenvolvendo uma deficiéncia imunoldgica chegando depois a um desequilibrio do seu
sistema imunitario, encontrando-se mais suscetiveis a infecdes bacterianas ou parasitismo
(como os casos reportados dos animais com lesdes por Clostridium perfringens e infestacéo
por Theileria e Anaplasma). Na nossa opinido o consumo repetido de bolota, sem dar

possibilidade de o rim recuperar conduz a uma insuficiéncia renal progressiva.
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Este repetido consumo de bolota e folhas de sobreiro pode explicar a situacdo que foi
observada nas vacas no dia 20 de Novembro, apesar de terem edema sub-mandibular ndo
apresentarem valores de ureia creatinina sanguineos mais elevados. Valores elevados de
ureia ou creatinina ocorrem em pequenos animais quando cerca de 75% dos nefrdnios
estdo lesados (Latimer et al, 2003). Pode-se especular que para bovinos uma situacao
semelhante ocorra.

Além desta possivel justificacdo pode também ter uma influéncia nos resultados ja
publicados o fato de os estudos serem na sua maioria realizados em condi¢des in vitro ou in
vivo, com recurso a uma inducdo forcada de intoxicacdo. Estes resultados podem néo
representar o que se passa in vivo, sendo dificil transpor as condi¢cbes reportadas na
bibliografia para o funcionamento biolégico normal de um organismo vivo.

Outro fato curioso € que apenas 0s animais que resultaram de cruzamento genético de duas
ou mais ragas se mostraram afetados pelo consumo excessivo de bolota. A exploragcdo
possui vacas de raga Mertolenga e, até agora, nenhuma apresentou sinais de intoxicacao.
Esta hipotese foi também proposta por outros autores (Silanikove et al, 1996; Frutos et al,
2005), como referido nos capitulos acima.

Outro dado que até agora nao encontrdmos mencao na bibliografia € a associacdo entre a
ingestdo excessiva de taninos e problemas reprodutivos, hnomeadamente morte embrionaria
precoce. Esta nossa suspeita (ndo excluindo outras causas, nomeadamente infecciosas,
nutricionais e imunoldgicas) teve inicio aquando da necropsia realizada no dia 23 de Junho
de 2015 nos ter sido relatado que o animal em causa em duas épocas sucessivas de
cobricdo ndo ter tido um diagnostico positivo de gestagéo, estando por isso referenciado
como animal para refugo. Em conversas posteriores foi-nos dito que este problema ocorre
em Varios animais, sendo a taxa de refugo da exploracdo, segundo o responsavel, mais
elevada do que o desejado. A associacao entre taninos e morte embrionaria pode fazer-se
pelos elevados niveis de ureia resultantes da progressiva deterioragdo renal, sendo que
elevados niveis de ureia no sangue sao causa de morte embrionaria (McEvoy et al, 1997) e

ineficiéncia reprodutiva (Hammon et al, 2005).

Na altura foi-nos também relatado pelo responsavel da herdade que no passado algumas
das vacas da exploracdo apresentavam um crescimento anormal das unhas. Esta situagéo é
muito pouco comum em vacas de carne podendo por-se a hipGtese deste crescimento
anormal das unhas ser consequéncia de problemas de acidose ruminal crénica, que pode
ocorrer em situacdes em que a alimentacdo se baseia quase exclusivamente em bolota com
pouco ou nenhum suplemento forrageiro (feno ou palha) (Radostits et al, 2000). Esta
situacdo é mais comum a partir de Novembro quando os teores em amidos e acUcares da

bolota sdo mais elevados (Tabela n° 1).
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Um dos objetivos principais deste trabalho € poder melhor esclarecer os produtores sobre
esta problematica e com eles arranjar solu¢gdes para o problema.

Neste sentido, uma das perguntas feita pelos proprietarios foi: “Como podem os animais
ainda apresentar sinais e continuar a morrer, meses depois da época critica da bolota
(Setembro — Dezembro)?” Uma das explicagdes é o fato do consumo continuado de taninos
debilitar a imunidade destes animais que acabam por morrer (como descrito anteriormente).
Outra hipdtese colocada é o fato destes animais, que estdo permanentemente no pasto,
depois da época da bolota irem-se alimentando dos pequenos sobreiros que vao nascendo.
Sabemos que os estadios mais imaturos da planta tém uma concentracdo mais elevada de
taninos (Wiseman & Thompson, 1984; Almeida & Marinho, 1992) o que exacerba os efeitos
do consumo permanente de bolota.

Na altura, as solugdes apresentadas foram a entrada mais tarde nos animais no montado
(em Janeiro/Fevereiro) ou a suplementacdo antes da pastagem com feno de alta qualidade.
No entanto, o sistema de produgdo praticado na exploracdo ndo permite a préatica de
nenhuma destas medidas, uma vez que ndo existem instalagbes que permitam a
estabulagdo temporaria dos animais ou o impedimento de consumo de bolota que se
encontra na maior parte da herdade. Os proprietarios lancaram uma sugestdo que nos
pareceu pratica e “inovadora”: permitir a passagem de um grupo de porcos pelos parques
onde ficardo as vacadas, consumindo estes parte da bolota. Esta sugestao esta assente no
conhecimento de que nem todas as espécies animais sdo igualmente afetadas pelos

taninos, como é exemplo os suinos, mas também os cervideos.

Uma outra medida discutida com proprietario da exploracéo foi selecionarem-se animais o
mais precocemente possivel para serem refugados, concretamente os que apresentem
sinais clinicos de intoxicagdo (como edema submandibular ou magreza). Um controlo
periédico de animais em risco, pela medi¢cdo dos niveis de ureia e creatinina, torna-se uma
opcao pouco viavel uma vez que estes niveis podem nado se encontrar alterados se menos

de 75% do rim estiver afetado (ver caso clinico de 20 de Novembro de 2014).
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7) Conclusao

O objetivo primordial desta dissertacao foi a confirmacéo da causa de morte destes animais.
Apos a revisdo bibliografica e em conjunto com os varios dados clinicos e laboratoriais
recolhidos, foi possivel concluir que estes animais sofreram uma intoxicagéo cronica por
taninos (associado a um consumo excessivo de bolota de sobreiro).

Tal como referido no capitulo “Discussdo”, o consumo continuado de bolota causa lesdes
renais cronicas (nomeadamente nefrite intersticial), bem como reducdo da fertilidade e
imunodepresséo.

Embora numa exploragdo caracteristica do montado Alentejano (rica em Sobreiro e
Azinheira) seja dificil o controlo de acesso a bolota, a suplementacdo com feno de qualidade
nas alturas em que a pastagem é mais fraca e em que a bolota é mais prejudicial € uma

medida que pode reduzir a incidéncia de lesdes e o nimero de mortes.

31



Bibliografia

Alam, M.R., Kabir, A K.M.A., Amin, M.R. & McNeill, D.M. (2005). The effect of calcium
hydroxide treatment on the nutritive and feeding value of Albizia procera for growing goats.
Animal Feed Science and Technology, 122, 135 — 148.

Almeida, J.A.A., Marinho, A.A.N. & Baptista M.E.S. (1992) Valor nutritivo da balota e da
lande. In: Il Coloquio sobre el cerdo ibérico, pp 9-10. Junta de Extremadura. Badajoz
(Espanha).

Asquith, T.N. & Butler, L.G. (1986). Interactions of Condensed Tannins with selected
proteins. Phytochemstry, 25, 1591-1593.

BAE, H.D., McAllister, T.A., Yanke, J., Cheng, K-J. & Muir, A.D. (1993). Effects of
Condensed Tannins on Endoglucanase Activity and Filter Paper Digestion by Fibrobacter
succinogenes S85. Journal of Applied and Evironmental Microbiology, 59, 2132-2138.

Bate-Smith, E.C. (1973). Haemanalysis of tannins: the concept of relative astringency.
Phytochemistry, 12, 907-912.

Ben Salem, H., Nefzaoui, A., Ben Salem, L. & Tisserand, J.L. (2000). Deactivation of
condensed tannins in Acacia cyanophylla Lindl. foliage by polyethylene glycol in feed blocks:
Effect on feed intake, diet digestibility, nitrogen balance, microbial synthesis and growth by
sheep. Livestock Production Science, 64, 51-60.

Beninger, C.W. & Hosfield, G.L. (2003). Antioxidant Activity of Extracts, Condensed Tannin
Fractions, and Pure Flavonoids from Phaseolus vulgaris L. Seed Coat Color Genotypes.
Journal of Agriculture and Food Chemistry, 51, 7879-7883.

Bento, M.H.L., Acamovic, T. & Makkar, H.P.S. (2005). The influence of tannin, pectin and
polyethylene glycol on attachment of 15N-labelled rumen microorganisms to cellulose.
Animal Feed Science and Technology, 122, 41-57.

Bhat, T.K., Makkar, H.P.S. & Shing, B. (1997). Preliminary studies on tannin degradation by
Aspergillus niger van Tieghem MTCC 2425. Letters in Applied Microbiology, 25, 22-23.

Bhatta, R., Uyeno, Y., Tajima, K., Takenaka, A., Yabumoto, Y., Nonaka, I., Enishi, O. &
Kurihara, M. (2009). Difference in the nature of tannins on in vitro ruminal methane and
volatile fatty acid production and on methanogenic archaea and protozoal populations.
Journal of Dairy Science, 92, 5512-5522.

Borisova, M.P., Kataev, A.A., Mavlyanov, S.M. & Abdullajanova, N.G. (2015). Effects of
Hydrolysable Tannins on Native and Artificial Biological Membranes. Biochemistry (Moscow)
Supplement Series A: Membrane and Cell Biology, 9, 53-60.

Bueno, I.C.S., Brandia, R.A., Franzolin, R., Benetela, G., Fagundes, G.M., Abdalla, A.L.,
Louvandini, H. & Muir, J.P. (2015). In vitro methane production and tolerance to condensed
tannins in five ruminant species. Animal Feed Science and Technology, 205, 1-9.

Cantos, E., Espin, J.C., L6pez-Bote, C., De La Hoz, L., Ordéfiez, J.A. & Tomas-Barberan, F.
A. (2003). Phenolic Compounds and Fatty Acids from Acorns (Quercus spp.), the Main
Dietary Constituent of Free-Ranged Iberian Pigs. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
51, 6248-6256.

32



Dearing, M.D., Foley, W.J. & McLean, S. (2005). The influence of plant secondary
metabolites on the nutritional ecology of herbivorous terrestrial vertebrates. Annual Review of
Ecology, Evolution and Systematics, 36, 169-189.

Dentinho, T., Navas, D., Potes, J. (2005). Avaliacdo de complementos alimentares em
pecuaria extensiva. Revista Pastagens e Forragens, 26/27, 41-46.

Dollahite, J.W., Householder, G. T. & Camp, B. J. (1966). Effect of Calcium Hydroxide on the
Toxicity of Post Oak (Quercus stellata) in Calves. Journal of the American Veterinary Medical
Association, 148, 908 — 912.

Frutos, P., Hervas, G., Girdldez, F.J. & Mantecdn, A.R. (2004). Review. Tannins and
ruminant nutrition. Spanish Journal of Agricultural Research, 2, 191-202.

Frutos, P., Pérez, V., Benavides, J. & Mantecon, A.R. (2005). Intoxicacdo de gado bovino
por consume de bolotas. Albéitar, 5, 54-59.

Ghasemi, S., Naserian, A.A., Valizadeh, R., Tahmasebi, A.M., Vakili, A.R., Behgar, M. &
Ghovvati, S. (2012). Inclusion of pistachio hulls as a replacement for alfalfa hay in the diet of
sheep causes a shift in the rumen cellulolytic bacterial population. Small Ruminant Research,
104, 94-98.

Goel, G., Makkar, H.P.S. (2012). Methane mitigation from ruminants using tannins and
saponins. Tropical Animal Health Prodution, 44, 729-739.

Hagerman, A.E., Robbins, C.T., Son, Y. & McArthur C. (1992). Tannin chemistry in relation
to digestion. Journal of Range Management, 45, 57-62.

Hagerman, A.E., Riedl, K.M., Jones, G.A., Sovik, K.N., Ritchard, N.T., Hartzfeld, P.W. &
Riechel, T.L. (1998). High Molecular Weight Plant Polyphenolics (Tannins) as Biological
Antioxidants. Journal of Agriculture and Food Chemistry, 46, 1887-1892.

Hammon, D.S., Holyoak, G.R., Dhiman, T.R. (2005). Association between blood plasma urea
nitrogen levels and reproductive fluid urea nitrogen and ammonia concentrations in early
lactation dairy cows. Animal Reproduction Science, 86, 195-204.

Hervas, G., Pérez, V., Girdldez, F.J., Mantecon, A.R., Almar, M.M. & Frutos, P. (2003)
Intoxication of Sheep with Quebracho Tannin Extract. Journal of Comparative Pathology,
129, 44-54,

Hristov, A.N., Ivan, M., Neill, L. & McAllister, T.A. (2003). Evaluation of several potential
bioactive agents for reducing protozoal activity in vitro. Animal Feed Science and
Technology, 105, 163-184.

Juhnke, J., Miller, J., Hall, J.O., Provenza, F.D. & Villalba, J.J. (2012). Preference for
condensed tannins by sheep in response to challenge infection with Haemonchus contortus.
Veterinary Parasitology, 188, 104-114.

Krueger, W.K., Gutierrez-Bafiuelos, H., Carstens, G.E., Min, B.R., Pinchak, W.E., Gomez,
R.R., Anderson, R.C., Krueger, N.A. & Forbes, T.D.A. (2010). Effects of dietary tannin source
on performance, feed efficiency, ruminal fermentation, and carcass and non-carcass traits in
steers fed a high-grain diet. Animal Feed Science and Technology, 159, 1-9.

Latimer, K. S., Mahaffey, E. A. & Prasse, K. W. (2003). Duncan & Prasse - Veterinary
Laboratory Medicine — Clinical Phatology (4th ed.). lowa State Press

33



Maas, J. (2008). Killer Oak Trees. California Cattlemen’s Magazine — University of California,
Davis.

Mangan, J.L. (1988). Nutritional Effects of Tannins in Animal Feeds. Nutrition Research
Reviews, 1, 209-231.

Makkar, H.P.S., Singh, B. & Dawra, R.K. (1988). Effect of tannin-rich leaves of oak (Quercus
incana) on various microbial enzyme activities of the bovine rumen. British Journaf of
Nutrition, 60, 287-296.

Makkar, H.P.S. & Becker, K. (1996). Effect of pH, Temperature, and Time on Inactivation of
Tannins and Possible Implications in Detannification Studies. Journal of Agriculture and Food
Chemistry, 44, 1291-1295.

McEvoy, T.G., Robinson, J.J., Aitken, R.P., Findlay, P.A. & Robertson, |.S. (1997). Dietary
excesses of urea influence the viability and metabolism of preimplantation sheep embryos
and may affect fetal growth among survivors. Animal Reproduction Science, 47, 71-90.

McMahon, L.R., McAllister, T.A., Berg, B.P., Majak, W., Acharya, S.N., Popp, J.D., Coulman,
B.E., Wang, Y. & Cheng, K.J. (2003). A review of the effects of forage condensed tannins on
ruminal fermentation and bloat in grazing cattle. Canadian Journal of Plant Science, 46, 469-
486.

McSweeney, C.S., Palmer, B., Bunch, R. & Krause, D.O. (2001). Effect of the tropical forage
calliandra on microbial protein synthesis and ecology in the rumen. Journal of Applied
Microbiology, 90, 78-88.

Min, B.R., Fernandez, J.M., Barry, T.N., McNabb, W.C. & Kemp, P.D. (2001). The effect of
condensed tannins in Lotus corniculatus upon reproductive efficiency and wool production in
ewes during autumn. Animal Feed Science and Technology, 92, 185-202.

Min, B.R., Attwood, G.T., Reilly, K., Sun, W., Peters, J.S., Barry, T.N. & McNabb, W.C.
(2002). Lotus corniculatus condensed tannins decrease in vivo populations of proteolytic
bacteria and affect nitrogen metabolism in the rumen of sheep. Canadian Journal of
Microbiology, 48, 911-921.

Min, B.R., Barry, T.N., Attwood, G.T. & McNabb, G.T. (2003). The effect of condensed
tannins on the nutrition and health of ruminants fed fresh temperate forages: a review.
Animal Feed Science and Technology, 106, 3-19.

Mosleh, H., Naghiha, A., Keshtkaran, A.N. & Khajavi, M. (2014). Isolation and Identification
of Tannin-degrading Bacteria from Native Sheep and Goat Feces in Kohgiloye and Boyer-
Ahmad Province. International Journal of Advanced Biological and Biomedical Research, 2,
176-180.

Nelson, K.E., Pell, P.N., Schofiel, P. & Zinder, S. (1995). Isolation and Characterization of an
Anaerobic Ruminal Bacterium Capable of Degrading Hydrolyzable Tannins. Applied and
Environmental Microbiology, 61, 3293-3298.

Nelson, K.E., Pell, A.N., P.H., Doane, Ginez-Chavez, B.l. & Schofield, P. (1997). Chemical

and Biological Assays to Evaluate Bacterial Inhibition by Tannins. Journal of Chemical
Ecology, 23, 1175-1193.

34



Odenyo, A.A., Bishop, R., Asefa, G., Jamnadass, R., Odongo, D. & Osuji, P. (2001).
Characterization of Tannin-tolerant Bacterial Isolates from East African Ruminants.
Anaerobe, 7, 5-15.

O’Donovan, L. & Brooker, J.D. (2001). Effect of hydrolysable and condensed tannins on
growth, morphology and metabolism of Streptococcus gallolyticus (S. caprinus) and
Streptococcus bovis. Microbiology, 147, 1025-1033.

Osawa, R., Rainey, F., Fujisawa, T., Lang, E., Busse, H.J., Walsh, T.P. & Stackebrandt, E.
(1995). Lonepinella koalarum gen. nov., sp. nov., a New Tannin-Protein Complex Degrading
Bacterium. Systematic and Applied Microbiology, 18, 368-373.

Ostrowski, S.R., Smith, M.P., Spier, S.J., Norman, B.B. & Oliver, M.N. (1989). Compensatory
weight gain in steers recovered from oak bud toxicosis. Journal of the American Veterinary
Medical Association, 195, 481-484.

Pellikaan, W.F., Stringano, E., Leenaars, J., Bongers, D.J.G.M., Laar-van Schuppen, S.,
Plant, J. & Mueller-Harvey, |. (2011). Evaluating effects of tannins on extent and rate of in
vitro gas and CH4 production using an automated pressure evaluation system (APES).
Animal Feed Science and Technology, 166-167, 377-390.

Pérez, V., Doce, R.R., Garcia-Pariente, C., Hervas, G., Ferreras, M.C., Mantecon, A.R. &
Frutos, P. (2011). Oak leaf (Quercus pyrenaica) poisoning in cattle. Research in Veterinary
Science, 91, 269-277.

Plumlee, K.H., Johnson, B., Galey, F.D. (1998). Comparison of disease in calves dosed
orally with oak or commercial tannic acid. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation, 10,
263-267.

Radotits, O.M., Gay, C.C., Blood, D.C. & Hinchcliff, KW. (2000). Veterinary Medicine — A
Textbook of the Diseases of Cattle, Sheep, Pigs, Goats and Horses (9" ed.). London: W.B.
Sauders Company Ltd — Hartcourt Publishers Limited.

Rayudu, G.V.N., Kadirvel, R., Vohra, P. & Kratzer, F.H. (1970). Effect of Various Agents in
Alleviating the Toxicity of Tannic Acid for Chickens. Poultry Science, 49, 1323-1326.

Salem, A.Z.M., L6pez, S., Ranilla, M.J. & Gonzélez, J.S. (2011). Influence of quebracho
tannins administration on some blood metabolites in sheep and goats. Options
Méditerranéennes — Challenging strategies to promote the sheep and goat sector in the
current global context.

Salminen, J.P., Roslin, T., Karonen, M., Sinkkonen, J., Pilhaja, K. & P.Pulkkinen, K. (2004).
Seasonal variation in the content of hydrolysable tannins, flavonoid glycosides and
proanthocyanidins in oak leaves. Journal of Chemical Ecology, 30, 1693-1711.

Sandusky, G.E., Fosnaugh, C.J., Smith, J.B. & Mohan, R. (1977). Oak Poisoning in Cattle in
Ohio. Journal of the American Medical Association, 171, 627-629.

Shimada, T., Saitoh, T., Sasaki, E., Nishitani, Y. & Osawa, R. (2006). Role of Tannin-Binding
Salivary Proteins and Tannase- Producing Bacteria in the Acclimation of the Japanese Wood
Mouse to Acorn Tannins. Journal of Chemical Ecology, 32, 1165-1180.

Silanikove, N., Gilboa, N., Perevolotsky, A. & Nitsan, Z. (1996). Goats fed tannin-containing
leaves do not exhibit toxic syndromes. Small Ruminant Research, 21, 195-201.

35



Skopec, M.M., Hagerman, A.E. & Karasov, W.H. (2004). Do salivary proline-rich proteins
counteract dietary hydrolysable tannin in laboratory rats? Journal of Chemical Ecology, 30,
1679-1692.

Smith, A.H. & Mackie, R.l. (2004). Effect of Condensed Tannins on Bacterial Diversity and
Metabolic Activity in the Rat Gastrointestinal Tract. Applied and Environmental Microbiology,
70, 1104-1115.

Smith, A.H., Zoetendal, E. & Mackie, R.l. (2005). Bacterial Mechanisms to Overcome
Inhibitory Effects of Dietary Tannins. Microbial Ecology, 50, 197-205.

Spier, S.J., Smith, B.P., Seawright, A.A., Norman, B.B., Ostrowski, S.R. & Oliver, M.N.
(1987). Oak toxicosis in cattle in Northern California: clinical and pathologic findings. Journal
of the American Veterinary Medical Association, 191, 958-964.

Tavendale, M.H., Meagher, L.P., Pacheco, D., Walker, N., Attwood, G.T. & Sivakumaran, S.
(2005). Methane production from in vitro rumen incubations with Lotus pedunculatus and
Medicago sativa, and effects of extractable condensed tannin fractions on methanogenesis.
Animal Feed Science and Technology, 123-124, 403-419.

Tejerina, D., Garcia-Torres, S., Cabeza de Vaca, M., Vazquez, F.M. & Cava, R. (2011).
Acorns (Quercus rotundifolia Lam.) and grass as natural sources of antioxidants and fatty
acids in the “montanera” feeding of Iberian pig: Intra- and inter-annual variations. Journal of
Food Chemistry, 124, 997-1004.

Van Soest, P.J. (1994). Nutritional Ecology of the Ruminant. (2" ed.) Cornell University
Press: Comstock Publishing Associates.

Waghorn, G.C., Shelton, I.D. & McNabb, W.C. (1994). Effects of condensed tannins in Lotus
pedunculatus on its nutritive value for sheep. 1. Non-nitrogenous aspects. Journal of
Agricultural Science, 123, 99-107.

Waghorn, G. (2008). Beneficial and detrimental effects of dietary condensed tannins for
sustainable sheep and goat production—Progress and challenges. Animal Feed Science and
Technology, 147, 116-139.

Wiseman, A. & Thompson, H. (1984). Letters: Acorn Poisoning. The Veterinary Record, 105,
605.

Yeruham, I., Orgad, U., Avidar, Y., Perl, S., Liberboim, M., Adler, H. & Shlosberg, A. (2002).
A urinary retention syndrome in beef cows probably caused by ingestion of Cistus salvifolius.
Revue de Médicine Vétérinaire, 153, 627-632.

Zalipsky, S. (1995). Chemistry of polyethylene glycol conjugates with biologically active
molecules. Advanced Drug Delivery Reviews, 16, 157-182.

36



