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RESUMO

HELAYEL, Michel José Sales Abdalla. O antagonismo com acetamida em experimentos com
ovinos, caprinos e coelhos indica monofluoroacetato como principio toéxico de
Pseudocalymma elegans. 2011. 78p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterindrias, Sanidade
Animal). Instituto de Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2011.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito protetor da acetamida nas
intoxicagdes experimentais por Pseudocalymma elegans (Bignoniaceae) em ovinos, caprinos e
coelhos, com a finalidade de comprovar indiretamente que o monofluoroacetato € responsavel
pela sintomatologia e morte dos animais que ingerem essa planta. Foram realizados experimentos
para determinar a dose letal da planta coletada em Rio Bonito, RJ, em diferentes épocas do ano
para ovinos e caprinos e ajustar a dose de acetamida a ser administrada. No primeiro
experimento, dois ovinos e dois caprinos receberam 1,0 g/kg de P. elegans fresca e um animal de
cada espécie foi tratado previamente com 2,0 g/kg de acetamida. Nenhum animal apresentou
alteracdes clinicas ou morreu. Ao que tudo indica a planta poderia estar menos toxica, ja que foi
coletada no fim da estacdo das dguas. No segundo experimento, dois ovinos e dois caprinos
receberam 0,67 e 1,0 g/kg da planta dessecada, apds tratamento prévio, com 2,0 e 3,0 g/kg de
acetamida, respectivamente. Todos os animais morreram, pois administramos doses muito altas
de P. elegans. No terceiro experimento, dois ovinos e dois caprinos receberam, 0,333 g/kg de P.
elegans dessecada, apds administragdo prévia de 2,0 g/kg de acetamida. Uma semana depois, o
protocolo acima foi repetido, porém sem o antidoto. Nos experimentos com coelhos, foram
administradas doses de 0,5 e 1,0 g/kg de P. elegans dessecada apés a administragcdo de 3,0 g/kg
de acetamida. Sete dias depois, o mesmo protocolo foi repetido, com excecdo da administragdo
de acetamida. Esta, quando administrada previamente, evitou o aparecimento dos sinais clinicos e
a morte dos ovinos, caprinos e coelhos, j4 os animais nio tratados com acetamida apresentaram
sintomatologia e morreram. Clinicamente, os ovinos e caprinos manifestaram taquicardia,
jugulares ingurgitadas, pulso venoso positivo, decubito esternal e tremores musculares. Na “fase
dramatica”, os animais caiam em decubito lateral, esticavam os membros, faziam movimentos de
pedalagem e morriam em poucos minutos. Nos coelhos observaram-se apatia, tremores
musculares, decubito lateral e vocalizacdo minutos antes da morte. A avaliagdo macroscopica
revelou, nos ovinos e caprinos, jugulares ingurgitadas, auriculas, veia cava caudal e cranial
dilatadas, além de edema pulmonar, congestdo hepdtica e edema na subserosa da vesicula biliar.
Nos coelhos as principais alteracdes observadas foram auriculas dilatadas, veia cava caudal e
cranial ingurgitadas, figado e vasos do diafragma congestos. O exame histopatologico revelou,
em dois ovinos e um caprino, degeneracdo hidrépico-vacuolar dos tibulos uriniferos contornados
distais associada a cariopicnose. Nos coelhos havia congestiao hepética acentuada com numerosos
corpusculos de choque. Nossos resultados comprovam, de forma indireta, que o MF ¢
responsdvel pela morte dos animais que ingerem essa planta, uma vez que compostos “doadores
de acetato” como a acetamida, sdo capazes de reduzir a inibicdo competitiva do MF pelo mesmo
sitio ativo (Coenzima A), o que impede a formagdo do fluorocitrato, seu metabdlito ativo,
formado no organismo por meio da denominada “sintese letal”.

Palavras-chave: Pseudocalymma elegans, acetamida, monofluoroacetato.



ABSTRACT

ABSTRACT.- Helayel, Michel José Sales Abdalla. Antagonism of acetamid in experiments with
sheep, goats and rabbits indicates that monofluoroacetate is the toxic principle of Pseudocalymma
elegans., 2011. 99p. Thesis (Doctor in Veterinary Science, Animal Health). Instituto de
Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropedica, RJ.

This study aimed to evaluate the protective effect of acetamid in experimental poisoning by
Pseudocalymma elegans in sheep, goats and rabbits, in order to prove indirectly that
monofluoroacetate (MF) is responsible for the clinical signs and death of animals that ingested
the plant. Experiments were performed to determine for sheep and goats the lethal dose of P.
elegans collected in Rio Bonito, RJ, in different seasons, and to adjust the dose of acetamid to be
administered. In the first experiment, four animals received 1.0g/kg of fresh P. elegans, and two
others were pretreated with 2.0g/kg of acetamid. None of the animals showed clinical signs or
died. Possibly, the plant could be less toxic, since it was collected at the end of the rainy season.
In the second experiment, two sheep and two goats received 0.67 and 1.0g/kg of the dried plant,
after pretreatment with 2.0 and 3.0g/kg of acetamid, respectively. All animals died, as the
administered doses of P. elegans were very high. In the third experiment, two sheep and two
goats received 0.333g/kg of dried P. elegans after previous administration of 2.0g/kg of
acetamid; a week later, the protocol above was repeated, but without the antidote. In experiments
with rabbits, doses of 0.5 and 1.0g/kg of dried P. elegans were given after administration of
3.0g/kg of acetamid; seven days later, the same protocol was repeated, except the administration
of acetamide. This procedure, when acetamid was administered before, prevented the appearance
of clinical signs and death of sheep, goats and rabbits. But the animals not treated with acetamid
showed symptoms of poisoning and died. Clinically, the sheep and goats had tachycardia,
engorged jugular vein, positive venous pulse, lateral recumbence, and muscle tremors. In the
"dramatic phase”, the animals fell into lateral position, stretched the limbs, were paddling and
died within minutes. The rabbits showed apathy, muscle tremors, vocalization and lateral
decumbence minutes before death. At postmortem examination, the sheep and goats had
engorged jugular veins and atria, dilated Vena cava cranialis and caudalis, as well as pulmonary
edema, hepatic congestion and edema of the gallbladder subserosa. In rabbits, the main
macroscopic alterations were dilated atria, engorged Vena cava cranialis and caudalis, and
congested liver and diaphragm vessels. Histopathology revealed, in two sheep and one goat,
vacuolar-hydropic degeneration of the distal convoluted kidney tubules, together with
caryopicnosis. In the rabbits, the liver showed severe congestion with numerous shock
corpuscles. The experimental results show indirectly that MF is to be held responsible for death
of the animals that ingested P. elegans; since "acetate donor" compounds, such as acetamid, are
capable to reduce the competitive inhibition of MF for the same active site (Coenzyme A) which
prevents the formation of fluorocitrate, its active metabolite, formed in the body through the so-
called "lethal synthesis".

Key-words: Pseudocalymma elegans, acetamid, monofluoroacetate.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, as plantas que causam “morte subita” sdo consideradas as mais importantes, pelo
menos no que diz respeito aos prejuizos econdmicos. A principal planta desse grupo é Palicourea
marcgravii, responsavel pela grande maioria das mortes de bovinos intoxicados por plantas no
territério nacional. Outras plantas capazes de causar “morte subita” tém distribui¢do geogréfica
mais limitada, como € o caso da Pseudocalymma elegans, que sé estéd presente no Estado do Rio
de Janeiro. Em geral, os animais que ingerem essas plantas morrem sem sinais clinicos prévios,
ou com sintomas que passam despercebidos; a necropsia ndo se encontram lesdes significativas.
Pelo exame histolégico, porém, em muitos animais encontra-se, no rim, uma les@o considerada
caracteristica, denominada ‘“degeneracdo hidrépico-vacuolar das células epiteliais dos tibulos
uriniferos contornados distais associada a cariopicnose” (TOKARNIA et al., 2000).

O monofluoroacetato (MF) tem sido isolado de diversas plantas toxicas, cuja ingestao
determina “morte sibita” na Africa do Sul e na Austrdlia; no Brasil, essa substincia foi
identificada em P. marcgravii por Oliveira (1963) e Arrabidaea bilabiata (KREBS et al., 1994);
hd ainda indicios da presengca do MF em Mascagnia rigida (CUNHA, 2008). Recentemente,
Nogueira et al. (2010) e Peixoto et al. (2010) demonstraram que bovinos e ovinos intoxicados
experimentalmente com monofluoroacetato de sédio desenvolvem a degeneracdo hidrépico-
vacuolar das células epiteliais dos tibulos uriniferos contornados distais associada a cariopicnose.
Embora o quadro clinico-patolégico verificado em animais que ingerem essas plantas seja
semelhante, em muitos aspectos, ao observado nos casos de intoxicacdo por MF (NOGUEIRA et
al. 2010, PEIXOTO et al., 2010), alguns pesquisadores sdao da opinido de que esse composto nao
seria responsdvel pela morte dos animais que ingerem essas plantas ou que outras substancias
causariam a morte dos animais ou que ainda poderiam contribuir para a toxicidade dessas plantas.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o quadro clinico-patoldgico da intoxicagao
por P. elegans em ovinos, caprinos e coelhos com e sem a administracdo de acetamida, que € um
composto doador de acetato utilizado como antidoto nos casos de intoxicacdo por MF. Pretende-
se, dessa forma, comprovar indiretamente que o MF € responsavel pela morte dos animais que
ingerem essa planta, o que abriria boas possibilidades de estabelecerem-se medidas profilaticas e
de tratamento.



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Aspectos Clinico-Patolégicos da Intoxicacao por Pseudocalymma elegans

Pseudocalymma elegans, um cip6 da familia Bignoniaceae (Figurasl, 2, 3, 4), sem nome
popular, foi a primeira planta toxica estudada no Estado do Rio de Janeiro e uma das primeiras
estudadas no Brasil (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000). Em 1941, Mello e
Fernandes esclareceram que as mortandades de bovinos que ocorriam no Vale do Rio Sant’Ana,
municipio de Vassouras, RJ, eram provocadas pela ingestio desta planta.

Atualmente sabe-se que P. elegans ocorre também nos municipios de Paracambi, Rio de
Janeiro, Saquarema e Rio Bonito (RJ), nos quais tem como habitat principal a encosta de morros
(TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000; HELAYEL et al., 2009).

Sob condi¢des naturais, a intoxicagdo por P. elegans s6 tem sido observada em bovinos
(MELLO; FERNANDES, 1941; TOKARNIA, 2004 informacao Verball; HELAYEL et al.,
2009), embora haja suspeitas de ocorréncia de casos de intoxicacdo natural em equinos
(TOKARNIA et al., 1995). Experimentalmente tém sido intoxicados, por via oral, além de
bovinos (MELLO; FERNANDES, 1941; TOKARNIA et al., 1969; HELAYEL et al., 2009),
caprinos (MELLO; FERNANDES, 1941; TOKARNIA; PEIXOTO; DOBEREINER, 1993),
ovinos (CONSORTE; PEIXOTO; TOKARNIA, 1994), equinos (TOKARNIA et al., 1995),
coelhos (MELLO; FERNANDES, 1941; TAVARES; REZENDE; DOBEREINER, 1974;
HELAYEL et al., 2009) e cobaias (MELLO; FERNANDES, 1941; TAVARES; REZENDE;
DOBEREINER, 1974).

Em 1969, Tokarnia et al. realizaram estudo experimental sobre as alteracdes clinico-
patolégicas encontradas na intoxicacdo por P. elegans em bovinos; foram administradas
oralmente doses de 0,3g/kg a 10,0 g/kg de peso vivo de broto e de folhas maduras. Observou-se
que a dose letal dos brotos era de aproximadamente 0,8 g/kg, ja a das folhas maduras variou de
2,5 a 10 g/kg. Quando ingerida semanalmente em dose subletais, a planta ndo provocou
intoxicag@o crénica em bovinos, nem induziu tolerancia, pelo contrdrio, evidenciou-se leve efeito
acumulativo. O inicio do aparecimento dos sintomas apds a administragdo da planta fresca, em
casos que terminaram com o 6bito, variou de 12 horas e 20 minutos a 20 horas e 40 minutos. Nos
casos em que os animais sobreviveram, esse periodo oscilou de 19 a 41 horas. A duragdo dos
sintomas, nos animais que morreram, variou de poucos minutos a até 5 horas e 20 minutos. Os
sinais clinicos observados foram andar rigido com os membros posteriores abertos, tremores
musculares generalizados e instabilidade. O animal se deitava rapidamente ou caia muitas vezes
em posi¢do esternal com os membros posteriores esticados para trds. Essa instabilidade sempre
comecava de forma repentina, era frequentemente precipitada por simples ruido ou exercicio leve
e os animais morriam rapido ou se recuperavam. Adicionalmente foram observados opistétono,
nistagmo, taquicardia e dispnéia. Macroscopicamente havia somente em leve ressecamento do
conteido do omaso e reto. O exame histopatoldgico revelou degeneracio hidrépico-vacuolar das
células epiteliais dos tibulos uriniferos contornados distais e vacuoliza¢do difusa do parénquima
hepatico.

! Departamento de Nutri¢io e Pastagem. Instituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.



Numa tentativa de estabelecer a dose letal e melhor caracterizar o quadro clinico-patoldgico
da intoxicacdo por P. elegans em caprinos, foram administrados por via oral, em doses tunicas,
brotos de cor arroxeada da planta a 14 caprinos machos e fémeas. Verificou-se, em relagdo a
brotacdo recente (roxa), que a dose necessdria para causar a morte em caprinos foi a partir de 0,5
g/kg. Os animais apresentaram os primeiros sinais de um e 35 minutos apds o exercicio. Os trés
caprinos jovens tiveram intoxicacdo mais grave do que a observada nos animais adultos. O
caprino jovem que recebeu 1 g/kg, adoeceu antes do exercicio a que seria submetido. A maioria
dos animais que recebeu quantidades equivalentes a 0,75 e 0,5 g/kg ndo morreu. A
sintomatologia foi bastante uniforme; quando eram movimentados, os animais relutavam em se
locomover, e, as vezes, deitavam em decubito esterno-abdominal e ainda apresentavam acentuada
dispnéia e tremores musculares. Em seguida, deitavam-se em dectbito lateral e sobrevinha o
obito. Os achados de necropsia foram escassos e pouco significativos. Ao exame histopatolégico,
no coragdo de dois animais, foram observadas dreas de necrose de coagulacdo; em um deles havia
grande quantidade de macréfagos e, em menor grau, presenca de fibroblastos. No figado
observou-se leve a moderada tumefacdo e vacuolizagdo de hepatdcitos. Em dois animais
verificou-se presenca de esferas hialinas dentro do citoplasma de hepatdcitos (“‘degeneracdo em
gotas hialinas”) com varidvel localizacdo. No rim havia degeneracdo hidrépico-vacuolar das
células epiteliais dos tibulos contornados distais; verificou-se ainda, em um caso, necrose de
coagulacdo nos tdbulos, “degeneracdo em gotas hialinas” e cilindros hialinos em tibulos
uriniferos da medula do rim. (TOKARNIA; PEIXOTO; DOBEREINER, 1993)

Em experimentos realizados com ovinos constatou-se que as folhas de P. elegans também
sdo toxicas para esta espécie. Neste estudo, a planta foi administrada em doses unicas e em
fragdes repetidas da dose letal. Nos experimentos com administracdo de dose tnica, a menor dose
capaz de causar a morte dos ovinos foi de 1,5 g/kg da planta fresca. Com a planta dessecada, a
menor quantidade foi de 1 g/kg, que corresponde a 3 g/kg da planta fresca. Os animais s6
mostraram sintomas apds terem sido exercitados e alguns morreram antes do exercicio sem
apresentar sintomas. Os sintomas observados foram relutancia em correr, dispnéia, taquicardia,
dificuldade de ficar em pé, instabilidade, tremores musculares generalizados, as vezes o animal se
deitava ou caia, opistétono, contracdes generalizadas e morte. A evolucdo, apds o aparecimento
dos primeiros sintomas, variou de um a 24 minutos. Na necropsia, as alteracdes encontradas nao
foram significativas. As alteracdes histologicas foram vistas principalmente no coragdo, rim,
figado e pulmdo. No coracdo havia lesdes de intensidade discreta e leve, que consistiram em
dissociag@o das fibras cardiacas por edema, edema intracelular das fibras cardiacas, presenca de
fibras isoladas ou em pequenos grupos mostrando citoplasma eosinofilico, tendendo levemente a
hialinizacio e com condensacdo da cromatina nuclear (necrose incipiente) e infiltrado
inflamatério mononuclear intersticial. No rim, havia em alguns animais, a caracteristica
degeneracdo hidrépico-vacuolar nas células epiteliais dos tibulos contornados distais (grupos de
células com aumento do volume celular, citoplasma bastante rarefeito, quase imperceptivel e
forte picnose nuclear). No figado, a unica alteracdo observada foi moderada a acentuada
vacuolizacdo do citoplasma dos hepatécitos. No pulmio observaram-se congestdo e edema
alveolar. (CONSORTE; PEIXOTO; TOKARNIA, 1994)

Nos experimentos com administragdes repetidas, 1/5 da dose letal causou a morte de
animais apods 5 a 9 administra¢des didrias; 1/10 da dose letal causou a morte de animais apos 22 a
59 dias de administra¢des didrias; 1/20 da dose letal s6 causou a morte de um animal apds 39 dias
de administracdes didrias. Partes dos animais s6 mostraram sintomas apds terem sido exercitados
e alguns morreram antes de serem exercitados, sem apresentar sintomas. Os sintomas
apresentados foram os mesmos descritos acima nos experimentos com doses unicas. A evolucdo,
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ap0Os o aparecimento dos primeiros sintomas, foi de menos de trés minutos a mais de duas horas.
A necropsia, as alteragdes encontradas foram acentuado edema pulmonar e petéquias subpleurais;
no coragdo, externamente e ao corte, foram encontradas dreas esbranquigadas, mal delimitadas.
Adicionalmente observou-se congestdo no intestino delgado e no figado. (CONSORTE;
PEIXOTO; TOKARNIA, 1994)

Nos experimentos com administracdes repetidas da dose letal, verificou-se que, além das
alteracOes acima mencionadas estarem presentes com maior intensidade, também havia lesdes
adicionais, como nitida necrose coagulativa de fibras cardiacas e alteracdes proliferativas no
miocardio. As fibras necrosadas tinham citoplasma bem eosinofilico, ndcleo picnético ou
ausente. Os focos de necrose sempre estavam associados a proliferacdo de fibroblastos
acompanhada ou ndo de infiltrado inflamatério mononuclear. Em alguns ovinos observaram-se
congestdo e hemorragias no sistema nervoso central e acentuada congestio no bago. Neste
estudo, a planta demonstrou efeito acumulativo. (CONSORTE; PEIXOTO; TOKARNIA, 1994)

A toxicidade de P. elegans também foi estudada em equinos. Foram estabelecidos a
sensibilidade da espécie a essa planta e o quadro clinico-patoldgico. Neste estudo, a brotagdo da
planta foi administrada, por via oral, a oito animais, em doses de 0,8 a 3,2 g/kg. A dose letal foi
2.4 g/kg. A dose de 1,6 g/lkg determinou intoxicacdo grave em apenas um equino e nenhuma
sintomatologia em outro animal, enquanto que a administra¢do de 0,8 g/kg ndo causou sintomas
nos animais. Nos equinos que morreram, os primeiros sinais clinicos apareceram entre 5 horas e 8
minutos e 21 horas e 11 minutos apds o inicio da ingestdo da planta. No animal que adoeceu, mas
se recuperou, esse prazo foi de 14 horas e 23 minutos. Foram observados, inicialmente, sudorese,
movimentos abruptos por fasciculacdo muscular da cabeca, as vezes afetando todo o corpo, labio
inferior flacido, pulso venoso positivo, dispnéia, sonoléncia, relutincia em locomover-se,
instabilidade, tremores musculares, movimentos de mastigacdo vazia, ranger de dentes e
elasticidade da pele diminuida. Posteriormente observaram-se incapacidade de manter-se em
estacdo, quedas, decubito esternal ou lateral, com respiracio ofegante, tentativas de se levantar e
movimentos de pedalagem. O tempo decorrido entre a queda e a morte variou de trés minutos a
quatro horas. Nao foram encontradas lesdes macroscopicas significativas. J4& o exame
histopatolédgico revelou, em todos os animais, necrose das células epiteliais dos tibulos uriniferos
caracterizada por picnose nuclear e vacuolizacdo citoplasmdtica com frequente evolugdo para
lise. O figado de um equino apresentou leve vacuoliza¢do dos hepatdcitos da maior parte dos
I6bulos hepéticos, com excecdo da periferia destes. Em dois animais foi vista pequena quantidade
de fibras cardiacas necroéticas isoladas. (TOKARNIA et al., 1995)

Em coelhos e cobaios, os achados iniciais de Mello e Fernandes (1941) foram confirmados
por Tavares, Rezende e Dobereiner (1974). Apds a administragdo através de sonda orogastrica de
brotos verdes dessecados da planta a oito coelhos, verificou-se que a menor dose capaz de causar
a morte dos animais foi 0,3 g/kg. Os primeiros sintomas foram observados entre 1 hora e 5
minutos € 7 horas, apos a administracdo da planta. J4 nos cobaios, os primeiros sintomas
ocorreram entre 3 horas e 15 minutos e mais de 14 horas. O tempo de evolugdo da intoxicacao,
desde o aparecimento dos primeiros sintomas até a morte variou de poucos minutos a 3 horas e
15 minutos. O cobaio que recebeu a menor dose letal morreu aproximadamente 26 horas apos o
inicio dos primeiros sintomas. Em coelhos, os sinais clinicos observados foram excitacdo e
taquipnéia e, nos cobaios, excita¢do, tremores musculares € movimentos de pedalagem. Esses
sintomas ndo foram uniformes em todos os animais. Os achados de necropsia foram pouco
consistentes; havia somente pequenas hemorragias pulmonares em 47% dos coelhos e em 100%
dos cobaios. Ao exame histopatolégico, havia degeneracdo hidrépico-vacuolar de células renais
em 57% dos coelhos e em 28,5% dos cobaios.



Recentemente Helayel et al. (2009) relataram a intoxicacdo natural por Pseudocalymma
elegans em um bovino em Rio Bonito, RJ e a reprodugdo experimental dessa intoxicagdo em trés
bovinos e em 3 coelhos com exemplares dessa planta colhida no local onde ocorreu a morte. Nao
foram observadas alteracdes macroscopicas e histolégicas significativas no bovino naturalmente
intoxicado. A administragdo, por via oral, de 1g/kg da brotacdo da planta causou a morte do
bovino dentro de 5h e 30 minutos apds o inicio da administracdo, ja pela administragdo de 0,5
g/kg, a morte do animal ocorreu apds 76 horas e 36 minutos. A dose de 0,25g/kg foi capaz de
causar sintomas, mas nio levou a morte. A sintomatologia caracterizou-se por arritmia cardiaca,
taquicardia, aumento da frequéncia respiratéria, relutancia em se mover, pulso venoso positivo,
jugulares e grandes vasos ingurgitados, queda ao solo e movimentos de pedalagem, seguindo-se o
6bito. A necropsia foram verificadas alteragdes compativeis com as observadas na insuficiéncia
cardiaca aguda, e o exame histopatolégico revelou a lesdo renal tipica (degeneragdo hidropica em
tibulos contornados distais). Nos coelhos, a evolug@o variou entre menos de um minuto a dois
minutos. O exame histopatolégico do rim de dois coelhos também revelou a lesdo microscépica
caracteristica.



Figura 1. O antagonismo com acetamida em experimentos com oOvinos, caprinos e
coelhos indica monofluoroacetato como principio toéxico de Pseudocalymma elegans.
Pseucolaymma elegans, detalhe das folhas e gavinha.




Figura 2. O antagonismo com acetamida em experimentos com ovinos, caprinos e
coelhos indica monofluoroacetato como principio toéxico de Pseudocalymma elegans.
Pseucolaymima elegans. detalhe dos brotos de coloracio roxa,

Figura 3. O antagonismo com acetamida em experimentos com ovinos, caprinos e
coelhos indica monofluoroacetato como principio téxico de Pseudocalymma elegans.
Pseucolaymma elegans, detalhe dos brotos de coloracio roxa.



Figura 4. O antagonismo com acetamida em experimentos com ovinos, caprinos e coelhos indica
monofluoroacetato como principio téxico de Pseudocalymma elegans, detalhe do fruto.



Tabela 1. Resumo dos aspectos clinico-patoldgicos dos casos de intoxicag@o por plantas que causam “morte-stbita” (Continua)

Familia Rubiaceae

Planta Distribuicao e habitat Dose letal Espécie animal Tempo entre a Quadro clinico Achados de Achados
(g/kg) dministracio e a necropsia histopatoldgicos
morte
Palicourea Todo Brasil, exceto 0,5 Bovinos, 3h40min a PVP, instabilidade, Praticamente DHV das células
marcgravii  regido sul e MS. experimentalmente 23h28min tremores musculares, negativos, as vezes epiteliais dos TCD com
Terra firme com boa caprinos, ovinos, decubito esternal, depois hemorragias no acentuada cariopicnose
pluviosidade a beira de bufalos, equinos e lateral, movimentos de epicardio e
mata (meia sombra) coelhos pedalagem e morte congestdo nos
pulmdes
Palicourea Zona da Mata, 0,75 Bovino, 12h a 24h Cai em decubito lateral e Negativos DHV das células
aeneofusca Garanhuns (PE) e leste experimentalmente morre epiteliais dos TCD e
da Babhia. caprino e coelho vacuolizag¢do de
Matas imidas hepatdcitos
Palicourea PA, AM e RO. 2 Bovino, 12h50min a Dispnéia, taquicardia, Negativos Necrose  hepdtica e
Jjuruana Matas capoeiras e pastos experimentalmente 66h 20min queda, decubito lateral, necrose do miocardio
recém- formados. bufalo e coelho movimentos de (em um bovino). Leve a
pedalagem, mugidos e moderada vacuolizacdo
morte dos hepatdcitos
Palicourea Rondoénia. le2 Bovino, Até 24 h Relutdncia em mover-se, Negativos DHV das células
grandiflora Dentro das matas. experimentalmente decubito esternal, epiteliais dos TCD
coelho decubito lateral, associada a cariopicnose
opistétono, movimentos

de pedalagem, mugidos e
morte

DHYV —Degeneracdo hidrépico-vacuolar

TCD - Ttbulos contorcidos distais.

PVP — Pulso venoso positivo
Tabela adaptada de: (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000; OLIVEIRA et al., 2004; TOKARNIA et al., 2004).



Tabela 1. Continuagdo

Familia Bignoniaceae

Planta Distribuicao e Dose letal  Espécie animal Tempo entre a Quadro clinico Achados de Achados
habitat (g/kg) administracao e necropsia histopatolégicos
a morte
Arrabidaea Bacia Amazonica. Variavel, a Bovinos, 3ha7h Instabilidade, tremores Negativos DHV das células
bilabiata Virzeas (dreas partir de experimentalmente musculares, dispnéia, epiteliais dos TCD dos
temporariamente 2,5g/kg ou bufalos e coelhos PVP, queda, movimentos com acentuada
alagadas) mais de de pedalagem e morte cariopicnose
10g/kg
Arrabidaea Roraima. 1,5a10 Bovino, 6h a 22h Andar cambaleante, Negativos DHV das células
japurensis Clareiras e bordas das experimentalmente tremores musculares, epiteliais dos TCD
matas, as margens de coelho subita perda de equilibrio, associada a cariopicnose
grandes rios e dentro deita-se repetidas vezes,
das matas dispnéia, taquicardia,
PVP, decubito esterno-
abdominal, decubito
lateral, movimentos de
pedalagem, mugidos e
morte
Pseudocalymma Paracambi, Rio de 25al0 Bovinos e equinos. 12ha44h Andar rigido, Ocasionalmente Vacuolizagdo de
elegans Janeiro, Saquarema e Experimentalmente instabilidade,  tremores ressecamento dos hepatdcitos e miocardio.
Rio Bonito. em caprinos, ovinos, musculares, deita-se contetdos do omaso DHV das células
Encostas de morros coelhos e cobaias rapido ou cai em dectbito e reto epiteliais dos TCD

esternal com membros
posteriores esticados,
opistétono, nistagmo e
taquicardia

associada a cariopicnose

DHYV —Degeneracdo hidrépico-vacuolar
TCD - Ttbulos contorcidos distais.
PVP — Pulso venoso positivo



Tabela 1. Continuagdo

Familia Malpighiaceae

Planta Distribuicao e Dose letal  Espécie animal Tempo entre a Quadro clinico Achados de Achados
habitat (g/kg) administracao e necropsia histopatolégicos
o 6bito
Mascagnia Todo nordeste, parte Indeter- Bovinos, 24h a 48h Resisténcia em se Negativos Infiltrado linfo-
rigida do sudeste. minada experimentalmente locomover, tremores histiocitario no
Agreste e sertdo. caprinos e coelhos musculares, queda e miocdrdio, edema e
morte processos
degenerativos no
miocdrdio e DHV das
células epiteliais dos
TCD  associada a
cariopicnose.
Mascagnia Sertdo de Pernambuco  Indeter- Bovinos. Caprino e Indeterminado Queda ao solo, Negativos Nao ha dados.
elegans minada ovino mas  nfo taquicardia, micgdes
adoeceram frequentes, ligeira
sobrecarga ruminal,
aprumo do posterior, falta
de apetite, tremores
musculares, movimentos
de pedalagem e morte
Mascagnia MS, GO e parte do 5a20 Bovino. 16h 48h Relutdncia em mover-se, Negativos DHV das células
pubiflora sudeste (SP e tridngulo Experimentalmente andar rigido, tremores epiteliais dos TCD
mineiro). coelho, cobaia e musculares, micgdo associada a
Solos férteis equino (ndo adoeceu) frequente, deita-se ou cai cariopicnose.
quando movimentado,
decubito lateral,
movimentos de
pedalagem, mugidos e
morte

DHYV —Degeneracdo hidrépico-vacuolar

TCD - Tubulos contorcidos distais.
PVP — Pulso venoso positivo
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Tabela 1. Continuagdo

Familia Bignoniaceae

Planta Distribuicao e Dose letal  Espécie animal Tempo entre a Quadro clinico Achados de Achados
habitat (g/kg) administracao e necropsia histopatolégicos
a morte
Mascagnia aff. Norte do ES. 0,625a2,5 Bovino. 17h45 min a Queda em dectbito Em administragdes DHYV das células
rigida Partes baixas dos Experimentalmente 37h45 min esterno-abdominal, depois repetidas, epiteliais dos TCD
pastos. coelho decubito lateral, observaram-se dreas associada a cariopicnose.
movimentos desordenados branco-acinzentadas Em administragdes
com a cabeca, tremores  na regido do misculo repetidas, processo
musculares, PVP, dispnéia, papilar. degenerativo, necrotico,
movimentos de pedalagem, proliferativo e
mugidos, respiragdo inflamatério na regido do
espacada ou forcada, musculo papilar.
movimentos de pedalagem
€ morte.
Amorimia RS e SC. 5al0 Bovino. 14h a23h Cansaco, jugular Coloracdo DHYV das células
exotropica Capoeiras e orlas de Experimentalmente em ingurgitada, tremores, aververmelhada na epiteliais dos TCD
matas. coelho taquicardia, dectubito e mucosa do intestino  associada a cariopicnose,

morte.

delgado e edema da
subserosa da parede
da vesicula biliar.

congestdo hepatica
centrolobular e
hemorragias na mucosa
do intestino delgado.

DHYV —Degeneragao hidrépico-vacuolar
TCD - Ttbulos contorcidos distais.
PVP — Pulso venoso positivo
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2.2 Monofluoroacetato de Sodio

2.2.1 Breve histérico e utilizacao do MF

O MF foi sintetizado pela primeira vez na Bélgica, em 1896, pelo quimico Swarts
(GRIBBLE, 1973). De fato, sua toxidez era desconhecida até a década de 1920 quando foi,
inicialmente, observado o seu efeito nocivo contra insetos e patenteado como agente anti-
tracas (TWIGG; KING, 1991). Sua acentuada natureza toxica foi detectada na Alemanha em
1934 (ATZERT, 1971), entretanto, apenas em 1942 os pesquisadores concluiram que a morte
provocada por esse composto era causada por convulsdes seguidas de falha respiratéria
(BRISCOE, 1942; FELDBERG:; KILBY; KILBY, 1942). Durante a II Guerra Mundial (1939-
1945), devido a falta de rodenticidas como tédlio e estricnina (EISLER, 1995), foram
intensificadas as pesquisas por pesticidas alternativos, com a finalidade de proteger as tropas
aliadas contra doengas transmitidas por roedores (CALVER; KING, 1986). Segundo Eisler
(1995) no século XVIII, o MF j4 havia sido usado com esse propdsito, quando Dichapetalum
toxicarium, uma planta Africana, nessa época reconhecida por conter um composto toxico
letal para ratos, animais de producdo e humanos, posteriormente, identificado como MF, foi
utilizada por nativos da Africa para envenenar as fontes de dgua de tribos inimigas.

Em junho de 1944, o Departamento de Pesquisa Cientifica e Desenvolvimento dos
Estados Unidos forneceu o MF e outros produtos quimicos ao Centro de Pesquisa de Animais
Selvagens para serem testados como rodenticidas. O Centro de Pesquisa deu ao MF o nimero
1080, que subsequentemente foi adotado como nome popular. Amostras de 1080 também
foram enviadas ao Centro de Pesquisa de Animais Selvagens de Denver, EUA, para testes
adicionais em outras espécies. Os resultados comprovaram o valor do 1080 como controlador
eficiente de predadores de animais de producdo (ATZERT, 1971). Ainda durante a Segunda
Guerra, o MF protegeu tropas aliadas no Pacifico contra portadores do tifo, doenca cujos
vetores sao roedores (PEACOCK, 1964). Nos EUA, o MF foi utilizado pela primeira vez em
1945 para controle de roedores e, mais tarde, coiotes (Canis latrans) e coelhos (Lepus spp.;
Sylvilagus spp.) (HORNSHAW et al., 1986; AULERICH et al., 1987). Entre 1946 e 1949,
doze pessoas morreram acidentalmente nos Estados Unidos intoxicados pelo 1080 quando
este foi utilizado como rodenticida. Neste mesmo periodo uma crianca adoeceu apds comer
carne cozida de um esquilo envenenado com MF, mas depois se recuperou (EPA, 1976). Em
1952, foi utilizado, pela primeira vez, para controlar populagdes de coelhos na Tasméania
(CHURCHILL; CORKHILL; RICHARD, 2007) e, em 1954, foi empregado, com 0 mesmo
objetivo na Nova Zelandia, exclusivamente, para combater espécies animais introduzidas no
pais como gambds (Trichosurus vulpecula), gatos selvagens (Felis catus) e coelhos
(Orcytogalus cuniculus), que se tornaram pragas € causavam prejuizos econdmicos e danos
ambientais (COWAN, 1991).

Nos EUA, a utilizacdo do 1080 foi proibida em 1972 devido, em parte, as mortes de
animais ndo-alvos (BALCOMB et al., 1983). Atualmente, o uso do 1080 nos EUA esta
restrito a prote¢do de animais de producdo como ovinos e caprinos contra predadores como
coiotes (PALMATEER, 1989,1990). No Brasil, o MF foi introduzido como rodenticida em
1965, e em 1989, trés funciondrios da empresa Ac¢os Vilares S.A morreram e 76 foram
hospitalizados intoxicados por MF devido a manipulacio inadequada do produto
(PALERMO-NETO; MORAES-MOREAU, 1995).

O seu emprego tornou-se restrito a campanhas publicas a partir de 1980, e, em 1982 sua
fabricacdo, comercializag@o e uso foram proibidos pelo Ministério da Satide (ADESP, 2007).
Posteriormente, a sua utilizacdo em produtos rodenticidas domissanitdrios foi legalmente
proibida pela Portaria N° 321, de 28 de Julho de 1997 (BRASIL, 1997). O seu comércio, bem
como o de outras substidncias ndo regulamentadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), é considerado pratica criminosa, a saude ptblica, devido ao risco a vida
de pessoas. Mesmo apds tal proibi¢do, o MF ainda € ilegalmente comercializado por
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ambulantes e em estabelecimentos comerciais e utilizado de forma ilicita como rodenticida
doméstico (APEVISA, 2009).

Atualmente, o seu uso também é proibido em diversos paises como Alemanha, Japao,
Panamad, Belize, Chile, Colombia, El Salvador, Filipinas, Guatemala, México e Tailandia,
devido a sua elevada toxicidade e potencial risco a saide humana e ambiental (NIETO, 2001).
Por outro lado, continua amplamente empregado em outros paises, sobretudo na Austrilia
(McILROY, 1982a, 1982b, 1982c; McILROY, 1992; EASON; TURCK, 2002;
CHURCHILL; CORKHILL; RICHARD, 2007) e Nova Zelandia (NIETO, 2001; BEASLEY,
2002; EASON; TURCK, 2002), onde seu uso € permitido, com restri¢des (NIETO, 2001), no
controle da populacional de mamiferos nativos e de outras espécies animais introduzidas no
pais (CALVER; KING, 1986) que destroem plantagdes, comprometem a biodiversidade
(CHURCHILL; CORKHILL; RICHARD, 2007), causam danos econdmicos e¢ ambientais
(EASON et al.,, 1994; COWAN, 1991) e ameacam espécies nativas por competi¢ao
(CALVER; KING, 1986) ou predagcdao (CALVER; KING, 1986; EASON, 2002).

Em 2004, 73 animais morreram envenenados criminosamente pelo MF no Zool6gico de
Sdo Paulo. Havia trés chipanzés, trés antas, cinco dromeddrios, um elefante, um bisdo, um
orangotango, um macaco-de-cheiro, dois tamanduds, um sagiii-preto-de-mao-amarela, dois
macacos caiarara, dez micos-ledes-dourados e 43 porcos-espinhos (ORTIS, 2005). Aptekman
et al. (2003) relatam que caes e gatos s@o as principais espécies intoxicadas de forma acidental
ou criminosa pelo MF, sendo frequentes os atendimentos clinicos no Hospital Veterindrio da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP, em Botucatu, SP.

2.2.2 Nomenclatura e propriedades fisico-quimicas

O MF, conhecido quimicamente também como dcido monofluoroacético e fluoroacetato
de sodio (OMS, 2001) e, pelo nome popular “mao branca” (BALLANI et al., 2008), é uma
substiancia extremamente toxica (SCHWARTE, 1947; TWIGG; KING, 1991; MORAES,
1993; ZURITA et al., 2007). Recebeu a denominagao 1080, correspondente ao seu nimero de
série, quando testado, entre milhares de outros compostos, como rodenticida na década de
1940 nos Estados Unidos (EASON, 2002). Ficou conhecido também como veneno de
gifblaar, nome popular de Dichapetalum cymosum, uma importante planta téxica africana
(STEYN, 1934), cujo MF foi identificado por Marais em 1944.

O MF € um sal, cristalino (McGIRR; PAPWORTH, 1955), branco, inodoro, insipido
(McGIRR; PAPWORTH, 1955; OLIVEIRA, 1955), higroscépico quando exposto ao ar
(EGEKEZE; OEHME, 1979a), relativamente insolivel em solventes organicos (EISLER,
1995; BEASLEY, 2002), tais como querosene, dlcool, acetona ou 6leos vegetais e animais
(EGEKEZE; OEHME, 1979a), porém solivel em dgua, (OLIVEIRA, 1955; GRIBBLE, 1973;
EGEKEZE; OEHME, 1979a; EISLER, 1995: BEASLEY, 2002). E uma substincia ndo
volétil (OLIVEIRA, 1955), quimicamente estdvel (OLIVEIRA, 1955; GRIBBLE, 1973) a luz
solar e a temperatura de 54° C (EPA, 1995), devido a forte ligacdo entre os 4tomos de carbono
e flaor, porém € instdvel a temperaturas superiores a 110° C (EISLER, 1995) e se decompde a
partir de 200° C (EISLER, 1995; BEASLEY, 2002). Algumas solu¢des aquosas de MF retém
suas propriedades téxicas por pelo menos 12 meses, enquanto, outras perdem pelo menos
54% da sua toxicidade apds 24 dias (EISLER, 1995). Apresenta férmula molecular
CH,FCOONa (Figura 1) e massa molecular 100,02 g/mol (BEASLEY, 2002).
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Figura 5. Estrutura quimica do monofluoroacetato de sédio.
2.2.3 Modo de acao e efeitos toxicos

O modo de acdo do MF baseia-se na formagdo do fluorocitrato, seu metabdlito ativo,
formado no organismo por meio da denominada “sintese letal”. O fluoroacetato se liga a acetil
Coenzima A (CoA) para formar fluoroacetil-CoA, que substitui a acetil-CoA no ciclo de
Krebs e reage com citrato-sintase para produzir fluorocitrato. Este composto bloqueia
competitivamente a aconitase, o que impede a formacdo das coenzimas NADH e FADH;, ndo
havendo, desta forma, transferéncia de elétrons para a cadeia respiratéria e formacdo de ATP,
a partir de ADP. Com a queda na produ¢do de ATP, processos metabdlicos dependentes de
energia sao bloqueados. Adicionalmente ndao ha conversao do citrato em isocitrato (Figura 2),
e observa-se um acumulo de citrato em varios tecidos. (GUIMARAES, 1934; BARNES;
GILBERT, 1960; CASCON; MORS, 1962; GAGNIN; MARAVALHAS, 1969; GORNIAK
et al., 1986; CLARKE, 1991). O bloqueio do ciclo de Krebs na intoxicagdo pelo MF provoca
uma importante redu¢do do metabolismo da energia oxidativa e também uma diminuicao na
oxidagdo do acetato e da sintese hepdtica de acetoacetato. A utilizacdo de acetoacetato nos
tecidos € inibida e ha acimulo de ceto-substancias no sangue, que sdo excretadas pela urina.
Verifica-se também a diminui¢do no uso do piruvato na incorporacdo de CO, nos &cidos
organicos (NOVAK et al., 1972). Adicionalmente ha hipocalcemia, uma vez que o citrato, em
concentracdes elevadas no organismo, exerce um efeito quelante sobre o cilcio (OMARA,
SISODIA, 1990; EASON, 2002; COLLICCHIO-ZUANAZE et al., 2006). Outras enzimas
secundariamente afetadas sdo piruvato desidrogenase, piruvato quinase, succinato
desidrogenase (MEHLMAN, 1967), fosfofrutoquinase (GODOY; CARMEN, 1974) e citrato
ATPase (ROKITA, WALSH, 1983).

Em geral, a toxicidade do MF é a mesma, independentemente se a via de administragao
do composto for oral, subcutinea, intramuscular, intraperitoneal ou intravenosa
(CHENOWETH; GILMAN, 1946; WARD; SPENCER, 1947). O MF ¢ rapidamente
absorvido pelos tratos gastrintestinal e respiratério, mas nao € bem absorvido através da pele
intacta (FOSS, 1948; BROCKMANN; McDOWELL; LEEDS, 1955; ATZERT, 1971).
Apesar da ma absor¢ao dérmica, o manuseio didrio do produto por trabalhadores constitui um
risco potencial e, nestes casos, sdo adotados procedimentos rigorosos de seguranca (EASON
et al., 1999; EASON, 2002).

Quando absorvido, o composto se distribui uniformemente nos tecidos, inclusive
cérebro, coragdo, figado e rim (PEACOCK, 1964). Antes do aparecimento dos primeiros
sinais clinicos, no entanto, hd um periodo de laténcia, que varia, em geral, entre 30 minutos a
duas horas e meia apds a administracdo do MF, Poe qualquer das vias de administracao
empregada (EGEKEZE; OEHME, 1979a). Mesmo quando doses elevadas sdo utilizadas, o
inicio das manifestagdes clinicas ndo € imediato, embora o periodo latente seja reduzido
(PATTISON, 1959). Esse periodo de laténcia corresponde ao tempo necessario para que o MF
seja absorvido, entre nas células e, em especial, para que ocorra a conversao enzimatica em
seu metabdlito téxico, o fluorocitrato (SHERLEY, 2004) em quantidade suficiente para alterar
as funcdes intracelulares e induzir os sinais clinicos (ATZERT, 1971; PATTISON, 1959). A
variabilidade na duracdo do periodo latente entre as diferentes espécies estd diretamente
relacionada a diferengas nos processos bioquimicos (EGEKEZE; OEHME, 1979a).
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A toxicidade do MF ocorre, sobretudo, pela acao do fluorocitrato (Figura 3), formado no
organismo por meio da denominada “‘sintese letal” (PETERS, 1952). Tal termo foi atribuido a
conversdo de um composto ndo-téxico a outro extremamente toxico por Peters (1952), em
contraste a comum ‘“‘sintese protetora”, bem conhecida pelos bioquimicos, no qual moléculas
estranhas ao organismo sio convertidas em compostos de menor toxicidade (STECOL, 1941).
Como consequéncia, ha diminuicdo em até 50% na producdo de ATP e os processos
metabdlicos dependentes de energia sdo bloqueados (GAL; PETERS; WAKELIN, 1956;
BOWMAN, 1964; WILLIAMSON, 1967). E evidente que os 6rgios que possuem alta taxa
metabdlica, como coragdo, cérebro e rim, sdo os mais afetados (SUZUKI, 1999). Além disso,
o citrato acumulado no organismo exerce um efeito quelante sobre o calcio sérico, com
consequente hipocalcemia (GAL; PETERS; WAKELIN, 1956; OMARA, SISODIA, 1990).
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Figura 6. Bloqueio do ciclo de Krebs pelo monofluoroacetato

2.2.4 Quadro clinico-patologico da intoxicacao por MF em animais

Tradicionalmente, as diferentes espécies animais s@o classificadas em categorias (I, II,
IIT e IV), em fun¢do do efeito provocado pelo MF. Esse sistema de classificacao foi elaborado
em 1946, por Chenoweth & Gilman. Na classe I, a a¢do principal do MF ocorre sobre o coragdo e a
morte sobrevém, em geral, por fibrilacdo ventricular. Na classe II, tanto o coracdo quanto o SNC; sdo
afetados e a morte resulta, geralmente, de falha respiratéria durante episddios convulsivos e,
ocasionalmente, devido a fibrilacdo ventricular. Na classe III, a acio do MF é mais marcada sobre o
SNC, hé predominio de convulsdes epileptiformes e a morte estd associada a parada respiratoria. Na
classe IV, estdo incluidos os animais que exibem uma resposta atipica, caracterizada por bradicardia e
fraqueza.

Essa classificacdo foi revista e complementada recentemente (PEIXOTO et al., 2010).
Chenoweth & Gilman (1946) ndo realizaram experimentos com bovinos € ovinos, e, portanto,
ndo agruparam essas espécies em nenhuma categoria. Com o objetivo de verificar se a
ingestdo de MF induz sinais clinicos e lesOes similares as observadas nos bovinos intoxicados
pelas plantas que causam morte subita, Nogueira et al. (2010) realizaram experimentos com
seis vacas que receberam, por via oral, 0,5 e 1,0mg/kg da substincia. Clinicamente, os
animais apresentaram taquicardia, jugular repleta com pulso venoso positivo, respiracao
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abdominal, ligeira perda de equilibrio, por vezes cambaleavam, deitavam e apoiavam a cabeca
no flanco. Na fase final (agdnica), todos os animais caiam em decubito lateral, esticavam os
membros, faziam movimentos de pedalagem, apresentavam opistétono, nistagmo, mugidos e
a morte ocorria em 2-14 minutos. A necropsia verificaram-se auriculas, jugulares, 4zigos e
pulmonares moderadamente ingurgitadas. Observaram-se ainda leve a moderado edema da
subserosa nos locais de fixagdo da vesicula biliar no figado, além de leve edema entre o
duodeno e o pancreas. O exame histopatolégico revelou, em todos os animais, leve a
acentuada DHV das células epiteliais dos tibulos uriniferos contorcidos distais associada a
cariopicnose. Vacuolizacao e necrose de coagulagdo individual ou de grupos de hepatdcitos e
leve congestao hepdtica secundérios a estase venosa também foram observados.

Em experimentos realizados com ovinos, administrou-se MF, por via oral, em doses
unicas de 0,5 e 1,0mg/kg, cada dose para dois animais, € em doses subletais repetidas
diariamente de 0,1mg/kg/dia, por quatro dias, e 0,2mg/kg/dia por seis dias, cada dose para um
ovino. Todos os ovinos que receberam MF morreram, exceto um que recebeu 0,5mg/kg e ndo
mostrou sintomas. Clinicamente os animais apresentaram taquicardia, respiracdo abdominal,
tremores musculares, ligeira perda de equilibrio, por vezes cambaleavam, deitavam e
apoiavam a cabeca no flanco. Na fase final, os ovinos caiam em decubito lateral, esticavam os
membros, faziam movimentos de pedalagem, apresentavam opistétono e morriam. O exame
ecocardiogréafico evidenciou dilatacdo cardiaca e reducao da fracdo de encurtamento sistélico.
A andlise dos niveis séricos de uréia e creatinina revelou moderada a acentuada azotemia. MF
provocou “morte subita” em todos os ovinos que mostraram sintomas. A necropsia
verificaram-se auriculas e veias jugulares, cavas, dzigos e pulmonares moderadamente
ingurgitadas e, em alguns animais, edema pulmonar. O exame histopatolégico revelou, em
todos os ovinos, leve a acentuada DHV das células epiteliais dos tibulos contornados distais,
associada a picnose nuclear. Adicionalmente, verificaram-se discreta vacuolizacdo e, por
vezes, necrose de coagulacdo de hepatdcitos (PEIXOTO et al. 2010). De acordo com os
resultados dos experimentos, tais espécies devem ser incluidas na categoria I, uma vez que o
principal efeito do MF em bovinos e ovinos se faz sobre o coragao.

Em relagdo aos equinos, Chenoweth & Gilman (1946) incluiram essa espécie na
categoria I, no entanto, afirmaram ser dificil determinar se havia, de fato, auséncia de
sintomas nervosos, uma vez que os animais foram anestesiados. Anos depois, outros autores
descreveram sintomas referentes também ao SNC (EGEKEZE; OEHME 1979a). Desta forma,
acreditasse que essa espécie deva ser incluida na categoria I1.

Ja os ratos e hamsters foram agrupados na categoria IV, ou seja, animais que apresentam
sintomatologia atipica, caracterizada por fraqueza e extrema bradicardia (CHENOWETH;
GILMAN 1946). Esses sinais clinicos entretanto foram observados, no dia seguinte a
administracdo do MF, em animais que sobreviveram e, a nosso ver, ndo deveriam ter sido tao
valorizados. Controversamente, esses autores também descreveram sintomas iniciais
caracterizados por tremores, alteracdo postural, hiperexcitabilidade e convulsdes tonicas
provocadas por estimulos mecanicos. De fato, estudos posteriores demonstraram que ratos
intoxicados por esse composto apresentam tipica sintomatologia nervosa, caracterizada, em
especial, por frequentes convulsdes (FOSS, 1948; EGEKEZE; OEHME, 1979a; CUNHA,
2008). Além disso, Foss (1948) observou que ratos e camundongos intoxicados por MF
apresentavam sinais clinicos nervosos idénticos aos manifestados por cobaios. Convém
lembrar que Chenoweth & Gilman (1946) verificaram que cobaios apresentam alteracoes
nervosas semelhantes aquelas descritas em caes e, desta forma, sdo incluidos na categoria III.
Contudo, acreditasse que ratos e hamsters pertencam a categoria III. Recentemente, foram
realizados experimentos em que ratos receberam, por via oral, 4,0 e 8,0mg/kg de MF.
Clinicamente, os animais apresentaram apatia, cianose em extremidades (cauda, focinho e
orelha), pelos arrepiados, inquietagdo, dispnéia, respiracdo abdominal, taquipnéia, postura
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anormal, decubito esterno-abdominal e lateral, tremores musculares, convulsdes, cauda
elevada, membros posteriores abduzidos, ataxia, esticar de membros com movimentos de
pedalagem, opistGtono, respiracio ofegante e morte em poucos minutos. A necropsia
observaram-se auriculas, veia cava cranial e caudal ingurgitadas e moderada dilatacdo
cardiaca direita e esquerda em trés animais. Havia ainda leve a acentuada congestdo hepatica
e leve edema pulmonar (PEIXOTO et al., 2011c).

A intoxicagdo por MF em humanos produz vOmito, agitac¢do, irritabilidade, dor
epigdstrica, dor de cabeca, ndusea, dor muscular, convulsdes epileptiformes, paralisia parcial,
coma, depressdo respiratéria, além de faléncia cardiaca aguda e morte devido a fibrilacao
ventricular McTAGGART, 1970; REIGART et al., 1975; CHUNG, 1984; CHI et al., 1996).

Trabes et al. (1983) relataram um caso de intoxica¢do aguda como tentativa de suicidio,
em uma adolescente de 15 anos de idade. O acompanhamento com tomografia
computadorizada demonstrou atrofia cerebral difusa, dilatacdo da cisterna basal, dos
ventriculos laterais e do terceiro ventriculo. A paciente apresentou sinais agudos de nduseas,
vomitos, dor abdominal, convulsdes, coma e permaneceu com alteracdes neuroldgicas de
disfuncgdes cerebelares, distirbios de memoria e comportamento depressivo 18 meses apds a
intoxica¢do. Em outro caso, houve intoxicagdo subaguda em um homem, que veio a ébito
devido a pneumonia aspirativa.

A avaliagdo eletrocardiografica em humanos mostra alteracdes inespecificas do
segmento ST e anormalidades na onda T. Adicionalmente verificam-se hipocalcemia e
hipocalemia (PETERS et al.,, 1981; CHI et al., 1996,1999). Manifestacdes clinicas
neuroldgicas como convulsdes tonico-clonicas, hiperexcitabilidade e desorientacio (PETERS
et al., 1981; ROBINSON et al., 2002), além de insuficiéncia renal aguda oligirica ou nao-
oligurica também ja foram descritas (CHUNG, 1984).

2.2.5 Terapéutica da intoxica¢ao por MF

Embora os mecanismos de toxicidade do MF ja tenham sido suficientemente estudados
e compreendidos hd mais de quatro décadas, ainda ndo foram desenvolvidos, at¢é 0 momento,
protocolos terapéuticos satisfatorios no tratamento da intoxicagao por MF (PROUDFOOT et
al., 2006). O tratamento da intoxica¢do por MF é um desafio para os médicos e veterindrios
(GOH et al., 2005), uma vez que nao se conhece nenhum agente capaz de impedir ou reverter
de maneira eficaz os efeitos do MF, além disso o desfecho dessa intoxicagcdo é quase sempre
fatal (BURGER; FLECKNELL 1994).

O tratamento da intoxicagdo por MF consiste basicamente em desintoxicacdo, terapias
de suporte e especifica, com a administra¢do de antidoto. Como tentativas de desintoxicagao,
em geral, sdo realizadas a indu¢do de €mese e lavagem gdastrica, quando o animal ndo
vomitou, e administracdo de adsorventes como o carvao ativado, colestipol ou resinas de troca
i0nica, que deve ser realizada o mais rdpido possivel apds a ingestdo do MF (OSWEILER,
1996; NORRIS et al., 2000), embora sejam escassos os dados confidveis acerca da eficicia
desse método (GOH et al., 2005). Em ratos (WICKSTROM et al., 1998a), diferentemente do
que ocorre em caes (Goh et al., 2005), o colestipol reduz em 50% a concentragdo sérica do
MF durante as primeiras quatro horas apds a intoxicagdo (WICKSTROM et al., 1998a) e
reduz a mortalidade dos ratos, quando administrado 30 minutos apds a exposi¢do ao MF
(NORRIS et al., 2000). Contudo, quando sao administradas altas doses de MF, tanto o carvao
ativado como o colestipol, ndo sao capazes de reduzir a absorcdo do MF de forma suficiente
para proteger os ratos do 6bito (WICKSTROM et al., 1998a). Em caes, a utilizacdo de didlise
peritoneal, embora recupere quantidade substancial do MF, ndo é eficaz na reducdo da
concentracdo sanguinea dessa substancia (WICKSTROM et al., 1998a). Na terapia de suporte,
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sao utilizadas medicacdes que controlam as convulsdes, com auxilio da intubagdo e ventilacao
(OSWEILER, 1996).

Uma grande variedade de potenciais antidotos t€m sido estudada, em especial, em ratos
e camundongos, incluindo o monoacetato de glicerol (RAMMELL; LIVINGSTONE, 1985),
acetamida (EGYED; SCHULTZ, 1986; GORNIAK et al., 1994), sais de célcio (SHAPIRA et
al., 1980), gluconato de cdlcio associado ao o-cetoglutarato de sédio e succinato de sédio
(OMARA; SISODIA 1990), bicarbonato de sd6dio (CHURCHILL, 1996), agentes
moduladores de neurotransmissores (COOK et al., 2001) e 4-metilpirazole (FELDWICK et
al., 1997).

A eficiéncia do uso de gluconato de célcio (130 mg/kg), a-cetoglutarato (252 mg/kg) e
succinato de sédio (240 mg/kg) como antidotos contra a intoxicagdo por MF foram avaliados
individualmente e associados, em camundongos intoxicados com 15,0 mg/kg de MF, por via
intraperitoneal (OMARA; SISODIA, 1990). Os tratamentos foram realizados 15 minutos a 36
horas apds a administracdo do MF. A administracao isolada desses trés antidotos, bem como a
associacdo do gluconato de célcio com o alfa-cetoglutarato foi ineficaz na redugdo da
mortalidade dos animais. No entanto, a administracdo do succinato de sédio associado ao
gluconato de célcio, 15 minutos apds a intoxicagdo por MF, gerou um forte efeito protetor.
Por outro lado, o uso de succinato de sédio em doses elevadas (360-480 mg/kg) associado ao
gluconato de célcio (130 mg/kg) ndo produz efeito protetor (OMARA; SISODIA, 1990) por
razdes, até entdo, desconhecidas (PROUDFOOT et al., 2006). Outros estudos demonstraram
que a administracdo de 5 a 10 mL de uma solug¢do a 10% de gluconato de célcio, por via
endovenosa, previne o desenvolvimento dos quadros tetaniformes, resultantes da acidose
lactica (LOYD 1983; SCHVARTSMAN, 1971). Collicchio-Zuanaze et al. (2006) avaliaram o
efeito da administracdo de succinato de so6dio e gluconato de célcio a 10%, em gatos
intoxicados experimentalmente por MF e constataram taxa de sobrevida de 75% nos animais
tratados contra 25% do grupo controle (ndo-tratado).

Foi demonstrado que o uso de barbitiricos em cées intoxicados por MF, também possui
valor terapéutico, em especial, quando administrados precocemente (TOURTELLETTE,;
CONN, 1950). Nesse estudo, verificou-se que a administragdo do barbitdrico 30 min apds a
intoxicag¢do por MF, com doses quatro vezes maiores que a LDs( resulta na sobrevida de 80%
dos caes. Por outro lado, quando a terapia € efetuada 3 horas apds a intoxicagdo, a taxa de
sobrevida € reduzida consideravelmente (17%). Adicionalmente, foi observado que com altas
doses de MF (seis vezes o valor da LDsg), os barbitiricos sido ineficazes (TOURTELLETTE;
CONN, 1950). Outros autores estudaram o efeito profildtico da reserpina na prevencdo dos
distirbios cardiacos causados pelo MF em coelhos (HUANG et al., 1980). Nesse estudo
foram realizadas trés administracdes prévias de reserpina, com intervalo de quatro horas, por
via oral, na dose de 0,25 mg/kg e, em seguida, os animais receberam 1,5 mg/kg de MF. A
maioria dos animais do grupo tratado com reserpina apresentou prolongamento no tempo de
sobrevivéncia e, alguns animais, se recuperaram completamente. Os autores concluiram que a
reserpina preveniu a estimulagdo adrenérgica de aminas vasoativas, liberadas durante a
intoxica¢do, como mecanismo compensatério para a deficiéncia do suprimento energético
para o coracao (HUANG et al., 1980).

A administracdo de 5 a 10 mL de solug@o a 10% de cloreto de célcio (CaCl,), por via
intravenosa lenta e continua, acompanhada de monitorizacdo previne a taquicardia e a
fibrilacdo ventricular. Tal tratamento tem como finalidade restaurar os niveis de célcio
ionizado que foram supostamente quelados pela elevada concentracdo do citrato sérico
(PALERMO-NETO; MORAES-MOREAU, 1995).

Foi verificado que a administracdo de doses elevadas de bicarbonato de sédio, com taxa
de infusdo continua (300 mg/kg durante 15 a 30 minutos), causa aumento consideravel na taxa
de sobrevida de caes expostos ao MF, que ja manifestam sinais clinicos avancados
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(CHURCHILLI, 1996). Segundo outros autores, o bicarbonato de sédio é vital no combate a
acidose metabdlica observada em casos de intoxicagdo por MF (PALERMO-NETO;
MORAES-MOREAU, 1995).

Em ratos intoxicados com P. marcgravii, o emprego de hidrato de cloral associado a
xilazina mostrou-se capaz de prevenir as convulsdes e morte e, desta forma, sugeriu-se que
essa substancia pode atuar como doadora de acetato (GORNIAK et al., 1993).

Em pesquisa recente, realizada com a finalidade de encontrar um antidoto para o MF,
foram testadas diversas substdncias em camundongos intoxicados com 15 mg/kg de MF, por
via intraperitoneal (IP) (PEREIRA; PEREIRA, 2005). As substancias foram administradas IP,
30 minutos apds os camundongos terem recebido o MF e, incluiram, triacetato de glicerila,
acetilmetionina, citrato de sddio, cloridrato de d,1-carnitina, cloreto de magnésio, tiosulfato de
magnésio e tiosufalto de sédio, todos na dose de 100 mg/kg, exceto o cloreto de magnésio,
cuja a dose foi 50 mg/kg. Verificou-se que a substancia com maior atividade antagdnica para
doses letais do MF foi o tiosulfato de magnésio, uma vez que o seu emprego, evitou a morte
de todos os camundongos (10/10). Adicionalmente, administraram-se uma solucdo com 50 g
de tiosulfato de magnésio, por via endovenosa, a um novilho de 300 kg, intoxicado com P.
marcgravii € que ja manifestava sintomas leves de intoxicacdo. No dia seguinte, o animal
estava completamente recuperado. O mecanismo de acdo do tiosulfato de magnésio na
intoxicagdo por MF € desconhecido (PEREIRA; PEREIRA, 2005).

Outros autores estudaram o valor terapéutico da utilizacdo de agentes moduladores de
neurotransmissores na intoxicagdo por MF em ratos e, verificaram que o uso isolado de
agonistas GABA € capaz de controlar apenas alguns sinais clinicos, em especial, as
convulsdes, embora ndo aumente a sobrevida dos animais intoxicados (WICKSTROM et al.,
1998b). Por outro lado, o uso concomitante de diferentes neuromoduladores aumenta
significativamente a sobrevida dos animais (WICKSTROM et al., 1998b; WICKSTROM et
al., 1998c).

Estudos desenvolvidos na Austrdlia e na Nova Zelandia avaliaram os potenciais
beneficios da terapia com 4-metilpirazole, um farmaco indicado no tratamento de intoxicagao
por etilenoglicol, em ratos intoxicados por MF (FELDWICK et al., 1997). Esses autores
verificaram que a administracdo de 4-metilpirazole reduz a produgao de oxaloacetato através
da inibicdo da enzima malato desidrogenase, o que resulta na reducdo da produgdo de
fluorocitrato. Embora os sinais clinicos manifestados pelos animais tratados sejam mais leves
do que aqueles apresentados pelo grupo controle, ndo foi verificado reducdo significativa na
concentracao sérica de citrato entre os animais experimentais € o grupo controle (FELDWICK
et al., 1997).

2.2.6 Diagnéstico e prognostico da intoxicacao por MF

O diagnéstico da intoxicagdo por MF deve ser realizado com base no historico, sinais
clinicos, achados de necropsia e confirmado por andlises toxicoldgicas (EGEKEZE; OEHME,
1979a). As amostras enviadas ao laboratorio para andlises quimicas devem incluir, pelo
menos, 50g (O’HAGAN, 2004; PARTON; BRUERE; CHAMBERS, 2001) de iscas suspeitas,
vOmito, conteido estomacal, figado ou rim (EGEKEZE; OEHME, 1979a).

Muitas vezes o quadro clinico dessa intoxicag¢do, € inespecifico e existem poucos
estudos relacionados ao seu diagndstico laboratorial (CHI et al., 1996, CHI; LIN; CHEN,
1999; O’'HAGAN, 2004). Contudo, algumas alteracdes bioquimicas nao especificas tém sido
descritas e, incluem aumento da glicemia, uréia, creatinina, e a atividade da transaminase
glutamico-pirdvica (BOSAKOWSKI; LEVIN, 1986). Outros autores descrevem acidose
metabolica e hipocalemia (SUZUKI, 1999). Além disso, a concentragdo sérica de citrato pode
estar até trés vezes maior do que os parametros de referéncia. Desta maneira, o citrato sérico
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pode ser investigado como um indicador periférico da presenca de compostos que inibem o
seu metabolismo, como o MF. Em cées e ratos, o aumento da concentracdo sérica de citrato
estd relacionado ao aparecimento e a gravidade dos sinais da intoxicacdo por MF
(BOSAKOWSKI; LEVIN, 1986). Estudos realizados em humanos verificaram que a elevacao
da concentracio de citrato nos tecidos pode indicar intoxicagdo por compostos
organofluorados (EGYED, 1978). Entretanto, segundo Schultz et al. (1982) os niveis de
citrato no sangue ou tecidos, de ovelhas intoxicadas por esse composto, nao possuem valor
diagnéstico definitivo. De acordo com Marrazzi e Holliday (1981) a hiperglicemia pode ser
um achado laboratorial consistente nos casos de intoxicacao por MF e, portanto, pode auxiliar
no diagndstico.

Collicchio-Zuanaze (2006) avaliou o perfil hematolégico e bioquimico de gatos
intoxicados experimentalmente por MF, por via oral, na dose de 0,45 mg/kg, e verificou
alteracdes transitérias no perfil hematoldgico, caracterizadas por leucopenia com neutropenia,
linfopenia e eosinopenia absolutas, assim como trombocitopenia 12 a 30 horas apds a
intoxicacdo. Foi demonstrado que, 96 horas apés a administracdo do MF, tais alteragdes nao
sdo mais detectadas. As avaliagdes bioquimicas revelaram hiperglicemia e aumento da
atividade das enzimas lactato desidrogenase, creatinaquinase (CK) e sua fracao cardiaca (CK-
MB), bem como hipocalemia, hipofosfatemia e hipomagnesemia transitdrias, a partir de seis
horas apds a administracdo do MF. A andlise toxicolégica por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) demonstrou ser um método diagndstico simples, rdpido e eficiente em
estagios iniciais de intoxicacdo por MF em gatos, uma vez que foi possivel quantificar a
substancia em 75% (12/15) das amostras de soro examinadas; dessa forma, o método utilizado
foi considerado efetivo no diagndstico toxicoldgico da intoxicacdo por MF. Porém, a autora
ressalta que o método seria mais eficaz antes da metabolizagdo total do t6xico no organismo e
do desenvolvimento de sinais clinicos avancados da intoxicagdo e, sugere que a quantidade
residual detectada no soro sanguineo pode ser util para relacionar a quantidade de MF
circulante no organismo, com a evolu¢do da intoxicacao e o progndstico.

A confirmacdo do diagndstico da intoxicacdo por MF pode ser realizado através de
andlises toxicoldgicas para identificagdo do composto. Usualmente sdo empregados métodos
qualitativos que foram desenvolvidos, principalmente, para detec¢do desse composto em iscas
liquidas, amostras de solo, sangue, urina, tecidos e plantas toxicas (SAKAI; MIYAHARA,
1981).

Tracos do MF (0,6 mg/L) podem ser detectados na dgua através de Cromatografia
gasosa (CG) por captura de elétrons e em amostras bioldgicas em concentragdes de 10-15
m/kg (EISLER, 1995). Além disso, esse composto pode ser quantificado em solugdes com
baixas concentragdes (0,2 mg/L) (KIMBALL; MISHALAINE, 1993). Em tecidos biolégicos,
varios métodos té€m sido utilizados para determinar o MF, incluindo colorimetria, eletrodos de
ion fluoreto, cromatografia de gas-liquido e de alta pressdo, no entanto, esses métodos
envolvem longos procedimentos de extracdo, possuem baixas taxas de recuperacdo e
seletividade (ALLENDER, 1990).

A técnica de cromatografia em camada delgada € usada para identificar o MF a partir de
misturas extraidas de dcido férmico e fluoreto de sédio para determinacdes fluorométricas
(SAKAIL; MIYAHARA, 1981, McGARY; MELOAN, 1982).

Andlises toxicoldgicas quantitativas podem ser realizadas por técnicas de CG e CLAE
(KRAMER, 1984; OZAWA; TSUKIOKA, 1989; ALLENDER, 1990; MINNAAR et al.,
2000; DEMARCHI et al., 2001; SPORKERT et al., 2002; ZEFERINO et al., 2005). A CG ¢é
capaz de determinar a presenca do MF como 4cido livre em solventes aquosos (KIMBALL,;
MISHALAINE, 1993). Outros métodos bastante sensiveis para deteccdo do MF incluem a
eletroforese de zona capilar, comumente realizada em iscas (FUYU; HUIFANG; YI, 1996) e
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o isolamento do MF de amostras bioldgicas por cromatografia de troca idbnica com conversao
a seu éster dodecil (BURKE; LEW; COMINOS, 1989).

A determinag¢do do MF em tecidos bioldgicos e iscas através de CG com extra¢do em
acetona e dgua seguida por derivatizagdo com brometo de pentafluorobenzil, é uma técnica de
alta sensibilidade e que possui baixo limite de deteccio (ALLENDER, 1990). Outros autores
quantificaram do MF por CG com espectrometria de massa e derivatizacdo do extrato das
amostras bioldgicas também em pentafluorobenzil, porém, a extracdo foi realizada com a
utilizacdo de tungstato de sddio e acetato de etila (CASPER; McMAHON; PAULSON, 1985).
Segundo Kimball e Mishalaine (1993) esse composto também pode ser identificado como
acido livre em solvente aquoso por CG com detector de massa seletivo utilizando colunas
capilares de polietilenoglicol.

Andlises qualitativas do MF foram realizadas em amostras de rim, figado e estbmago
com a utilizacdo de éster benzil em CG. Nesse estudo, ao comparar os métodos de deteccao
com benzilagdo ativada por pirdlise de sal de amdnio quaterndrio, verificaram-se que 0s
limites de deteccao do MF nos tecidos s@o menores pela técnica da foto-ionizacao (15 mg/kg),
quando comparados ao método de detec¢do por ionizacdo em chama (100 mg/kg). Cabe
ressaltar que o limite de detec¢do com estes procedimentos € menos sensivel do que a
CG/EM, no entanto, a CG/EM ndo estd normalmente disponivel nos laboratérios de
diagnéstico veterindrio (HOOGENBOOM; RAMMELL, 1987).

Outro método descrito de andlise do MF por CG com espectrometria de massa, que
apresenta alta sensibilidade com baixos limites de deteccao (SPORKERT et al., 2002).

DEMARCHI et al. (2001) otimizaram um método anteriormente descrito por Ozawa &
Tsukioka (1989), e determinaram por CG a concentracdo de MF no sangue de coelhos. A
extragdo otimizada do MF foi realizada com a utilizacio de colunas de alumina e a
derivatizacdo em acetato de etila, utilizando-se o diclorohexilcarbodiimida (DCC) como
catalisador da reacdo e 2,4 dicloroanilina (DCA) como agente da derivagcdo para deteccao no
cromatégrafo. A purificacdo do derivado foi feito com acetonitrila (DEMARCHI et al., 2001).
Técnicas de CLAE também foram desenvolvidas para andlises quantitativas de MF em
amostras bioldgicas e iscas, além de serem utilizadas na identificagdo do principio ativo de
algumas plantas téxicas como Dichapetalum cymosum e Palicourea marcgravii (MINNAAR
et al., 2000). Neste estudo, o MF foi identificado em tais plantas toxicas, bem como em
amostras de figado e rimen de bovinos por meio de CLAE. Segundo esses autores, em
amostras bioldgicas mantidas a temperatura ambiente por 14 dias ocorre reducdo de 50% na
capacidade de identificagado do MF, uma vez que, tais amostras se mantidas em temperatura
ambiental devem ser analisadas em até sete dias (MINNAAR et al., 2000).

Outro autor estudou um método analitico, como forma alternativa de diagndstico nas
intoxicacOes causadas por P. marcgravii, através da caracterizacdo do seu principio toéxico,
que considerou ser o MF, por cromatografia delgada do macerado de visceras de coelhos
intoxicados experimentalmente por essa planta. Nesse trabalho, verificou-se que o MF pode
ser identificado por cromatografia em diversos 6rgados (cérebro, coracdo, figado, rim e
estdbmago) e no contetdo estomacal de animais intoxicados pela planta. O autor afirmou que
essa técnica tem aplicabilidade na rotina laboratorial devido a praticidade, baixo custo e
rapidez (PONTUAL, 2000).

Recentemente, Zeferino et al. (2005) desenvolveram um procedimento analitico
simples, rapido, econdmico e preciso para quantificar o MF em amostras de soro sanguineo de
gatos. O método utiliza CLAE com detector de condutividade onde é realizada a extracao
liquido-liquido. A deteccdo do MF através dessa técnica reduz significativamente o consumo
de solventes e o tempo das andlises quando comparado aos outros métodos descritos na
literatura (COLLICCHIO-ZUANAZE, 2006).
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Em geral, o prognéstico da intoxicagdo por MF € desfavordvel e depende da quantidade
ingerida do toxico, bem como da gravidade dos sinais clinicos. Contudo, ha melhora do
progndstico quando o tratamento com acetamida ou bicarbonato de sédio € instituido
precocemente (PARTON, 2006). Embora no homem, achados como hipotensdo, acidose
metabdlica e aumentado da concentracdo de creatinina sérica sejam indicadores de mau
prognéstico (CHI et al., 1996), em animais nio se conhece a relevancia de tais alteracdes no
estabelecimento do progndstico (GOH et al., 2005).

2.3 Acetamida
2.3.1 Breve historico

A acetamida foi descoberta em rejeitos de uma mina de carvao da antiga Unido
Soviética; o composto forma-se durante estacdes secas em dreas enriquecidas em amonia e
isoladas do contato com oxigénio e luz solar e passou a ser produzido comercialmente desde
1920 (BRANCO; CHAVES, 2006). Foi também encontrada nos Estados Unidos da América
(NEVES; CORREA:; CARDOSO, 2008) e é um dos componentes organicos detectados
recentemente na Via Lactea (HOLLIS et al., 2000).

2.3.2 Propriedades fisico-quimicas

Acetamida ou etanamida CH3CONH, é a amida do acido acético (Figura 3). Trata-se de
uma substancia higroscopica, cristalina, branca, sem cheiro e de sabor amargo, com ponto de
ebulicdo 222°C, ponto de fusdo 81°C, massa molecular 59.06, densidade 1.16g/cm3 e
solubilidade em 4gua de 200g/100ml. E soliivel também em etanol, triclorometano, piridina,
glicerol e pouco solivel em éter. E obtida, no laboratério, através da desidratacdo de acetato
de amodnio e, industrialmente, pela hidrdlise da acetonitrila; produz gases téxicos ao ser
exposta ao calor e reage com acidos e oxidantes fortes (WINDHOLZ, 1983).

O
I
CH;-C-NH,

Figura 7. Estrutura quimica da acetamida.

2.3.3 Utilizacao

A solubilidade da acetamida foi testada em 400 substiancias orginicas e algumas
inorganicas por Stafford (1933), que concluiu tratar-se de um composto altamente soldvel.
Essa caracteristica fez da acetamida um excelente solvente para uso comercial na sintese de
varios produtos.

A acetamida e seus derivados sdo utilizados também na composic¢do de meios de cultivo
para isolamento e diferenciacao de bactérias (OBERHOFER; ROWEN, 1974), no controle
populacional de aves (LEFEBVRE et al., 1979), como herbicida (BARBASH; RESEK, 1996;
SPALDING et al., 2003), na criopreservacao de sémen (BLANCO et al., 2000), como agente
plastificador da proteina de soja (LIU; ZHANG, 2006), através do seu efeito bactericida
(ESTRADA et al., 2007) e no tratamento da asma (WANG et al., 2008). Esse composto
também era utilizado como intermedidrio na sintese de metilamina, tioacetamida e hipnéticos
(IARC, 1974).
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2.3.4 Toxicidade

Flaks et al.(1983) realizaram estudo acerca de alteracdes hepatocelulares, em que
submeteram ratos machos da linhagem Leeds a uma dieta de 5% em peso de acetamida por
até 35 semanas e verificaram alta incidéncia de neoplasias. Fleishman et al. (1980)
administraram ragdo com 1,18 e 2,35% de acetamida a camundongos e ratos e observaram
aumento na incidéncia de linfoma e carcinoma hepatocelular, respectivamente.

2.3.5 Mecanismo de acao como antagonista no ciclo de Krebs

A inibicdo do ciclo de Krebs na intoxicagao por MF provoca queda da produgao de ATP
e consequente bloqueio de processos metabdlicos dependentes de energia (GORNIAK et al.,
1986; GONCHAROV et al., 2006). Nao existe antidoto capaz de inativar o fluorocitrato,
porém resultados promissores foram obtidos através de substincias doadoras de acetato, como
a acetamida. Estas substancias competem com o MF quando administradas antes da exposicao
ou no inicio do periodo de laténcia (KELLERMAN et al.; 2005).

2.3.6 Uso da acetamida e outros doadores de acetato na intoxicacao pelo MF

Com base no mecanismo de acdo do MF, acredita-se que compostos precursores de
acetato (referidos como “doadores de acetato”) sejam capazes de reduzir por inibicdo
competitiva a afinidade do MF com mesmo sitio ativo (Coenzima A) (PATTISON, 1959).

A administracdo prévia de acetamida a ratos intoxicados com MF, bem como por
folhas frescas de P. marcgravii ou com extratos concentrados de P. marcgravii, P. juruana,
Pseudocalymma elegans, A. bilabiata, M. rigida, M. pubiflora, M. aff. rigida e A. exotropica,
demonstrou acentuado efeito protetor, uma vez que evitou, em todos os experimentos, tanto
aparecimento dos sinais clinicos, quanto a morte de todos os ratos intoxicados, com excecao
de dois animais que receberam extrato concentrado de M. rigida e P. elegans (PEIXOTO et
al., 2011c). Em ratos intoxicados por extrato aquoso de Palicourea marcgravii (117,9 mg/kg)
e MF (1,09 mg/kg) verificou-se que a administracdo de 1,25 g/kg de acetamida, por via
intraperitoneal, uma hora antes da intoxicacdo dos animais, em ambos 0s casos, evitou o
desenvolvimento de sinais clinicos e a morte (GORNIAK et al., 1994). A administracdo da
acetamida (2,0 g/kg) aos bovinos intoxicados por MF (0,5 mg/kg) e P. marcgravii (1,0 g/kg)
preveniu os sinais clinicos e o ébito de todos os animais (PEIXOTO et al., 2011b).

O efeito protetor da acetamida foi descrito primeiramente em 1986 por Egyed &
Schultz, que avaliaram a eficidcia da administracdo deste composto em cobaios e ovinos
intoxicados experimentalmente por Dichapetalum cymosum, planta africana cujo principio
téxico € o MF. Nos experimentos realizados por esses autores, a administracdo de acetamida
em doses tnicas de 5,0 g/kg para trés ovelhas, até 24h antes da administracao de 5,0 g/kg de
D. cymosum, ndo evitou a morte dos animais. J4 nos estudos realizados com doses tnicas de
2,0 g/kg de acetamida para trés ovinos, simultaneamente com o fornecimento de 1,0 g/’kg da
planta, ndo foram observados sinais clinicos e nenhum animal morreu. O tratamento prévio
com acetamida (2,0 g/kg) em até trés vezes antes e durante a administracdo de 1,0 g/kg da
planta, para outros dois ovinos, induziu discretos sinais clinicos, mas os animais se
recuperaram.

O monoacetato de glicerol é considerado o agente protetor mais eficaz em casos de
intoxicacdo por fluoroacetato em ratos, coelhos, caes e macacos Rhesus (CHENOWETH et
al., 1951, RAMMELL,; LIVINGSTONE, 1985), quando administrado precocemente, na dose
de 0,5 mg/kg/hora, por via intravenosa (IV) ou intramuscular (IM) até 20 minutos apds a
intoxicagdo (MOUNT, 1992).
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Outro protocolo descrito para 0 homem € baseado em estudos realizados em macacos
(CHENOWETH, et al., 1951) e consiste na administragdo de 0,1-0,5 mL de solu¢do 60% de
monoacetato de glicerol/kg, diluida a uma concentra¢do de <1%, antes da administragao por
via intravenosa. Alguns autores recomendam para cies doses de 2-4 mg/kg/hora via IM
(KIRK, 1980) ou inicialmente 0,5 mL/kg/IM, e doses seguintes de 0,2 mL/kg/IM a cada 30
minutos por 5 horas (RAMMELL; LIVINGSTONE ,1985).

A oxidagao de etanol leva ao aumento da concentracdo sanguinea de acetato e
consequente inibi¢do da producio de fluorocitrato. A mortalidade de ratos, cobaios e coelhos
intoxicados € significativamente reduzida através da administracdo de 800 mg/kg de solucao
de etanol a 10%, por via subcutinea, em até 30 minutos apds a exposicdo ao MF
(HUTCHENS, et al., 1949). Outra opg¢do ¢ administrar 8,8 mL/kg de solug@o de 1:1 de etanol
a 50%, por via oral, associado ao acido acético a 5%, embora essa associacao seja menos
eficaz que o monoacetato de glicerol (PALERMO-NETO; MORAES-MOREAU, 1995). Em
macacos, a administracdo de 2,0 g/kg de acetato de sddio associada a 2,0 g/kg de etanol €
recomendada para o tratamento da intoxica¢do por MF (PEACOCK, 1964).

Pecuaristas da Africa do Sul, apesar de desconhecerem o mecanismo de agdo desses
antidotos, fazem uso de um interessante tratamento popular empirico para reverter a
intoxicacdo por Dichapetalum cymosum, planta da Africa do Sul que contém MF, em animais
de producdo, baseado na utilizacdo de partes iguais de vinagre (4cido acético) e cerveja de
sorgo (etanol) (STEYN, 1934).

2.4 Diagnostico Diferencial da Intoxicacao por Pseudocalymma elegans
2.4.1 Plantas cianogénicas

As plantas cianogénicas cont€ém como principio ativo o dcido cianidrico (HCN), um
liquido incolor, muito volétil, considerado como uma das substincias mais toxicas que se
conhecem. Nos vegetais se encontra ligado a glicosideos denominados cianogénicos e €
liberado apds a hidrdlise dos mesmos (RADOSTITS et al.,, 2000; VENNESLAND et al.,
1982). Sao registradas no mundo mais de 120 plantas consideradas cianogénicas
(RADOSTITS et al., 2000).

Quando ingerido o HCN ¢ rapidamente absorvido no tubo digestivo passa a circulacao
sanguinea, de onde uma parte ¢ eliminada pelos pulmdes; no figado, a maior parte é
transformada em tiocianetos, substancias pouco téxicas que sdo excretadas pela urina. Por
1sso a intoxicagdo sO ocorre quando doses toxicas sdo ingeridas em um curto espago de tempo
(2 a4 mg de HCN/kg de peso vivo/ hora) (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).

O HCN produz um quadro de andxia aguda nos tecidos, por bloquear a cadeia
respiratoria ao nivel da enzima citocromoxidase, que impedinde o aproveitamento de oxigénio
pelos tecidos. Como a absorcao do HCN € ripida, os sintomas da intoxicagdo aparecem logo
ap6s ou durante a ingestdo da planta e podem culminar com a morte em poucos segundos,
com convulsdes e parada respiratéria. Doses menores causam respiracdo acelerada e mais
profunda, taquicardia, mucosas visiveis de cor vermelho vivo, depois cianéticas, tremores
musculares, andar cambaleante, queda, contragdes tonica e clonicas e coma (CLARK;
WEISS, 1952).

Em casos agudos, ndo se observa qualquer lesdo a necropsia, apenas uma coloragcdo
arterial vermelho-brilhante é observada no sangue venoso. A histopatologia, em animais que
sobreviveram por mais tempo, ou foram expostos vdrias vezes ao cianeto, pode ser observada
necrose focal da substincia cinzenta e branca no cérebro. Essas lesdes sdo semelhantes as do
envenenamento pelo mondéxido de carbono; acredita-se que seja decorrente da hipdxia
(JONES; HUNT; KING, 2000).
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Estudos toxicoldgicos sdo importantes quando se suspeita de intoxica¢do por plantas
cianogénicas, esta toxicidade pode ser confirmada pela presenga e quantificagio do HCN em
figado, musculo e amostras de conteido de rimen. (HARAGUCHI, 2003, TOKARNIA;
DOBEREINER; PEIXOTO, 2000)

O tratamento tradicional é feito através de aplicacdo endovenosa de hipossulfito de
s6dio, que induz a formacdo de metemoglobina, que se combina com o HCN e forma a
cianometemoglobina, que é uma substancia atéxica. O HCN ¢ entdo liberado e fixado pelo
tiossulfato para formar tiocianeto, que ¢ entdo liberado pela urina (TOKARNIA;
DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).

No Brasil, as intoxicacdes por plantas cianogénicas sao menos freqiientes e importantes
do que as que ocorrem pelas plantas que causam “morte subita” (TOKARNIA;
DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).

. As principais plantas cianog€nicas que causam intoxica¢ao no Brasil sdo:

Manihot é o gé€nero mais importante do grupo das plantas cianog€nicas; pertence a
familia Euphorbiaceae e a espécie mais conhecida é a Manihot esculenta Grantz. Os termos
“mandioca”, “macaxeira”, “aipim” sdo utilizados para denominar as variedades pobres
(mansas) em glicosideos cianogénicos (linamarina, faseolunatina e lotaustralina). J4 as
variedades “bravas” s@o ricas nesses compostos e sao utilizadas na fabricacdo de farinha de
mandioca, goma e polvilho; nesses casos, a eliminacdo do glicosideo é feita através do calor
(TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).

Existem ainda outras espécies de manihot silvestres, conhecidas como “mani¢obas” em
forma de arvores ou arbustos que ocorrem em todo o pais; duas delas sdo a Manihot
piauhyensis Ule e a Manihot glaziovii Muell Arg. (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO,
2000).

Prunus sphaerocarpa, conhecida como ‘“pessegueiro-bravo”, ¢ uma planta da familia
Rosaceae rica no glicosideo cianogénico amigdalina. A planta pode se encontrada nas regides
Sudeste e Sul do Brasil (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).

Saad e Camargo (1967) diagnosticaram intoxicagdo por P. sphaerocarpa em bovinos e
caprinos, no Estado de Sdo Paulo, e determinaram sua toxidez através de experimentos com
caprinos. Gava et al. (1992) confirmaram através de experimentos em bovinos, a toxidez do
Prunus selowii Sw (=Prunus sphaerocarpa) que, de acordo com veterindrios e criadores,
causaria freqiientes caso de intoxicacdo em bovinos no Estado de Santa Catarina. Nos
experimentos a dose toxica variou de 3,5 a Sg/kg.

Piptadenia macrocarpa Benth. (= Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan), planta
pertencente a familia Leguminosae Mimosoidea, conhecida como ‘“‘angico-preto”, €
encontrada em todo Nordeste (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).

Tokarnia et al. (1999b) ao realizarem experimentos com a P. macrocarpa verificaram
que as folhas frescas coletadas em outubro (fase de brotacao) sdo mais téxicas que em margo,
quando maduras e que as folhas dessecadas continuam téxicas, mas em questdo de meses
perderam a toxidez.

Silva et al. (2006) ao investigarem a ocorréncia de diferentes intoxica¢des nas regides
do Serid6 e Oriental do Rio Grande do Norte, realizaram entrevistas com 82 pessoas, entre
produtores e técnicos que relataram que a intoxicacdo pela P. macrocarpa ocorria em 17
municipios apés a quebra e queda de galhos durante as chuvas ou ventanias, corte da planta
para aproveitamento da madeira ou através da brotacdo da planta.

Piptadenia viridiflora (Kunth.) Benth. Conhecida popularmente como ‘“espinheiro” ou
“surucucu”, drvore pertencente a familia Leguminosae Mimosoidea, € encontrada no Oeste da
Bahia (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000) e se revelou téxica para bovinos, por
causar quadro clinico-patolégico semelhante ao observado na intoxica¢do por P. macrocarpa
(TOKARNIA et al., 1999b).
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Sorghum vulgare e outras gramineas toxicas, tornam-se perigosas quando fatores que
impedem seu pleno desenvolvimento ou provocam seu murchamento, como estiagem, geadas
e pisoteio, favorecem o aparecimento de altos teores de glicosideos cianogénicos ou a
liberacdo de HCN. Dentre essas as mais conhecidas sdo Cynodon, Triglochin e Sorghum.
Essas gramineas sdo mais perigosas quando em brotacdo (HENRICI, 1926).

Foi relatada a ocorréncia de intoxicagdo cianidrica em bovinos em pastagens de cynodon
(“tifton 68), em dois surtos da doenga em fevereiro de 1996 e fevereiro de 1997. O quadro
foi reproduzido experimentalmente, no qual folhas verdes da planta foram administradas por
via oral a bezerros e a dose letal situou-se em 8g/kg (GAVA et al., 1998b).

Um surto de intoxicacdo por Sorghun halepense (L.) Pers., foi descrito no municipio de
Santa Luzia, semi-drido da Paraiba; dois de nove animais postos no pasto na fase de rebrota
morreram. A necropsia foram observados congestdo e cianose das mucosas, musculatura
escura, pulmao com pontos hemorragicos e edema, além das folhas das plantas no rimen. O
teste do papel picro-sédico apresentou resultado positivo (NOBREGA JR. et al., 2006).

2.4.2 Ricinus communis L. (folhas e pericarpo)

Arbusto da familia Euphorbiaceae, tem os nomes populares de “mamona” ou
“carrapateira”. A planta ocorre em todo o Brasil e a intoxicag@o natural sé tem sido verificada
em bovinos. A ingestdo das folhas e/ou do pericarpo causam predominantemente sintomas
neuromusculares (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).

A condicdo para que ocorra a ingestdo da planta provavelmente ¢ a fome, que pode
inclusive provocar a invasdo de animais em dreas cultivadas (TORRES; FERNANDES,
1941).

A dose letal é aproximadamente 20g/kg (DOBEREINER; TOKARNIA; CANELLA,
1981; TOKARNIA; DOBEREINER; CANELLA, 1975). No caso das folhas os primeiros
sintomas ocorrem entre trés e seis horas apds a ingestdo da planta; a evolugdo é aguda e leva
de 4 a 16 horas desde o inicio dos sintomas até a morte do animal. J4 no caso do pericarpo, os
primeiros sintomas aparecem entre 1 hora € 45 minutos a 4 horas e 30 minutos apds a
ingestdo da planta e a evolugao varia de 1 hora e 30 minutos a 4 horas e 40 minutos do inicio
dos sintomas até a morte do animal (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).

Os sintomas provocados pela ingestdo das folhas e do pericarpo sdo idénticos, e de
ordem neuromuscular. Os animais mostram andar desequilibrado, deitam-se com dificuldade
apos curta marcha, apresentam tremores musculares, sialorréia, movimentos de mastigacao, as
vezes eructacdo excessiva e recuperagcdo ou morte rapida (Ibid.).

Os achados de necropsia sd@o sempre negativos, a ndo ser o rapido aparecimento de
pseudo-timpanismo logo apds a morte do animal no caso da ingestdo das folhas. A
microscopia revela, sobretudo no caso da ingestdo das folhas, leve a acentuada vacuolizacao
do parénquima hepatico (Sudan III negativo) (Ibid.).

2.4.3 “Falling disease”

A “falling disease”, uma das manifestacdes da caréncia de cobre, é uma enfermidade
caracterizada por “morte sibita” em animais com baixos teores deste elemento no figado. Nos
animais, este mineral ¢ importante na hematopoiese, no metabolismo dos tecidos conectivos,
na formag¢do da mielina e dos ossos e na pigmentacdo e formagdo de 1a e pelos
(CAVALHEIRO; TRINDADE, 1992; RADOSTITS et al., 2002).

A deficiéncia de Cu pode ser primdria ou secunddria. No primeiro caso, a ingestao
dietética do elemento € insuficiente, ja no segundo, sua absorcdo e utilizagdo pelos tecidos
estdo prejudicadas pela presenca de antagonistas como molibdénio (Mo), selénio (Se) e ferro
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(Fe) (HOMSE, 1981; SUTTLE, 1986a,b; NIEDERMAN et al., 1994; GENGELBACH et al.,
1994; RADOSTITS et al., 2002).

Em bovinos, além da “falling disease”, a deficiéncia de Cu pode provocar menor
desenvolvimento corporal, baixo desempenho reprodutivo (PHILLIPPO et al., 1987a,b),
anemia, osteoporose, alteragdes da pigmentacdo dos pélos, diarréia (VALLI, 1985,
UNDERWOOD; SUTTLE, 1999) e ataxia neonatal (SANDERS, 1980).

No Brasil, a “falling disease” foi descrita pela primeira vez em bovinos, em
propriedades localizadas as margens da Lagoa Mirim e Lagoa dos Patos, no Rio Grande do
Sul por Marques et al. (2003). Nessa ocasido, animais aparentemente normais, quando
movimentados, caiam e morriam subitamente, apresentando apenas tremores musculares. Nos
animais necropsiados ndo foram observadas lesdes significativas. Bennets, Beck e Harley
(1948) relatam que ao exame histoldgico, ha fibrose cardiaca em bovinos que morreram
subitamente por caréncia de cobre. Hemossiderose no figado, bago e linfonodos sdo também
verificados em animais com deficiéncia de Cu (TOKARNIA et al., 1968; TOKARNIA et al.,
1971; TOKARNIA et al., 1999a).

2.4.4 Deficiéncia de vitamina E/Se

O selénio (Se) € um componente essencial da enzima glutationa peroxidase, que
ocorre principalmente no citosol celular e detoxifica peroxidos de lipideos que podem destruir
a integridade estrutural da célula e causar desordens metabdlicas. Esse elemento é importante
na producdo de hormonios da tiredide, pois € parte integrante da enzima iodotironina-
deiodinase tipo I, responsavel pela conversao de T4 em T3, que € a forma fisiologicamente
ativa. A vitamina E também atua como antioxidante e complementa a a¢do do Se uma vez que
este atua no meio intracelular, enquanto aquela age no meio extracelular (TAKAHASHI et al.,
1986; GORGI, 2004).

As principais manifestacOes da deficiéncia de vitamina E/Se sdo: miopatia nutricional
em bovinos, suinos, ovinos e equinos; hepatose dietética, doenca do cora¢do de amora e
didtese exsudativa em suinos; retencao de placenta em bovinos e baixa eficiéncia reprodutiva
em ovinos. Os animais podem morrer subitamente sem apresentar sintomatologia ou apds
desenvolver um quadro clinico caracterizado por depressdo, dispnéia, corrimento nasal
espumoso tingido de sangue e taquicardia acentuada. As lesdes macro e microscépicas sao
caracterizadas por um processo degeneratico-necrético na musculatura esquelética e
miocdrdio. Nos bezerros, essas lesdes localizam-se principalmente nos musculos da paleta e
da coxa (RIET-CORREA et al., 2007).

2.4.5 Outras plantas que causam “morte subita”
A intoxicacdo pelas demais plantas que causam “morte subita” em bovinos no Brasil

(Tabela 1 e ANEXO 1) deve ser considerada o principal diagnéstico diferencial da
intoxicagao por P. elegans.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e animais

Os experimentos com a brotacdo de Pseudocalymma elegans (Vell.) Kuhlm. (fam.
Bignociaceae) foram realizados no Setor de Anatomia Patoldgica, do Projeto Sanidade
Animal, Embrapa/UFRR]J, Seropédica, RJ. Utilizaram-se seis ovinos, seis caprinos mesticos e
tré€s coelhos, de ambos os sexos, clinicamente sadios.

3.2 Procedimento Experimental

Ovinos. No primeiro experimento, os Ovinos 1 e 2 receberam, por via oral, 1g/kg de
brotos (roxos) recém-coletados de P. elegans. Ovino 1 recebeu ainda 2g/kg de acetamida,
antes da administra¢do da planta. O segundo experimento foi constituido de duas etapas; na
primeira, os Ovinos 5 e 6 receberam, através de sonda orogastrica, 0,67g/kg e 1g/kg, de brotos
(roxos) dessecados, triturados e suspendidos em 50mL de dgua. Os animais foram tratados
previamente com 2g/kg e 3g/kg de acetamida, respectivamente. Na segunda etapa (uma
semana depois), a mesma quantidade de P. elegans foi administrada aos animais, porém sem
acetamida. O terceiro experimento também foi realizado em duas etapas; na primeira
administraram-se, por via orogdstrica, aos Ovinos 9 e 10, 0,333g/kg de brotos (roxos) de P.
elegans dessecados, triturados e suspendidos em 50mL de 4gua. Estes ovinos receberam
tratamento prévio com 2g/kg de acetamida. Na segunda etapa (uma semana depois),
administrou-se apenas a mesma dose (0,333g/kg) da planta aos Ovinos 9 e 10.

Caprinos. No primeiro experimento, os Caprinos 3 e 4 receberam, por via oral, 1g/kg
de brotos (roxos) recém-coletados de P. elegans. O Caprino 3 recebeu ainda 2g/kg de
acetamida, antes da administracdo da planta. O segundo experimento foi constituido de duas
etapas; na primeira, os Caprinos 7 e 8 receberam, por via orogdstrica, 0,67g/kg e 1g/kg, de
brotos (roxos) de P. elegans dessecados, triturados e suspendidos em 50mL de dgua. Os
Caprinos 7 e 8 receberam antes 2g/kg e 3g/kg de acetamida, respectivamente. Na segunda
etapa (uma semana depois) administrou-se esta mesma quantidade da planta, porém sem
acetamida. O terceiro experimento também foi realizado em duas etapas; na primeira, os
Caprinos 11 e 12 receberam, por via orogéstrica, 0,333g/kg de brotos (roxos) dessecados,
triturados e suspendidos em 50mL de 4dgua. Estes caprinos tinham sido tratados previamente
com 2g/kg de acetamida. Na segunda etapa (realizada uma semana depois), administrou-se a
apenas a mesma quantidade (0,333g/kg) de planta a estes caprinos.

Administracdo da acetamida: em todos 0s experimentos com OvVinos € caprinos, a
acetamida foi diluida em 100mL de dgua e a solucdo foi dividida em duas partes iguais; a
primeira parte foi administrada 4 horas e a segunda 2 horas antes da administra¢do da planta.

Coelhos. Trés coelhos receberam por via intragdstrica, respectivamente, doses de 1,0,
0,5 e 0,5g/lkg de brotos (roxos) de P. elegans previamente dessecados, triturados e
suspendidos em 50mL de &4gua. Os animais receberam tratamento prévio com 3g/kg
acetamida diluida em 25ml de 4gua, 2 horas antes da administracdo da planta.

Todas as necropsias nos ovinos, caprinos e coelhos foram feitas imediatamente apos a
morte dos animais. Fragmentos de diversos 6rgdos foram fixados em formol a 10%,
processados rotineiramente para histopatologia, corados pela Hematoxilina e Eosina.
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4 RESULTADOS

Os principais resultados sobre o quadro clinico-patolégico e desfecho localizam-se na
Tabela 2.

4.1 Inicio dos sinais clinicos e duracao dos sintomas graves (‘“fase dramatica’)

Ovinos. No primeiro experimento com os brotos recém-coletados de Pseudocalymma
elegans, os Ovinos 1 e 2 (1g/kg) ndo apresentaram sinais clinicos da intoxica¢do. No segundo
experimento com os brotos dessecados, o Ovino 6 (1g/kg) apresentou inicio da sintomatologia
12h37min apdés a administracdo da planta. Ovino 5 (0,67g/kg) foi encontrado morto. Na
primeira etapa do terceiro experimento, os Ovinos 9 e 10 (0,333g/kg da planta dessecada) ndo
apresentaram sintomatologia; ja na segunda etapa, os sintomas apareceram 2h16min e 3h apds
a administracdo da planta e a morte sobreveio em 3 e 5 minutos apds o inicio da
sintomatologia, respectivamente. (Tabela 2)

Caprinos. No primeiro experimento, os Caprinos 3 e 4 (1g/kg) ndo apresentaram sinais
clinicos da intoxica¢do. No segundo experimento, o Caprino 7 (0,67g/kg) apresentou os
primeiros sinais clinicos 18h apés a administragao da planta, morrendo apds a fase dramatica
de 8 minutos. O Caprino 8 (1g/kg) apresentou os primeiros sintomas 4h apds a ingestdo da
planta e foi encontrado morto. Na primeira etapa do terceiro experimento, os Caprinos 11 e 12
(0,333g/kg da planta dessecada) ndo apresentaram sintomatologia; ja na segunda etapa, os
sinais clinicos iniciaram-se 1h24min e 3h45min apés a administracdo da planta, e a morte
sobreveio 2 minutos ap0s. (Tabela 2)

Coelhos. Ao receberem previamente acetamida, os coelhos ndo apresentaram sinais
clinicos da intoxicacdo (Tabela 2).

4.2 Quadro clinico geral

Nos ovinos e caprinos foram observados apatia, taquicardia, jugulares ingurgitadas
(Figuras 8 e 9), pulso venoso positivo, respiracdo abdominal, leve perda de equilibrio,
decubito esternal as vezes com pescoco voltado para o flanco (Figura 10), ranger de dentes,
movimentos mastigatorios, polaquiuria, inquietacdo e tremores musculares. Dois animais
(Ovino 6 e Caprino 7) apresentaram convulsdo e trés (Ovino 10 e Caprinos 8 e 12), arritmia.
Pouco antes da “fase dramadtica”, todos os animais deitavam-se e levantavam-se rapidamente
vdrias vezes em curto espagco de tempo, caiam em decubito lateral, esticavam os membros,
faziam movimentos de pedalagem (Figura 11), apresentavam respiragao ofegante, opistétono,
nistagmo, mugidos € morriam em poucos minutos.

Nos coelhos observaram-se apatia, tremores musculares, decubito lateral e vocaliza¢do
minutos antes da morte. (Tabela 2)
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Figura 8. O antagonismo com acetamida em experimentos com ovinos, caprinos e
coelhos indica monofluoroacetato como principio téxico de Pseudocalymma elegans.
Ovino 10 (0,333g/kg da planta sem tratamento prévio com acetamida) com jugular
ingurgitada (seta).

Figura 9. O antagonismo com acetamida em experimentos com ovinos, caprinos e coelhos
indica monofluoroacetato como principio téxico de Pseudocalymma elegans. Ovino 9
(0,333g/kg da planta sem tratamento prévio com acetamida) com jugular ingurgitada (seta).
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Figura 10. O antagonismo com acetamida em experimentos com ovinos, caprinos e
coelhos indica monofluoroacetato como principio toéxico de Pseudocalymma elegans.
Ovino 10 (0,333g/kg da planta sem tratamento prévio com acetamida) em dectbito
esternal com a cabeca voltada para o flanco.

Figura 11. O antagonismo com acetamida em experimentos com ovinos, caprinos e
coelhos indica monofluoroacetato como principio téxico de Pseudocalymma elegans.
Ovino 10 (0,333g/kg da planta sem tratamento prévio com acetamida) em movimentos de
pedalagem na “fase dramética”.

31



4.3 Achados de necropsia

A avaliacdo macroscopica revelou, nos ovinos e caprinos, jugulares ingurgitadas,
auriculas, veia cava caudal e cranial dilatadas e repletas de sangue (Figuras 12 e 13). Nos
Ovinos 5, 9 e 10 havia congestdo dos vasos do diafragma e, no Ovino 5, observou-se ainda,
vasos do pulmao dilatados. Verificaram-se ainda congestao hepdatica em trés animais (Ovinos
9, 10 e Caprino 11) e edema na inser¢do da parede da vesicula biliar ao figado (Figura 14) e
no mesentério do ovino 10. No Caprino 11 e no Ovino 9 havia grande quantidade de liquido
espumoso de coloracdo avermelhada na traquéia e nos bronquios (Figura 15). Nos coelhos as
principais alteracdes foram auriculas dilatadas, veia cava caudal e cranial ingurgitadas e
marcada congestao hepatica.
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Figura 12. O antagonismo com acetamida em experimentos com ovinos, caprinos e coelhos
indica monofluoroacetato como principio téxico de Pseudocalymma elegans. Ovino 9
(0,333g/kg da planta sem tratamento prévio com acetamida) com jugular moderadamente
ingurgitada (seta).

Figura 13. O antagonismo com acetamida em experimentos com ovinos, caprinos e coelhos
indica monofluoroacetato como principio téxico de Pseudocalymma elegans. Ovino 6
(1g/kg). Auricula (AU), veias cava caudal (CL) e cranial (C) repletas.
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Figura 14. O antagonismo com acetamida em experimentos com ovinos, caprinos e
coelhos indica monofluoroacetato como principio téxico de Pseudocalymma elegans.
Ovino 10 (0,333g/kg da planta sem tratamento prévio com acetamida). Edema na subserosa

da vesicula biliar.

Figura 15. O antagonismo com acetamida em experimentos com ovinos, caprinos e
coelhos indica monofluoroacetato como principio téxico de Pseudocalymma elegans.
Caprino 11 (0,333g//kg da planta sem tratamento prévio com acetamida) com acentuado
edema pulmonar caracterizado por espuma rosada na traquéia.
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4.4 Histopatologia

O exame histopatoldgico revelou, no rim dos Ovinos 5 e 6 e do Caprino 7, moderada a
acentuada degeneracdo hidrdpico-vacuolar das células epiteliais dos tuibulos uriniferos
contornados distais (DHV) associada a cariopicnose (Figura 16). No figado de todos os
animais havia leve a moderada tumefacdo e vacuolizacdo de hepatdcitos, além de leve
congestdo no Caprino 12 e numerosos corpusuclos de choque (Figura 17) e marcada
congestdo hepdtica nos trés coelhos. Havia ainda leve a moderado edema pulmonar e
moderada a acentuada tumefacao no epitélio da bexiga de um coelho.
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Figura 16. O antagonismo com acetamida em experimentos com ovinos, caprinos e
coelhos indica monofluoroacetato como principio téxico de Pseudocalymma elegans.
Ovino 6 (1,0g/kg). Degeneracdo hidrépico-vacuolar das células epiteliais dos tibulos
uriniferos contornados distais associada a cariopicnose (seta). HE. Obj. 25x.

Figura 17. O antagonismo com acetamida em experimentos com ovinos, caprinos e
coelhos indica monofluoroacetato como principio téxico de Pseudocalymma elegans.
coelho 1 (0,5g/kg). Corptsculos de choque na veia centrolobular (seta) e nos sinuséides
hepaticos (cabeca da seta), tumefacdo e vacuolizacdo de hepatdcitos. HE. Obj. 40x.
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Tabela 2. Resultados dos experimentos com Pseudocalymma elegans com e sem administraciio prévia de acetamida em ovinos, caprinos e coelhos

(Continua)
Animal no. Peso P. elegans administrada Administracao Inicio dos sinais clinicos Duragdo Manifestacoes Desfecho Necropsia Histopatologia
(kg) de acetamida da fase clinicas (DHV tipica do rim)
(Reg. SAP) dramadtica
até a morte
Dose Quantidade Dose Quantidade Leves Acentuados
g/kg total g/kg total

Ovino 1 22,5 1 22,5 2 45 _ _ _ _ _

Ovino 2 28 1 28 _ _ _ _ _ _ _ J— J—
Caprino 3 13 1 13 2 26 _ _ _ _ _ R e
Caprino 4 33 1 33 _ _ _ _ _ _ _ R J—

Ovino 5 19 0,67 12,37 2 38 _ _ _ _ Encontrado  Jugulares, vasos do +4++

(32113) morto diafragma e pulmonares

ingurgitados e auriculas
repletas de sangue.
Ovino 6 16,5 1 16,5 343 49,5 +49,5 12h37min 12h54min Polaquitria, taquicardia, Cava e vasos da vesicula +++
(32114) nistagmo, ranger de biliar  ingurgitados e
dentes, movimentos de edema no mesentério com
pedalagem, midriase, Morreu vasos ingurgitados.
diminui¢do de reflexos
pupilares, dispnéia
expiratdria, ruidos
inspiratdrios e respira¢do
abdominal
Caprino 7 23 0,67 15,4 2 +2% 46 + 46%* 18h 28h27min  08min Taquicardia, PVP, apatia Jugulares ingurgitadas -
(32116) e movimentos de Morreu
pedalagem
Caprino 8 16,5 1 16,5 3 49,5 4h _ _ Taquicardia com  Encontrado Jugulares ingurgitadas e -

(32115)

arritmia, PVP e apatia

morto

dreas
pulmao

avermelhadas no

* Refor¢o de acetamida 19h apds a primeira dose. ** Refor¢o de acetamida 23h30min apds a primeira dose. PVP = Pulso venoso positivo.
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Tabela 2. Continuacao

Animal no. Peso P. elegans administrada Administracao Inicio dos sinais clinicos Duragdo Manifestacoes Desfecho Necropsia Histopatologia
(kg) de acetamida da fase clinicas (DHV tipica do
(Reg. SAP) dramadtica rim)
até a morte
Dose Quantidade Dose Quantidade Leves Acentuados
g/kg total g/kg total
Ovino 9 15 0,333 5 2 30 _ _ _ _ s
Ovino 9 15 0,333 5 _ _ 2h16min 3h01min 3min Apatia, ranger de dentes, Morreu Jugulares ingurgitadas, vasos do
(32162) taquipnéia, PVP, diafragma evidentes e _
taquicardia com arritmia, congestos, veia cava caudal e
perda de equilibrio, cranial  dilatadas, auriculas
queda, movimentos de dilatadas e repletas de sangue,
pedalagem e opistétono marcado edema  pulmonar,
figado congesto e rins pdlidos
com edema na pelve.
Ovino 10 16 0,333 5,33 2 32 _ _ _ _ e
Ovino 10 16 0,333 5,33 _ _ 3h 3h36min Smin Apatia, taquicardia com Vasos do diafragma evidentes e
(32163) arritmia, cabeca Morreu  congestos, veia cava caudal e -
pendente, PVP e cranial dilatada repleta de
movimentos de sangue, figado congesto e
pedalagem edema na parede da vesicula
biliar ao longo de sua inser¢do
ao figado
Caprino 11 18 0,333 6 2 36 _ _ _ _ e,
Caprino 11 18 0,333 6 _ _ 1h24min 5h20min 2min Inquietacdo, respiragdo Jugulares ingurgitadas, veia
(32168) abdominal, taquicardia, Morreu cava caudal e cranial

queda, tremores
musculares, vocalizagdo
e PVP

dilatadas, figado e rins
congestos, leve edema na
parede da vesicula biliar ao
longo de sua inser¢do ao
figado, auriculas dilatadas,
marcado edema pulmonar
com dreas de manchas
avermelhadas.

* Refor¢o de acetamida 19h ap6s a primeira dose. ** Refor¢o de acetamida 23h30min apés a primeira dose. PVP = Pulso venoso positivo.
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Tabela 2. Continuacao

Animal no. Peso P. elegans administrada Administragdo Inicio dos sinais clinicos Duracdo Manifestagdes Desfecho Necropsia Histopatologia
(kg) de acetamida da fase clinicas (DHV tipica do
(Reg. SAP) dramética rim)
até a morte
Dose Quantidade Dose Quantidade Leves Acentuados
g/kg total g/kg total
Caprino 12 26 0,333 8,6 2 52 _ _ _ _ e e
Caprino 12 26 0,333 8,6 _ _ 3h45min 6h4min 2min Apatia, PVP, taquicardia Auriculas e vasos do
(32169) com arritmia, queda, coracdo  dilatados, rins _
movimentos de Morreu palidos, jugulares
pedalagem, tremores ingurgitadas, pulmio
musculares, vocalizagdo pesado com dreas
€ opistétono avermelhadas e superficie
brilhante.
Coelho 1 2,700 1 2,7 3 8,1 _ _ _ _ el —
Coelho 1 2,700 1 2,7 _ _ _ 1h2min 3min Apatia, tremores Auriculas dilatadas, veia
(32181) musculares e Morreu cava caudal e cranial _
vocalizagdo ingurgitadas, figado e rins
congestos e vasos do
diafragma congestos.
Coelho 2 2,580 0,5 1,29 3 7,74 _ _ _ _ N i —
Coelho 2 2,580 0,5 1,29 _ _ 25min 1h 46min Apatia, dectbito lateral e Auriculas e veias da base
(32182) vocalizagdo Morreu do coracdo dilatadas, figado -
e rins congestos e vasos do
diafragma evidentes.
Coelho 3 2,720 0,5 1,36 3 8,16 _ _ _ B e
Coelho 3 2,720 0,5 1,36 _ _ 52min 1h7min 17min Apatia, dectbito lateral e Auriculas e veias da base
(32183) vocalizagdo Morreu do coracdo dilatadas, figado -

e rins congestos e vasos do
diafragma evidentes.

* Refor¢o de acetamida 19h apds a primeira dose. ** Refor¢o de acetamida 23h30min apds a primeira dose. PVP = Pulso venoso positivo.
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5 DISCUSSAO

O tratamento prévio com acetamida em ovinos e caprinos do terceiro experimento,
bem como em coelhos intoxicados por Pseudocalymma elegans, evitou o aparecimento dos
sinais clinicos e o 6bito com evolucdo superaguda, caracteristicos da intoxicac¢do por plantas
que causam ‘“‘morte subita”. Isso indica que o monofluoroacetato € o principio téxico desta
planta.

Esses resultados foram semelhantes aos descritos por Peixoto et al. (2011c), nos quais
a administra¢do anterior de acetamida a ratos que receberam folhas frescas de Palicourea
marcgravii, por extratos concentrados de P. marcgravii, P. juruana, P. elegans, Arrabidaea
bilabiata, M. rigida, M. pubiflora e por MF, também impediu o 6bito. A administracdo prévia
de 2,0 g/kg de acetamida aos bovinos que receberam 0,5 mg/kg de MF ou 1,0 g/kg de P.
marcgravii, também foi capaz de evitar o aparecimento dos sinais clinicos e a morte de todos
os animais (PEIXOTO et al., 2011b). De fato, ja em 1994, Gorniak et al. relataram o bom
efeito protetor da acetamida em relacdo a intoxicacdo experimental por P. marcgravii em
ratos; entretanto esses autores nao concluiram que o MF seria o fator determinante da morte
desses animais. Estudos recentes, por outro lado, demonstram que o MF é capaz de induzir
degeneracao hidrépico-vacuolar dos tibulos contornados distais (DHV) de bovinos e ovinos
intoxicados por essa substancia (NOGUEIRA et al., 2010, PEIXOTO et al., 2011b,c). O efeito
protetor da acetamida evidenciado nesse estudo foi similar ao descrito primeiramente em
1986 por Egyed & Schultz, que avaliaram a eficdcia da administracdo do MF em cobaios e
ovinos intoxicados experimentalmente por Dichapetalum cymosum, planta africana cujo
principio téxico € o MF. Esses autores concluiram que a eficicia da acetamida depende de
diversos fatores, como a toxidez da planta em questdo, tempo decorrido entre a intoxicacdo e
fornecimento do antidoto, doses de acetamida e da planta administradas. Realmente, tudo
indica que, no segundo experimento, a quantidade de acetamida foi insuficiente para
antagonizar a quantidade de MF (presumivelmente muito elevada) contida nas amostras de P.
elegans (0,67 e 1,0 g/kg da planta dessecada). Possivelmente, houve uma variac@o progressiva
na toxidez da planta, coletada em diferentes épocas do ano. Essa variacdo de toxidez ja foi
detectada por Tokarnia et al. (1984) e por Jabour et al. (2006) em experimentos com outra
Bignoniaceae que causa “morte subita” (A. bilabiata) em coelhos.

Nos experimentos com ovinos e caprinos, em geral, a evolugdo clinica da intoxicacao
foi mais longa do que a descrita por Tokarnia et al. (1993) e por Consorte et al. (1994),
respectivamente. Da mesma forma observou-se certa variagdo no tempo decorrido entre a
ingestdo e o aparecimento dos primeiros sinais clinicos, em animais que receberam a mesma
dose de P. elegans. A esse respeito, Eisler (1995) sugere que a variacdo na resposta individual
ao MF pode ser atribuida a reduzida habilidade na conversdo do fluoroacetato em
fluorocitrato. Por outro lado, Goncharov et al. (2005) consideram que as diferencas de
sensibilidade estdo relacionadas a taxa metabdlica do organismo, especificamente, do
metabolismo oxidativo celular, que pode ou ndo favorecer a metabolizagdo e a eliminacdo de
substancias téxicas.

Clinicamente, os ovinos e caprinos apresentaram alteragdes similares as descritas em
outros experimentos realizados com P. elegans em ovinos (CONSORTE et al., 1994),
caprinos (TOKARNIA et al., 1993), bovinos (TOKARNIA et al., 1969, HELAYEL et al.,
2009), coelhos (TAVARES et al., 1974; HELAYEL et al., 2009) e cobaios (Tavares et al.,
1974) bem como na intoxica¢do por MF em bovinos (NOGUEIRA et al., 2010; PEIXOTO et
al., 2011b) e ovinos (PEIXOTO et al., 2010d).

A sintomatologia nos coelhos foi caracterizada por apatia, tremores musculares,
decubitos atipicos e vocalizacdo minutos antes da morte, sintomas também ja descritos na
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intoxicagdo por P. elegans (TAVARES et al.,, 1974; HELAYEL et al., 2009) e por MF
(CALDAS dados ndo-publicados) nessa espécie.

Macroscopicamente, os animais apresentaram alteracdes correlacionadas com
insuficiéncia cardiaca, tais como veia cava caudal, cranial e jugulares ingurgitadas, auriculas
dilatadas e repletas de sangue, congestdo dos vasos do diafragma e dos pulmdes, edema
pulmonar e congestdo hepdtica, achados jd relatados na intoxicacdo por P. elegans em
coelhos, bovinos (HELAYEL et al., 2009), ovinos (CONSORTE et al., 1994) e caprinos
(TOKARNIA et al., 1993). Essas alteracOes também foram descritas na intoxicacdo por MF
nessas espécies (NOGUEIRA et al., 2010; PEIXOTO et al., 2011a; PEIXOTO et al., 2011b).
Um achado necroscépico interessante foi o edema na subserosa da vesicula biliar e do
mesentério, nunca observado em casos intoxicacdo por P.elegans, mas descrito nas
intoxicacdes por MF, P.marcgravii NOGUEIRA et al., 2010; PEIXOTO et al., 2011b) e A.
exotropica (GAVA et al.,1998a) em bovinos.

No presente estudo, o exame histolégico revelou, em dois ovinos € em um caprino, o
aparecimento da tipica degeneracdo hidrépico-vacuolar dos tibulos uriniferos contornados
distais associada a cariopicnose, lesdo idéntica a descrita em 1959 por Dobereiner & Tokarnia
no rim de bovinos intoxicados por P. marcgravii € em ovinos intoxicados por P. elegans
(CONSORTE et al., 1994). Mais tarde esta lesdo também foi observada no rim de bovinos
intoxicados natural e experimentalmente com todas as outras plantas brasileiras que causam
“morte subita” (TOKARNIA et al., 2000; BARBOSA et al., 2003; OLIVEIRA et al. 2004,
HELAYEL et al., 2009) e recentemente na intoxicagdo por MF em bovinos (Nogueira et al.
2010), ovinos (PEIXOTO et al., 2010) e ratos (PEIXOTO et al., 2011c).

O diagnéstico diferencial entre a intoxicagdo por P. elegans e demais plantas que
causam morte stbita deve ser feito, sobretudo, com base nos dados epidemiolégicos, uma vez
que nenhuma outra planta desse grupo se desenvolve no habitat da P. elegans (TOKARNIA et
al., 2000). Devemos lembrar, entretanto que, ao contrdrio do que ocorre em bovinos, a
intoxicacdo de ovinos por plantas desse grupo, sob condi¢cdes naturais, € muito rara. S@o
descritos apenas alguns surtos de intoxicagdo por Mascagnia rigida na Paraiba (Vasconcelos
et al. 2008) e por A. exotropica no Rio Grande do Sul (BANDARRA et al., 2007).

Embora a intoxicac@o criminosa por MF deva ser considerada em casos de “morte
subita” de ovinos, caprinos e coelhos, acreditamos que sua ocorréncia seria menos provavel,
pois a comercializagdo desse composto € proibida no pais (BRASIL, 1997). Contudo, sabe-se
que este composto ainda € ilegalmente comercializado por ambulantes (APEVISA, 2009) e
que, se armazenado sob condi¢des adequadas, a sua toxidez é mantida por décadas (EISLER,
1995).

Nao obstante, a utilizagdo da acetamida no tratamento da intoxica¢do por plantas que
causam ‘“morte subita”, deve ser vista com reserva, uma vez que, para ser efetiva, a droga
deveria ser administrada algumas horas antes ou logo ap6s o animal ter sido intoxicado, o que,
na prética, para a grande maioria dos casos, € invidvel. Apenas para animais que evidenciam
uma evolu¢do mais protraida, a droga poderia ter alguma utilidade. Por outro lado, em
carnivoros € humanos intoxicados por MF, nos quais o quadro clinico é de evolu¢do mais
longa, o uso de acetamida deveria ser incentivado, embora outras substidncias como:
barbitiricos (TOURTELLETTE & CONN, 1950), reserpina (HUANG et al., 1980),
tiossulfato de Mg (PEREIRA & PEREIRA, 2005), carvao ativado mais colestipol
(WICKSTROM et al., 1998a), também tenham demonstrado algum efeito benéfico.
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6 CONCLUSAO

A acetamida tem efeito protetor nas intoxicagdes por P. elegans em ovinos, caprinos e
coelhos, o que indica que o MF € o principio responsavel pelo 6bito dos animais intoxicados
por essa planta.
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ANEXOS
Anexo I - Outras Plantas que causam “morte sabita” no Brasil
Palicourea marcgravii

Palicourea marcgravii, uma das plantas toxicas de mais ampla distribui¢ao geografica
no Brasil, é encontrada em quase todo o pais, com exce¢do da regidao Sul e do Estado do Mato
Grosso do Sul. Seu habitat sdo regides de boa pluviosidade e terra firme, jamais ocorre na
varzea. A planta ndo sobrevive muito tempo em pastagens limpas, onde fica exposta ao sol;
isto €, precisa de sombra, porém nao de sombra fechada; cresce bem em beira de matas e em

b2l (13

capoeiras. E conhecida pelos nomes populares de “cafezinho”, “erva-de-rato” e ainda “café-
bravo”, “erva-café”, “roxa”, “roxinha”, “roxona”, “vick”. E a planta mais importante do
Brasil, devido a sua extensa distribui¢do, boa palatabilidade, alta toxidez e efeito acumulativo
(TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000). Foi a primeira planta téxica brasileira
estudada (HOEHNE, 1932; PACHECO; CARNEIRO, 1932).

Sob condicdes naturais sdo afetados, sobretudo bovinos (TOKARNIA;
DOBEREINER, 1986), experimentalmente existem vérios estudos em bovinos (BARBOSA
et al., 2003; CAMARGO, 1962; COSTA et al., 1984; DOBEREINER; TOKARNIA, 1959;
PACHECO; CARNEIRO, 1932; TOKARNIA; DOBEREINER, 1986); ovinos (TOKARNIA;
PEIXOTO; DOBEREINER, 1986), coelhos (PACHECO; CARNEIRO, 1932a; PEIXOTO et
al., 1987; TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 1994), caprinos (PACHECO;
CARNEIRO, 1932a; TOKARNIA; PEIXOTO; DOBEREINER, 1991), equinos (PACHECO;
CARNEIRO 1932a; TOKARNIA et al., 1993), buafalos (BARBOSA et al., 2003), ratos
(PACHECO; CARNEIRO, 1932a; GORNIAK, 1986, 1988; ECKSCHIMIDT et al., 1989;
MORAES, 1993; PINTO, et al., 2008), camundongo, hamsters (G()RNIAK, 1986) e cobaios
(PACHECO; CARNEIRO, 1932a; GORNIAK, 1986).

Seus frutos sdo mais toxicos que as folhas (PACHECO; CARNEIRO 1932a;
TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 1994) ¢ a planta quando dessecada ndo perde a
toxidez (PEIXOTO et al., 1987).

Tokarnia, Peixoto e Dobereiner (1986) realizaram estudos com P. marcgravii em
ovinos. De inicio, foram feitos experimentos com a folha fresca recém-colhida para
determinar o quadro clinico-patolégico da intoxicacdo e a dose letal para a espécie. E
posteriormente, experimentos adicionais com as folhas dessecadas e administradas em fracoes
da dose letal de 1/2, 1/5, 1/10 e 1/20 para avaliagdo do seu efeito acumulativo. Nos
experimentos com a folha fresca, a dose toxica variou de 0,5 a 1 g/kg. Nos experimentos com
fracdes da dose letal demonstrou-se que a planta tem efeito acumulativo acentuado até a dose
diaria de 1/10 da dose letal, e leve na dose diaria de 1/20.

O quadro clinico-patolégico apresentado foi de “morte subita”, com os sintomas e
obito precipitados pelo exercicio. Em alguns ovinos, os sintomas observados foram
semelhantes aos descritos anteriormente para os bovinos (Ibid.).

Entre os achados de necropsia destacou-se a presenca de edema pulmonar, observado
em oito dos 11 ovinos que receberam a planta repetidamente. Ao exame microscopico, foram
reveladas alteracdes principalmente no figado, rim e coracdo; no figado e rim eram de
natureza regressiva e circulatéria e no miocdrdio de natureza regressiva, inflamatéria e
proliferativa (Ibid.). Nos ovinos que receberam a planta em administracdes repetidas, as
lesdes necrético proliferativas do miocardio guardavam estreita semelhanca com as
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observadas em bovinos, ovinos, caprinos, equinos, coelhos e cobaios que receberam
Pseudocalymma elegans nas mesmas condi¢des (PEIXOTO, 2008 informagdo verbal?).
Algum tempo depois foram realizados experimentos com as folhas frescas de P.
marcgravii, por via oral, em caprinos. Doses entre 0,6 g/’kg e 1 g/kg foram capazes de causar
o Obito de mais de 2/3 dos animais. Os sintomas e 6bito dos caprinos apareceram, na grande
maioria dos casos, apds o exercicio. A evolugdo variou de um minuto a dois dias, portanto, foi
mais longa que no bovino e no ovino. Os sintomas observados nesta espécie foram relutancia
em andar, andar com membros rigidos, dectbito esterno-abdominal, tremores musculares,
decubito lateral, dispnéia acentuada e morte. Nesta espécie ndo foram encontrados achados de
necropsia de relevancia ou constantes. Os exames histopatoldgicos revelaram alteragdes no
coragdo, figado e rim, principalmente de natureza regressiva. No miocédrdio foram observados
pequenos focos de necrose de coagulagdo de fibras cardiacas; no figado havia vacuolizacdo e
necrose de hepatdcitos; no rim, em apenas um caso houve necrose de coagulacdo das células
epiteliais dos tibulos uriniferos do cortex (TOKARNIA; PEIXOTO; DOBEREINER, 1991).
Pacheco e Carneiro (1932a) demonstraram a toxidez de P. marcgravii para bovinos,
através da administracdo 1,0 g/kg. Mais tarde, Dobereiner e Tokarnia (1959) investigaram a
etiologia da mortandade de bovinos que ocorria anualmente, durante a época das chuvas, no
Vale do Itapicuru, Maranhdo. Naquela ocasido, foram realizados experimentos com cinco
plantas apontadas como suspeitas de terem intoxicado os animais, o que possibilitou a
comprovacgdo do diagndstico da intoxicacdo por P. marcgravii, em bovinos, pela primeira vez.
Anos depois, foram realizados estudos adicionais com a finalidade de complementar os
conhecimentos sobre a toxicidade de P. marcgravii (TOKARNIA; DOBEREINER, 1986). De
inicio, foram feitos experimentos com doses Unicas das folhas frescas em 30 bovinos e com
folhas dessecadas em 11 animais. E posteriormente, administracdes repetidas de doses
subletais das folhas dessecadas a cinco bovinos, para verificar se a planta possuia efeito
acumulativo. Verificou-se que a dose letal das folhas frescas € 0,6 g/kg. Foi demonstrado que
a planta possui efeito acumulativo acentuado com doses de 1/5 da dose letal e, em menor
escala, com doses de 1/10 da dose letal. As mesmas doses administradas semanalmente ou
menores fracdes didrias da dose letal ndo causaram sinais clinicos. O quadro clinico-
patolégico apresentado foi de “morte subita”, e os sintomas e a morte dos animais eram
precipitados pelo exercicio. Em geral, os sintomas observados foram semelhantes aos
descritos anteriormente para os ovinos, exceto pelo marcado pulso venoso positivo
comumente manifestado pelos bovinos. A necropsia ndo revelou alteracdes em quase metade
dos bovinos (17/35) e, nos outros animais, os achados foram escassos e inconsistentes,
caracterizados, principalmente, por hemorragias no epicardio e congestdo pulmonar. Ao
exame microscopico, verificaram-se alteracdes no coragdo, rim e figado. Contudo, a lesdo que
mais chamou a atenc¢@o foi observada no rim, sob a forma de degenera¢do hidrépico-vacuolar
dos tubulos contornados distais, verificada em 17 dos 28 bovinos (60%) intoxicados com
folhas frescas da planta (TOKARNIA; DOBEREINER, 1986).
Em estudo recente foi comparada a resisténcia dos bufalos e dos bovinos a acdo téxica
da P. marcgravii, mediante a administracdo da planta por via oral (BARBOSA et al., 2003).
Verificou-se que em bufalos, doses de 0,5 g/kg, 1,0 g/’kg e 2,0 g/lkg ndo causaram sintomas de
intoxicacdo e que, foram necessdarias doses entre 3,0 g/kg e 6,0 g/kg para causar 6bito desses
animais, enquanto em bovinos, doses de 0,5 g/kg e 2,0 g/kg ja foram suficientes para
determinar o 6bito. Nos bufalos, os primeiros sintomas de intoxica¢io foram observados entre
8 horas a 28 horas e 17 minutos apds o comec¢o da administracdo da planta e tiveram a
duracdo de 10 minutos a 1 hora e 28 minutos. Ja os bovinos mostraram os primeiros sinais
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clinicos entre 7 horas e 50 minutos e 17 horas e 53 minutos apds o inicio da administragao da
planta. A duracdo dos sintomas graves, até o Obito, desses bovinos foi de 3 e 9 minutos.
Verificou-se em ambas as espécies tanto uma semelhanca dos sinais clinicos quanto a
influéncia do exercicio sobre o seu aparecimento e agravamento. Sinais esses que consistiram
em andar desequilibrado, queda ao solo e decubito lateral, movimentos desordenados na
tentativa de se levantar, movimentos de pedalagem intermitentes, tremores musculares
ocasionais, respiragdo ofegante e cada vez mais espacada, as vezes com a boca aberta e a
lingua protrusa. Os achados de necropsia foram negativos tanto nos bufalos como nos
bovinos. Ao exame histopatolégico, havia acentuada degenera¢do hidrépico-vacuolar das
células epiteliais do tibulos contornados distais renais, caracterizada por picnose nuclear
vacuolizagdo citoplasmadtica e lise de células epiteliais em alguns tibulos. Portanto, neste
experimento, pode-se concluir que os bubalinos sdo aproximadamente seis vezes mais
resistentes do que os bovinos a acao téxica de P. marcgravii (Ibid.).

No intuito de melhor caracterizar a intoxicacdo por P. marcgravii em equinos, folhas
frescas recém-colhidas, foram administrados por via oral a oito equinos (TOKARNIA et al.,
1993). A menor dose capaz de causar a morte foi a de 0,6 g/kg. Nos animais que morreram, 0s
primeiros sintomas ocorreram entre 2 horas e 40 minutos a 6 horas e 25 minutos e a evolugao
variou entre 9 e 43 horas. Os sintomas foram bastante uniformes. Inicialmente foi observado
sudorese intensa, seguida de inquietacdo, tremores musculares, movimentos abruptos de
cabeca, as vezes de todo corpo (tiques), instabilidade, flacidez do ldbio inferior, taquicardia,
conjuntivas congestas, taquipnéia, respiracdo ofegante e exsicose. Da mesma forma que em
experimentos anteriores feitos com outras espécies animais, ndo foram observadas lesdes
macroscépicas de relevancia ou constantes. Nas alteragdes histopatoldgicas, o 6rgdo que
apresentou lesdo mais caracteristica e acentuada foi o rim. Em todos os equinos havia necrose
das células epiteliais dos tibulos uriniferos (picnose nuclear) e vacuoliza¢do citoplasmatica
com freqiiente evolucdo para lise; no figado, foi observada degeneragdo turva com intensidade
leve ou moderada.

Com o objetivo de identificar um animal de laboratério que fosse sensivel a
intoxicacdo pela mesma planta Peixoto et al. (1987), fizeram experimentos em coelhos.
Folhas dessecadas foram administradas por via intragastrica e folhas frescas por via oral. A
menor dose que causou a morte de coelhos foi 0,125 g/kg. Nos experimentos com folhas
dessecadas, o prazo decorrido entre a administracdo e o inicio dos sintomas variou de 34
minutos a 13 horas e 1 minuto. A evolugdo variou de 1 a 3 horas e 45 minutos. Os sintomas,
tanto nos experimentos com folhas dessecadas quanto nos com folhas frescas, caracterizavam-
se pelo subito aparecimento. Animais comecavam a debater-se, geralmente de forma violenta,
caiam em decubito lateral, executavam movimentos de pedalagem, a respiragdo tornava-se
fraca e espacada e sobrevinha o 6bito dentro de minutos. Os achados de necropsia consistiram
sobretudo em congestdo e lobulacdo evidente no figado. As alteragdes histoldgicas foram
encontradas no figado, rim e coracdo e revelaram natureza peculiar: no figado observaram
necrose, tumefacao e vacuoliza¢do de hepatdcitos, presenca de microtrombos nos sinuséides e
nas veias sublobulares e edema dos espacos de Disse; no coracdo, edema intracelular e
afastamento entre as fibras, aumento da eosinofilia com perda de estriacdo das fibras e raros
infiltrados inflamatdérios linfocitdrios; no rim, tumefacdo e degeneracdo hidrépico-vacuolar
das células epiteliais dos tibulos contornados distais; estas alteracdes sugerem fortemente que
0 6bito dos animais esteja intimamente relacionado com falha cardiaca e choque cardiogénico.

Os efeitos toxicos de P. marcgravii,foi reproduzido por diferentes vias de administracao
em diversas espécies de animais de laboratério. A administragdo de extrato aquoso da planta,
por via oral, no volume de 1,5 mL a camundongos, 6,0 mL a hamsters e ratos, e 12,0 mL a
cobaios foi capaz de provocar episédios convulsivos seguidos de morte em todos os animais,
exceto no camundongo. A manifestacao dos primeiros sintomas variou de 1 a 8 horas apds a
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administracio da planta. Adicionalmente, verificou-se que ratos que receberam extratos de P.
marcgravii, coletada no municipio de Vassouras, RJ, na diluicdo 1:6 manifestaram sinais
clinicos com um menor periodo de laténcia (1 a 2 horas) do que os outros (3 a 4 horas) que
foram intoxicados com extratos na diluicdo 1:10, da planta coletada no municipio de Rio
Claro, RJ. Ratos intoxicados com o extrato da planta com doses entre 0,53 a 1,58 g/kg, por via
endovenosa, apresentaram progressiva prostracdo no decorrer da infusdo continua e morte
sem convulsdes prévias, 16 a 92 minutos apds inicio da infusdo. Por outro lado, coelhos
intoxicados com a mesma metodologia que receberam doses de 0,17 e 0,31 g/kg,
manifestaram convulsdes tonico-clonicas seguidas de morte, uma hora apds o inicio da
infusdo do extrato. A infusdo continua de doses entre 0,82 e 2,23 g/kg, por via subcutianea, em
ratos causou um quadro clinico semelhante ao observados na administracao de extrato aquoso
da planta, por via oral, porém o periodo de laténcia para o aparecimento dos primeiros
sintomas apds o comeco da administracdo do extrato foi menor (83 a 117 minutos) nos
animais intoxicados, por via subcutanea (GORNIAK, 1986).

Cobaios que ingeriram espontaneamente 10 g de folhas frescas apresentaram convulsdes
seguida de morte. Um cdo experimentalmente intoxicado com extrato aquoso de 6,0 g de P.
marcgravii, por via intraperitoneal, manifestou os primeiros sintomas de intoxicacdo 15
minutos apds a administracao do extrato. Clinicamente, o cdo apresentou vomitos frequentes
e, uma hora depois, acentuada sialorréia seguida por episddios convulsivos intermitentes,
rigidez muscular, opistétono e morte. A evolucdo foi de duas horas (PACHECO; CARNEIRO
1932a).

Palicourea aeneofusca

Trata-se de um arbusto da Familia Rubiaceae, encontrada na regido litoranea do
nordeste do Brasil e conhecido popularmente como “erva-de-rato”. O seu habitat sdo as matas
umidas da Zona-da-Mata e de Garanhuns, Pernambuco e do leste da Bahia. Tudo indica que a
planta tem boa palatabilidade, pois os bovinos a ingerem sem fome, em qualquer época do
ano (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).

Com a finalidade de esclarecer causas de mortandades que ocorriam na faixa litoranea
do Estado de Pernambuco, Tokarnia et al. (1983) fizeram estudos com essa planta. Nesse
trabalho foi levantado o historico sobre as mortes, mediante visitas as varias fazendas e
inspecdo de pastos onde ocorriam as mortes, com coleta de material botanico. Plantas
indicadas por vaqueiros e plantas suspeitas pelos autores foram administradas por via oral a
bovinos jovens desmamados. A Unica planta que se revelou toxica foi a P. aeneofusca. Nesse
experimento, a menor dose que teve efeito letal em um bovino foi de 0,75 g/kg em
administracao Unica.

Em experimento mais extenso com caprinos, a dose letal das folhas frescas foi de 0,65
g/kg e a planta revelou efeito acumulativo em administragdes didrias de 1/5 e 1/10 da dose
letal. Os principais sintomas observados consistiram em deitar-se precipitadamente ou cair em
decubito lateral, com 6bito em questdo de minutos. Os achados de necropsia em dois animais
foram negativos e em outro havia apenas petéquias e equimoses no epicardio. Os exames
histopatoldgicos revelaram no rim de um caprino degeneragdo hidropico-vacuolar acentuada
dos tibulos uriniferos contornados distais (Sudam III negativo), no figado de outro animal
havia, vacuolizacdo das células hepdaticas (Sudam III negativo) e, num terceiro, dissociagdao
dos corddes hepaticos (PASSOS, 1983).
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Palicourea juruana

E uma das quatro plantas da Familia Rubiaceae comprovadas como téxicas no Brasil.
Trata-se de um arbusto, conhecido pelos nomes populares de ‘“roxa” ou ‘“roxinha,
responsabilizada por mortandades em bovinos na regido de Paragominas (Pard), no municipio
de Novo Airdo (Amazonas) e no municipio de Porto Velho (Ronddnia). A planta € encontrada
em matas, capoeiras e em pastos recém-formados (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO,
2000).

O estudo experimental e a caracterizacdo da toxidez dessa planta foi realizada pela
administracdo de folhas dessecadas de P. juruana em doses tUnicas por via oral para seis
bovinos e por sonda géstrica para 22 coelhos (TOKARNIA; DOBEREINER, 1982). Para
bovinos, a dose de 2 g/kg foi considerada letal, e aproximadamente 12 horas apds a ingestdao
da planta, ocorreu “morte stbita”. Os animais caiam em decubito lateral € morriam em poucos
minutos. Sintomas prévios como relutdncia em andar e pulso venoso positivo foram
registrados. Os achados de necropsia foram praticamente negativos e ao exame microscopico
havia apenas leve processo degenerativo no figado, sobretudo, leve a moderada vacuolizagcdao
(Sudan III negativo).

Ja nos experimentos feitos com coelhos, a menor dose que levou o animal ao 6bito foi a
dose de 0,5g/kg. O inicio dos sintomas variou de 2 horas e 15 minutos a 6 horas e 30 minutos,
com evolugdo de 1 a 9 minutos. Os coelhos faziam movimentos desordenados, violentos,
debatiam-se, pulavam ou movimentavam-se lentamente, e logo em seguida caiam, em geral
em decubito lateral, com a respiracao dificil e espacada e entdo morriam. Os achados de
necropsia foram negativos, contudo em alguns animais foi encontrada congestdo do figado.
Ao exame histopatoldgico havia alteracdes hepaticas sob a forma de dissociagc@o centrolobular
dos corddes hepdticos e vacuolizacdo; em um animal notou-se degenera¢do hidrépico-
vacuolar das células epiteliais dos tibulos uriniferos contornados distais do rim (Sudan III
negativo) (TOKARNIA; DOBEREINER, 1982).

Estudos complementares foram feitos por (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO,
1994) com folhas frescas de P. juruana, administradas por via oral a quatro bovinos nas doses
de 0,25, 0,5, 1,0, e 2,0g/kg. O bovino que ingeriu 0,25 g/kg ndao apresentou sintomas de
intoxicacdo. Os animais que receberam as doses de 0,5 e 1,0 g/kg apresentaram relutincia em
caminhar, andar desordenado, tremores musculares, queda, decubito lateral e taquipnéia. O
animal que recebeu a dose de 2,0 g/kg apresentou os primeiros sintomas 12 horas e 20
minutos ap6s a administracdo da planta, com sintomas similares aos descritos acima. E a
morte ocorreu 54 horas apds o aparecimento dos primeiros sintomas. Os achados de necropsia
consistiram em figado, com areas pontilhadas branco-acinzentadas, na superficie de corte. Os
exames histopatoldgicos revelaram, no figado dreas de necrose de coagulacdo com picnose e
cariorrexia nas zonas intermedidrias e centrolobular; no coragdo havia 4reas de necrose
coagulativa bem manifestada.

Experimentos mais recentes foram realizados para estabelecer a sensibilidade dos
bufalos a P. juruana e agregar novos dados sobre a toxidez dessa planta para bovinos.
Estabeleceu-se que o bufalo € pelo menos quatro vezes mais resistente que o bovino. No que
se refere aos bufalos, verificou-se que as doses de 0,25 e 0,50 g/kg ndo causaram sintomas de
intoxicagdo, a dose de 1,0 g/kg causou sintomas leves, e que s6 a dose de 2,0 g/kg determinou
a morte. Em relacao aos bovinos, s6 a dose de 0,125 nio cursou com sintomas de intoxicagao.
Doses a partir de 0,25 g/kg causaram a morte de todos os bovinos. Em ambas as espécies, a
manifestacdo clinica mais importante foi queda do animal seguida de “morte subita”. Alguns
animais, antes desta fase, mostraram sintomas leves, menos 6bvios, como relutincia em andar
e pulso venoso positivo, especialmente quando eram movimentados. O bufalo que morreu
comegou a apresentar sintomas 8 horas e 46 minutos apds a administragdao da planta e morreu
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5 minutos depois da queda. J4 nos bovinos, o inicio dos sintomas variou entre 8 e 24 horas e
10 minutos, € a evolugdo variou de 2 a 3 minutos. Os achados de necropsia, tanto no bufalo
quanto nos bovinos, foram praticamente negativos. Os exames histopatoldgicos revelaram,
como lesdes mais importantes para o bufalo, no rim, degeneracdo hidrépico-vacuolar das
células epiteliais dos tibulos contornados distais, de intensidade discreta, porém nitida, e para
os bovinos, vacuolizacdo dos hepatdcitos na zona intermedidria do 16bulo hepatico em dois
animais e, adicionalmente, no miocardio de um deles, extensas dreas de necrose de
coagulacdo incipiente; no terceiro bovino também foi constatada, no rim, moderada
degeneracao hidrépico-vacuolar das células epiteliais dos tibulos contornados distais
(OLIVEIRA et al., 2004).

Palicourea grandiflora

Trata-se de planta téxica de menor importdncia no Brasil, dada a sua restrita
distribuicdo, e tem sido responsabilizada como causa de morte de bovinos no Estado de
Rondo6nia, onde essas mortes eram erroneamente atribuidas pelos criadores a outras plantas,
em geral “tinguis”, na maioria lactescentes. O habitat da P. grandiflora é a mata
(TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).

Tokarnia, Dobereiner e Silva (1981) demonstraram a toxidez de P. grandiflora em
bovinos através da administragcdo, por via oral, em quantidades da planta que variaram de 0,25
a 12,2 g/kg. As menores doses capazes de causar a morte do animal oscilaram entre 1 a 2
g/kg. Os primeiros sintomas de intoxicac@o foram observados a partir de 6 horas e 37 minutos
até 24 horas e 45 minutos apds a ingestdo da planta. Os sintomas consistiam em relutancia em
andar, deitar ou cair em dectbito esternal, mudando em seguida para decubito lateral com
espasmos, alguns movimentos de pedalagem, mugidos e morte. Os sintomas duraram entre 3
a 8 minutos. Os achados de necropsia foram negativos e a histopatologia revelou, como lesao
mais caracteristica, a degeneracdo hidropico-vacuolar das células epiteliais dos tubulos
uriniferos contornados distais. Neste estudo também se realizou experimento com a planta
dessecada, que reteve apenas % da toxidez, apds quatro meses.

Com a finalidade de verificar se o coelho pode ser usado como animal experimental,
Dobereiner e Tokarnia (1982) fizeram experimentos nessa espécie com folhas dessecadas e
pulverizadas de P. grandiflora, que foram administradas por via intragastrica. Cinco animais
que receberam 2 g/kg de planta dessecada morreram, enquanto que dos seis que receberam 1
g/kg da planta, s6 dois morreram. O inicio dos sintomas variou de 1 hora e 50 minutos a 7
horas e 55 minutos apds a administracdo da planta, e a evolucao variou de um a 4 minutos. O
quadro clinico caracterizou-se por “morte subita”. O achado de necropsia mais comum
consistiu em congestao hepdatica. Na histopatologia observaram dissociag¢do centro-lobular dos
corddes hepdticos e vacuolos grandes na zona intermedidria.

Arrabidaea bilabiata

Cip6 ou arbusto escandente conhecido pelos nomes populares de “gibata” ou “chibata”,
€ considerada uma das plantas mais importantes da AmazoOnia, por ser responsdvel pela
grande maioria das numerosas mortes que ocorrem nas extensas regides de varzea da bacia
Amazobnica, mas. Sob condicdes naturais a intoxicacdo por A. bilabiata é observada em
bovinos e bufalos (TOKARNIA et al., 2007). Estudos experimentais tém sido realizados em
bovinos (DOBEREINER; TOKARNIA; SILVA, 1983), bufalos (TOKARNIA et al., 2004) e
coelhos (DOBEREINER; PEIXOTO; TOKARNIA, 1984; JABOUR et al., 2006
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Sua toxidez foi primeiramente observada na Venezuela, onde ocorre as margens do rio
Orinoco e de alguns de seus afluentes. Neste pais tem sido sugerido que a época do ano tenha
influéncia na toxicidade da A. bilabiata; quanto maior a precipitacdo pluviométrica, menor
seria a toxidez (CORTES, 1969/71). A planta € abundante em muitas dreas da Bacia
Amazdnica, mas habita somente as partes baixas (varzeas, restingas e abas-de-teso) que se
inundam durante o periodo de “cheia”, isto €, nas margens do Rio Amazonas, de seus paranas,
lagos e afluentes (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).

Em estudos realizados nos Estados do Amazonas, Pard e Acre com a finalidade de
investigar a causa das numerosas mortandades de bovinos que ocorriam nas partes baixas da
regido AmazoOnica, foram feitos uma série de experimentos em bovinos através da
administracdo da brotacdo e de folhas maduras da planta fresca, por via oral, colhidas em
diversas épocas do ano e em diversos municipios da Amazdénia (DOBEREINER;
TOKARNIA; SILVA, 1983). Nesses experimentos, verificou-se uma grande variacdo na
toxidez da planta, uma vez que, a administracdo da planta a 23 bovinos, causou o 6bito de
nove, em doses que variaram de 2,5 g/kg a 15 g/kg. Entretanto, em outros experimentos com
as folhas frescas, colhidas em um s6 municipio (Itacoatiara, AM) e na mesma época, 1,25
g/kg das folhas causaram graves sintomas de intoxicacao e 2,5 g/kg provocaram a morte. Em
outros estudos experimentais, também na Amazo6nia, mas em locais e épocas diferentes, a
maior dose que ndo causou sintomas de intoxicacdo foi de 10 g/kg. Contudo, ndo se
conseguiu estabelecer os fatores responsdveis pela grande variacdo da toxidez da planta. Os
primeiros sintomas de intoxica¢do foram observados entre 3 horas e 25 minutos a 23 horas e
45 minutos apds o inicio da administracdo da planta. A evolucdo variou entre 5 minutos e 4
horas e 4 minutos. O quadro clinico-patolégico apresentado foi de “morte subita”, e o
exercicio teve pequena influéncia sobre o aparecimento dos sintomas. Os achados de
necropsia foram praticamente negativos. A histopatologia revelou no rim, de trés dos nove
bovinos, degeneracdo hidrépico-vacuolar das células epiteliais dos tdbulos uriniferos
contornados distais (DOBEREINER; TOKARNIA; SILVA, 1983).

Estudos adicionais sobre os aspectos epidemioldgicos e clinico-patologicos da
intoxicacdo experimental por A. bilabiata foram realizados em biifalos e bovinos em
diferentes épocas. Tanto as folhas novas, quanto as maduras, mostraram-se toxicas. A menor
dose que levou os animais a morte com folhas novas foi 3g/kg e com as folhas maduras, 6
g/kg (TOKARNIA et al., 2004). Nesses estudos com bufalos, sem os animais terem sido
movimentados, dois animais mostraram sintomas leves apds 3 horas e 15 minutos, e 5 horas e
50 minutos da administracdo da planta e sintomas graves apds 4 horas e 49 minutos, e 6 horas
e 45 minutos do inicio do experimento. Ja outro bufalo sé mostrou sinais clinicos apds
movimentacdo. A evolucdo desde o inicio da sintomatologia até a morte variou de 7 até 40
minutos. Os sintomas observados foram andar lento e desequilibrado, tremores musculares,
queda e imediato dectbito lateral, os animais faziam movimentos desordenados na tentativa
de se levantar ou movimentos de pedalagem intermitentes, tinham tremores musculares
ocasionais, respiragdo ofegante, as vezes com a boca aberta e lingua protrusa, e
adicionalmente estrabismo e nistagmo. Os achados de necropsia foram edema pulmonar
caracterizado por espuma na traquéia e nos bronquios, além de aspecto imido na superficie de
corte do pulmdo e discreto a acentuado, enfisema pulmonar. Os exames histopatolgicos
revelaram, no pulmao, dreas de enfisema alveolar, congestdo e edema. No rim havia necrose
incipiente das células epiteliais (ndcleos com cromatina condensada e citoplasma mais
eosinéfilo) de alguns tibulos uriniferos do cértex e auséncia de lesdes renais em um animal
(Ibid.).

Nos experimentos realizados em bufalos que receberam folhas novas, em maio de 2003,
a menor dose que levou os animais a morte foi de 6 g/kg, e em relagdo as folhas maduras, de 9
g/kg. O inicio dos sintomas ocorreu entre 5 horas e 40 minutos, e 9 horas e 10 minutos apds a
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administracao da planta. A evolucdo em um animal ndo foi observada e, no outro, 6 minutos
se passaram da queda ao solo até o 6bito. O animal ficava a maior parte do tempo deitado;
quando instado a se levantar, dava alguns passos e se deitava logo; as vezes rangia os dentes
levemente. Durante os 15 minutos de exercicio, s6 andava empurrado, apresentou progressiva
dificuldade em se locomover, jugular ingurgitada, tremores musculares na regido do peito e da
escépula e respiracio com a boca aberta seguida de 6bito. A necropsia os pulmdes estavam
mais pesados e avermelhados (congestdo e edema), em um dos dois animais. Os exames
histopatoldgicos revelaram no pulmdo moderada a acentuada congestdo difusa e edema
interlobular leve e, moderada congestao no figado e baco (Ibid.).

Em relagdo aos experimentos realizados nos bovinos, a menor dose das folhas novas,
que causou a morte, foi 2 g/kg; 1g/kg causou um quadro patolégico muito grave e a menor
dose das folhas maduras que causou o 6bito foi 3g/kg. Um animal mostrou sintomas leves a
partir de 10 horas e 27 minutos ap6s o comec¢o da administragao da planta. Dos cinco bovinos
que foram a Obito, trés mostraram sintomas leves quando exercitados, entre 3 horas e 9
minutos, e 12 horas e 56 minutos apds o inicio da administragdo da planta, estes animais, mais
tarde, independente de exercicio, subitamente mostraram sintomas graves € morreram entre 2
e 11 minutos apds o inicio dos sintomas. Um outro animal, no dia seguinte da administragao,
de repente mostrou sintomas graves € morreu. Este animal relutou em andar, urinou durante a
marcha e apresentou jugular saliente, ingurgitada e pulsando. Subita perda de equilibrio,
queda ao solo, decubito lateral, respiragdo ofegante com a boca aberta, mugidos, movimentos
de pedalagem e morte. Também foram observados no exame macroscépico de um animal
verificou-se congestdo pulmonar; nos demais bovinos ndo foram constatadas alteragdes
dignas de nota. Os exames histopatolégicos revelaram, no pulmao, dreas com edema alveolar,
no rim acentuada degeneracdo hidrépico-vacuolar das células epiteliais dos tibulos uriniferos
contornados distais, no baco, congestdio moderada e no figado, moderada congestdo e
vacuolizacdo dos hepatdcitos na zona intermedidria (Ibid.).

Estudos adicionais foram realizados em coelhos, que receberam folhas dessecadas e
pulverizadas da A. bilabiata em doses Unicas por sonda gastrica, em quantidades que variaram
de 0,5 a 6 g/kg. Houve grande variacdo nas doses capazes de causar o aparecimento dos
sintomas e a morte dos animais. A menor e a maior dose capazes de induzir ao 6bito foram,
respectivamente, 1 g/kg e 6 g/kg. O inicio dos sintomas, ocorreu entre 2 horas e 22 minutos a
12 horas e 07 minutos apés administracdo da planta. A evolucdo variou de 30 segundos e 17
minutos. Os principais sintomas observados foram movimentos desordenados e violentos que
se iniciaram subitamente. Os coelhos debatiam-se ou pulavam; outras vezes s6 faziam
movimentos desordenados lentos e em seguida caiam, em geral, em decubito lateral. Dispnéia
e diminuicdo da freqiiéncia respiratéria, em geral, antecediam os O6bitos. As alteragdes
macroscopicas foram negativas em 15 dos 26 animais necropsiados. Nos coelhos restantes, o
orgdo mais freqiientemente afetado foi o figado (congestdo). No exame histopatoldgico, as
lesdes mais significativas foram necrose com figuras de picnose e cariorrexia, que se
localizava preferencialmente nas zonas intermedidrias, atingindo as vezes partes das zonas
centrais dos lobulos hepaticos. Em alguns casos houve vacuolizagdo do citoplasma dos
hepatécitos (Sudam IIT negativo). Os hepatdcitos se mostravam tumefeitos e, as vezes, com
degeneracdo albuminosa granular (Sudam III negativo). Havia congestdo e dissociacao dos
corddes hepdticos em praticamente metade dos casos. No rim, a lesdo mais importante foi a
degeneracdo hidrépico-vacuolar das células epiteliais dos tibulos contornados distais,
caracterizada pela presenga de vacuolos grandes (Sudam III negativo) associados a nucleos
picndticos. No coragdo, todas as alteragdes vistas eram sob forma de focos, de extensdao
variavel. Houve afastamento das fibras cardiacas em alguns casos, e infiltrado eosinofilico das
fibras cardiacas, que se tornaram homogéneas com perda de estriacao; registrou-se também
edema intracelular das fibras cardiacas (DOBEREINER; PEIXOTO; TOKARNIA, 1984).
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Novos estudos foram realizados com a brotacio e folhas maduras dessecadas e
trituradas de A. bilabiata, administradas em suspensdo aquosa por via intragéstrica a 15
coelhos adultos nas doses entre de 0,25 e 6,0g/kg. Com a brotag¢do coletada em outubro (fim
da época de seca), a menor dose que causou a morte dos coelhos foi de 0,5g/kg e em maio
(fim da época de cheia), a menor dose letal foi de 1,0g/kg. J4 com as folhas maduras coletadas
em outubro, a menor dose que causou a morte dos coelhos foi de 4,0g/kg, e em maio, a menor
dose que causou a morte foi de 6,0g/kg. A evolucdo em todos os casos fatais foi superaguda.
Clinicamente, os coelhos debatiam-se com vigor, caiam em decubito lateral ou esternal,
faziam movimentos de pedalagem, apresentavam acentuada dispnéia e morriam. Na necropsia
ndo foram observadas alteracdes significativas. J4 no exame histopatolégico as lesdes mais
importantes caracterizaram-se, nos rins, por degeneracdo hidrépico-vacuolar das células
epiteliais dos tibulos contornados distais, no figado por vacuolizac¢do difusa do citoplasma e
necrose de hepatdcitos, predominantemente centro-lobular e paracentral e presenca de
esférulas eosinofilicas nos sinusdides hepaticos; no coracdo, havia grupos de fibras cardiacas
com eosinofilia aumentada; congestao foi notada nos rins, figado, coracao e pulmao. Neste
estudo ficou estabelecido que a toxidez de A. bilabiata varia de acordo com a época do ano, e
com o estado de maturacao, pois essa planta foi mais téxica em outubro, quando em brotacao;
confirmaram-se, dessa forma, os dados obtidos previamente em bovinos e bufalos e no
préprio coelho (JABOUR et al., 2006).

Arrabidaea japurensis

Essa planta € um cip6 da familia Bignoniaceae que, apesar de ser a planta téxica mais
importante da regido dos “lavrados” do Estado de Roraima, onde causa prejuizos bastante
elevados, ainda €, em grande parte, desconhecida pelos produtores e sem nome popular. As
“mortes subitas” causadas por sua ingestdo tém sido atribuidas a outra planta, um “tingui”,
ndo-ictiotéxico (TOKARNIA; DOBEREINER, 1981).

No Brasil A. japurensis é reconhecida, até agora, como causa de mortandade em animais
no Estado de Roraima e tem como habitat as clareiras e as bordas das matas que margeiam
(igapds) os grandes rios da regido, sempre em areas que se inundam durante as cheias. A
planta ocorre também dentro das matas, onde nao se desenvolvem bem devido ao excesso de
sombra; ndo deve, portanto, constituir problema nessas dreas, porque a massa de folhas
produzida é pequena; além disso, como é uma trepadeira, fica, em grande parte, fora do
alcance dos bovinos (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).

Até o momento s6 ha relatos de intoxicacdo natural por A. japurensis em bovinos. Sob
condi¢des experimentais (TOKARNIA; DOBEREINER, 1981); além do bovino, o coelho
também tem sido intoxicado (DOBEREINER; TOKARNIA, 1983).

A menor dose capaz de causar a morte em bovinos é bastante varidvel: 10 g/kg da
brotagdo de A. japurensis, ingeridos de uma s6 vez, sempre leva os bovinos ao ébito, porém,
quantidades decrescentes de até 1,25 g/kg, ainda causaram o 6bito de parte dos animais
(TOKARNIA; DOBEREINER, 1981).

Em coelhos com folhas coletadas dessecadas e mantidas em sacos hermeticamente
fechados até nove meses antes do experimento, a dose de 0,83 g/kg causou a morte de todos
os animais. Os primeiros sintomas de intoxicagdo pela brotacdo fresca em bovinos foram
observados entre 6 e 22 horas ap0s a ingestdao da planta, com evolu¢do que variou de um a 8
minutos. Os principais sinais clinicos foram andar cambaleante, tremores musculares, stbita
perda de equilibrio e queda, movimentos de pedalagem, por vezes os animais mugiam e
seguia-se o obito. Os achados de necropsia foram negativos e na histopatologia verificou-se,
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nos rins, degeneragdo hidrépico-vacuolar associada a picnose nuclear das células epiteliais
dos tibulos contornados distais (TOKARNIA; DOBEREINER, 1981).

Mascagnia rigida

Cip6 ou arbusto da familia Malpighiaceae, € a planta t6xica mais conhecida, difundida e
importante da regido Nordeste e de parte da regido Sudeste do Brasil. Mascagnia rigida é
encontrada em todo Nordeste, desde o Piaui até o Sul da Bahia, estendendo-se ainda a
nordeste de Minas Gerais e norte do Espirito Santo. Planta do agreste e do sertdo, porém
também ocorre em lugares mais frescos. Os principais nomes populares pelos quais €
conhecida sdo “tingui” e “timbd”. Na Bahia €é conhecida ainda como “quebra-bucho” e “pela-
bucho”. Nos vales dos rios do Jequitinhonha e Mucuri (Minas Gerais), é conhecida pelos
termos “salsa-roxa” e “rama-amarela”, e no vale do rio Doce (Minas Gerais e Espirito Santo),
pelos nomes ‘“‘suma-branca” e “suma-roxa” (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO,
2000). Sob condi¢bes naturais, a intoxicagdo por M. rigida ocorre, principalmente, em
bovinos (TOKARNIA; CANELLA; DODEREINER, 1961; MEDEIROS et al., 2002), mas
sdo descritos surtos de intoxicagdo pela planta também em ovinos (VASCONCELOS et al.,
2008) e caprinos (OLIVEIRA et al., 1978). Experimentalmente t€m sido intoxicados, além
dos bovinos (TOKARNIA; CANELLA; DODEREINER, 1961; TOKARNIA;
DOBEREINER; PEIXOTO, 1994; SANTOS, 1975), também ovinos (VASCONCELOS et
al., 2008), caprinos (PARAGUASSU, 1983; VASCONCELOS et al., 2008) e coelhos
(TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 1987; MEDEIROS et al., 2002).

Tokarnia, Canella e Débereiner (1960) verificaram casos de doenga ou morte atribuiveis
pelos vaqueiros a ingestao de “tingui”, e, a seguir, realizaram uma série de experimentos, pela
administracdo da planta, por via oral, a bovinos. Nas observagdes dos casos naturais,
acompanharam a marcha, realizada entre 6 e 9 horas da manha, de 50 vacas mantidas em um
cercado cheio de M. rigida. Aproximadamente as 7 horas e 45 minutos, uma vaca avangou de
repente para o lado da estrada e caiu, ficando em decubito lateral com movimentos de
pedalagem, e foi sacrificada pelo proprietario (para aproveitamento da carne) apds o inicio do
estado agodnico.

Nos casos experimentais todos os 13 bovinos, apresentaram quadro de “morte subita”,
sem quaisquer sintomas prévios. Nao foi possivel demonstrar qualquer ag¢do nociva ao
movimentar os animais (pelo menos nao houve morte sibitas de animais enquanto tocados) e
nem estabelecer a dose letal, devido a variabilidade nas doses ingeridas. Os achados de
necropsia em alguns animais foram completamente negativos, € em outros houve alteragdes
que ndo puderam ser correlacionadas com a intoxicacdo pela M. rigida ou que pudessem ser
responsabilizadas pela morte do animal. Os exames histopatolégicos revelaram lesdes
cardiacas, menos acentuadas do que nos casos naturais (Ibid.).

Recentemente, foram descritos trés surtos de intoxicacdo natural por M. rigida em
ovinos no semi-arido paraibano. Dois surtos ocorreram no municipio de Sdo José do Bonfim e
o outro no municipio de Cacimbas, Paraiba. No primeiro surto, o rebanho acometido era
composto por 30 animais, dos quais seis manifestaram sinais clinicos de intoxicag¢do e quatro
morreram; no segundo surto, dos 12 ovinos existentes na propriedade, nove apresentaram
sintomas e dois morreram; ja no dltimo surto, dois dos 40 ovinos do rebanho, mostraram
sinais clinicos e morreram (VASCONCELOS et al., 2008). Adicionalmente, foi realizada a
reproducdo experimental da intoxicacdo por M. rigida em trés ovinos € em tré€s caprinos,
através da administracdo, por via oral, de folhas frescas nas doses de 5,0 g/kg, 10 g/kg e 20
g/kg. A dose de 5,0 g/kg causou apenas leve taquicardia, tanto no ovino, quanto no caprino,
que se recuperaram totalmente apds 14h e 16h40min, respectivamente. Doses de 10 e 20 g/kg
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causaram a morte de todos os ovinos e caprinos. O ovino que recebeu a dose de 10 g/kg
apresentou os primeiros sintomas de intoxicagdo 2h25min apds a administragdo da planta e,
evolucdo de 1h54min. Ja o outro ovino intoxicado com 20 g/kg, manifestou sinais clinicos
3h05min apds a administracdo da planta e morreu 21h35min apds o inicio dos sintomas. Nos
experimentos realizados com caprinos, doses de 10 g/kg e 20 g/kg causaram os primeiros
sintomas de intoxicacdo 5h e lh apds a administracdo da planta, respectivamente. Nesses
casos, a evolugdo foi de 1h e 54min, no animal que recebeu a dose de 20 g/kg e de 17h para o
caprino que ingeriu a dose de 10 g’kg (VASCONCELOS et al., 2008). Por outro lado, em
estudos experimentais realizados por outros autores com M. rigida em caprinos no Nordeste,
verificou-se que a menor dose capaz de causar a morte foi 20 g/kg, enquanto outro caprino
que recebeu a dose de 41,5 g/kg nem sequer manifestou sintomas (PARAGUASSU, 1983).

O quadro clinico observado em ovinos e caprinos caracterizou-se por relutancia a
mover-se, ingurgitamento das veias jugulares, tremores musculares, taquicardia, instabilidade,
queda, respiracdo ofegante e morte. Ao exame macroscOpico verificaram-se discreta
evidenciag¢do do padrio lobular do figado (ovinos e caprinos), hidropericardio, petéquias nas
superficies pleural, subepicdrdica (ovinos) e edema pulmonar (ovinos e caprinos). A
histopatologia revelou discreta (ovinos) a acentuada (caprinos) degeneracdo hidrépico-
vacuolar das células epiteliais dos tubulos contornados distais, principalmente na regido
cortico-medular. Os autores sugerem, com base nos resultados experimentais obtidos, que
ovinos e caprinos ndo apresentam diferencas de susceptibilidade a toxidez de M. rigida,
quando esta possui a mesma procedéncia (VASCONCELOS et al., 2008).

Mascagnia elegans

Mascagnia elegans é um cip6 da familia Malpighiaceae, conhecido por “rabo-de-tatu”,
de pouca importancia como planta toxica, em funcdo de sua restrita drea de distribuigdo.
Sabe-se de sua ocorréncia somente nos municipios de Aguas Belas, Itaba e Tupanatinga,
situados no Sertio de Pernambuco (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).

No unico estudo experimental de M. elegans, dois bovinos, dois caprinos e dois ovinos,
foram alimentados diversos dias, com os brotos, folhas e ramos. Um animal de cada espécie
sempre permanecia em repouso, enquanto o outro era movimentado diariamente. O bovino
que recebeu durante seis dias consecutivos, uma média de 23 g/kg/dia da planta e era
movimentado diariamente, no 6° dia, ao ser tangido por 5 minutos, caiu, apresentou
taquicardia, tremores musculares, movimentos de pedalagem e foi a 6bito entre 3 e 4 minutos.
Os ovinos e caprinos, mesmo os exercitados, que receberam respectivamente, uma média de
43 e 35,5 g/kg da planta por dia, durante seis dias, ndo manifestaram quaisquer sintomas de
intoxicag¢do. Os achados de necropsia no tinico bovino que morreu foram negativos; nao ha
dados sobre as alteracoes histolégicas (COUCEIRO; SILVA; SILVA, 1976).

Mascagnia pubiflora

Mascagnia pubiflora, um cipé ou arbusto da familia Malpighiaceae, que tem os nomes
populares de “corona” e ‘“cipd-prata”, é observada nos Estados do Mato Grosso do Sul e
Goias. Na regido Sudeste, pode ser encontrada no Tridngulo Mineiro e no Estado de Sao
Paulo, sempre em solos férteis. E uma das plantas téxicas mais importantes do Centro-Oeste e
areas vizinhas da regido Sudeste (FERNANDES; MACRUZ, 1964; SANTOS; FISCHER;
JARDIM, 1976; TOKARNIA; DOBEREINER, 1973).
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Dobereiner et al. (1986) realizaram experimentos com folhas e frutos dessecados de
M. pubiflora, por sonda gastrica a coelhos. Em relacdo as folhas a menor dose capaz de levar
o animal ao 6bito foi a dose de 4g/kg. Com os frutos, doses a partir de 1g/kg foram capazes de
levar o animal ao 6bito. O fruto foi bem mais téxico do que as folhas.

No caso das folhas, os primeiros sintomas observados variaram entre 6 horas e 20
minutos a 45 horas e 39 minutos. A evolu¢do do quadro clinico foi de 2 a 3 minutos. Os
animais de repente, apresentaram movimentos desordenados, violentos, cairam de lado, com a
respiragao dificil e logo vieram a 6bito. Os achados de necropsia mais comuns foram
congestdo hepdtica e pulmonar. Na microscopia os 6rgaos principalmente afetados foram
figado, rim e coragdo, sob forma de alteracdes degenerativas e vasculares (Ibid.).

No experimento com os frutos, os primeiros sintomas variaram de 2 horas e 18 minutos
a 20 horas apés a administracio da planta. A evoluc@o do quadro clinico foi de 1 a 3 minutos.
O quadro clinico, os achados de necropsia e a microscopia foram semelhantes aos observados
nos experimentos com as folhas (Ibid.).

Mascagnia aff. rigida

Esse cip6 da familia Malpighiaceae foi identificado através de experimentagdo por
Tokarnia, Dobereiner e Peixoto (1985) como causa de “morte stbita” que ocorre em bovinos
no Norte do Estado do Espirito Santo, pela administracao de doses tnicas de folhas frescas a
10 bovinos e folhas dessecadas a cinco bovinos, coletadas em trés diferentes fazendas. Ao
relacionar os dados, verificou-se que a dose letal correspondente a planta fresca foi diferente
segundo a procedéncia, com toxidez variando entre 0,625 g/kg para a planta procedente de
Linhares e 2,5 g/kg para planta de Sdo Mateus Faz. Laranjeiras. Os sintomas s6 tiveram inicio
durante ou logo apds os exercicios, precipitando a morte dos animais. Os sintomas de “morte
subita” foram caracterizados pelo fato dos bovinos, aparentemente sadios, quando
movimentados, de repente ndo mais conseguiam manter-se de pé, faziam movimentos
desordenados com a cabega, tremores musculares, pulso venoso positivo, movimentos de
pedalagem, mugiam, a respiracdo tornava-se espacada ou for¢ada e iam a dbito. A evolugao
desses sintomas foi de 1 a 18 minutos. Na necropsia foram verificadas dreas branco-
acinzentadas no miocardio do ventriculo esquerdo. As altera¢des histopatoldgicas consistiram
em alteracOes degenerativas renais e hepdticas, também alteracdes cardiacas, sob forma de
processos degenerativos, necréticos, proliferativos e inflamatorios.

Tokarnia, Peixoto e Dobereiner (1985) em experimentos com administracdo de folhas
dessecadas e pulverizadas de M. aff. rigida, por via intragastrica a 31 coelhos, perceberam
que a dose letal situou-se entre 0,5 — 0,8g/kg. Por outro lado, a ingestdao de 1g/kg causou a
morte de todos ou de nenhum dos coelhos, dependendo da época e da procedéncia da planta.
O inicio dos sintomas ocorreu de 2 horas e 45 minutos a 10 horas e 30 minutos apds a
administracdo da planta, e a evolu¢do durou de um a 4 minutos. Os sintomas foram os de
“morte subita” ja identificados e descritos anteriormente. Os achados macroscépicos se
limitaram a leves alteracdes no figado, enquanto que ao microscopio, os principais 6rgaos
afetados foram coragdo, figado e rim. No figado foram observados necrose, vacuolizagdo
citoplasmatica, degeneragao albuminosa-granular dos hepatdcitos, congestio, dissociacao dos
cordOes hepaticos e edema dos espacos de Disse; no rim havia, degeneracdo hidrépico-
vacuolar das células epiteliais dos tibulos contornados distais, enquanto que no coracao
verificou-se edema intracelular das fibras cardiacas, afastamento entre estas e presenca de
focos de eosinofilia aumentada no misculo cardiaco.
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Amorimia exotropica

Amorimia exotropica, anteriormente descrita como Mascagnia sp., € um cipd ou arbusto
da familia Malpighiaceae, sem nome popular, que ocorre nos Estados de Santa Catarina
(municipios de Tubardo, Imarui, Jaguaruna, Sdo Ludgero, Braco do Norte, Pedras Grandes,
Urussanga, Nova Veneza e Jacinto Machado) e Rio Grande do Sul (municipios de Feliz,
Gravatai e Viamao) (TOKARNIA; DOBEREINER; PEIXOTO, 2000).

A fim de esclarecer causas de “morte stbita” que ocorriam no Litoral de Santa Catarina,
Gava et al. (1998a), conduziram experimentos em bovinos, nos quais se reproduziu a
enfermidade pela administracdo oral de Amorimia exotropica em doses unicas de 7,5 g/kg a
10 g/kg. Administragdes unicas de 5 g/kg das folhas frescas de Amorimia exotropica
causaram intoxica¢do nao-letal. Com dosagens de 5 a 10 g/kg, as manifestagcdes clinicas eram
observadas quando os animais foram movimentados, € consistiram em cansago, jugular
ingurgitada, leves tremores musculares e as vezes contragdes bruscas; a taquicardia ja notada
antes do exercicio, se acentuava e os animais deitavam ou caiam subitamente. A evolucdo da
intoxicacao nos dois bovinos que morreram foi de 40 e 75 minutos. Doses mais elevadas (15 e
20 g/kg) provocaram um quadro de intoxicacao protraida, e os animais se mostravam lerdos e
apdticos, evitavam quaisquer movimentos € foram encontrados mortos entre 7 horas e 21
horas apds terem sido observados os primeiros sinais clinicos. Esses dois ultimos
experimentos demonstram que a movimentacao ¢ um fator importante para a manifestacdao da
"morte subita". Os principais achados de necropsia foram coloracdo vermelha da mucosa do
intestino delgado e edema da parede da vesicula biliar. As mais importantes alteragcdes
histolégicas foram degeneragao hidrépico-vacuolar do epitélio tubular renal presente em trés
dos cinco bovinos que foram a ébito.
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Anexo II - Resumo dos protocolos dos experimentos
1° Experimento

Ovino 1, macho, com 22,5kg. Em 29/04/09 foi realizado exame clinico completo. O
animal apresentou FC 100, FR 20, T 39,9°C, MR 2 em 2 minutos € mucosas normocoradas.
No mesmo dia, as 11h06h o animal recebeu 1,0 g/kg (22,5 g) de brotos roxos frescos de
Pseudocalymma elegans por via oral e, logo em seguida, administrou-se 2,0 g/kg de
acetamida (45 g) diluida em 100 ml de 4dgua por via oral. O animal foi observado por 36 h e
ndo apresentou qualquer alteracao clinica.

Ovino 2, macho, com 28kg. Em 29/04/09 foi realizado exame clinico completo. O
animal apresentou FC104, FC 48, T 41,7°C, MR 2 em 2 minutos € mucosas normocoradas.
No mesmo dia, as 11h31min administrou-se 1,0 g/kg (28 g) de brotos roxos frescos de P.
elegans por via oral. As 15h e 41min o animal estava alerta e sem alteracdo. Comeu entre
16h50min e 19h41min. O animal foi observado por 36 h e ndo apresentou qualquer alteragcdao
clinica.

Caprino 3, macho, com 13kg. Em 29/04/09 foi realizado o exame clinico completo. O
animal apresentou FC 100, FR 28, T 39,5°C, MR 3 em 2 minutos € mucosas normocoradas.
No mesmo dia, as 12h e 08min o animal recebeu 1,0 g/kg (13 g/kg) de brotos roxos frescos de
P. elegans, por via oral, e logo em seguida administrou-se 2,0 g/kg (26 g) de acetamida
diluida em 100 ml de dgua por via oral. O animal foi observado por 36 h e ndo apresentou
qualquer alteragao clinica.

Caprino 4, fémea, com 33kg. Em 29/04/09 foi realizado exame clinico completo. O
animal apresentou FC 112, FC 32, T 39,5°C, MR 3 em 2 minutos € mucosas normocoradas.
No mesmo dia, as 12h e 15min o animal recebeu 1,0 g/kg (33g) de brotos roxos frescos de P.
elegans por V.O. O animal foi observado por 36 h e ndo apresentou qualquer alteragdo
clinica.

2° Experimento

Ovino 5 (SAP 32113), fémea, com 19kg. Em 06/07/10 foi realizado exame clinico
completo. O animal apresentou FC 100, FR 28, T 39,7°C, MR 2 em 2 minutos e mucosas
normocoradas. Administrou-se acetamida na dose de 2,0 g/kg (38 g) diluida em 100 ml de
agua; essa solugdo foi dividida em duas partes iguais que foram administradas, por via oral,
com sonda orogdstrica em intervalos de 2 horas. A primeira parte foi administrada as 14h, a
segunda as 16h. As 18h do mesmo dia, o animal recebeu 0,67g/kg (12,37 g) de brotos roxos
de P. elegans dessecados, sonda orogastrica, diluidos em 300 ml de dgua. No mesmo dia as
20h, verificaram FC 100, FR 28, T 38,8°C, MR 1 em 2 minutos. Trés horas e meia depois, o
animal manifestava FC 98, FR 2, T 38° C, MR 1 em 2 minutos. No dia 07/07/10, as 04h, o
exame clinico revelou FC 108, FR 32, T 38,1°C, MR 1 em 2 minutos. Duas horas depois, o
animal foi encontrado morto com temperatura de 37°C, sem rigor mortis € mucosas umidas.
A necropsia observaram-se jugulares ingurgitadas, auriculas apresentavam-se repletas de
sangue, vasos do diafragma e pulmonares ingurgitados. O exame histolégico relevou, no rim,
moderada DHV dos tdbulos uriniferos contorcidos distais associada & cariopicnose e leve
aumento da filtracdo glomerular. No figado havia leve tumefacdo e vacuolizacdo de
hepatdcitos e , no coragdo, miocardite focal linfoplasmocitaria/macrofégica.
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Ovino 6 (SAP 32114), macho, com 16,5 kg. Em 06/07/10 foi realizado exame clinico
completo. O animal apresentou FC 184, FR 32, T 39,5°C, MR 1 em 2 minutos e mucosas
normocoradas. Administrou-se acetamida na dose de 3,0 g/kg (49,5 g) diluida em 100 ml de
agua; essa solugdo foi dividida em duas partes iguais que foram administradas, por via oral,
com sonda orogdstrica em intervalos de 2 horas. A primeira parte foi administrada as 14h, a
segunda as 16h. As 18h do mesmo dia, o animal recebeu 1,0 g/kg (16,5 g) de brotos roxos de
P. elegans dessecados, sonda orogéstrica, diluidos em 300 ml de 4gua. No mesmo dia, as 20h
verificaram-se FC 80, FR 32, T 39,3°C, MR 1 e ¥2 em 2 minutos € mucosas normocoradas.
Duas horas depois, o animal manifestou FC 100, FR 24, T 39,0°C, MR 2 em 2 minutos e
mucosas normocoradas. No dia 07/07/10, as 04h, FC 98, FR 28, T 39,°C, MR 1 ¢ Y2 em 2
minutos e mucosas normocoradas. As 06h e 37min, verificaram-se polaquitiria e movimentos
de pedalagem, FC 240 e FR 48. As 08h:05 horas, o ovino exibiu polaquidria, nistagmo,
decubito, movimentos de pedalagm, FC 200 e FR 20. As 09:00 horas foi administrada outra
dose de acetamida (49,5 g) como reforco. As 09:15 horas, observaram-se ranger de dentes,
movimentos mastigatérios, tentou se levantar e polaquitria. As 10h10min, apresentou FC
228, FR 40, decubito com pesco¢o voltado para o flanco, polaquidria movimentos
mastigatérios, midriase (+), reflexo pupilar ipsilateral e contralateral diminuido (quase
ausente). As 10:33 horas, exibiu movimentos de pedalagem, dificuldade respiratéria (dispnéia
expiratoria), ruidos inspiratdrios e polaquidria. Uma hora e sete minutos depois, manifestava
FC 200, FR 20, polaquitria, decubito e apatia. As 13h e 20min, FC 220, FR 20 e polaquitria.
As 15 horas apresentou pulso venoso positivo, FC 200, FR 30 e polaquitria. Duas horas
depois verificaram-se FC 200, FR 28 e polaquitiria. A morte ocorreu as 19h e 31min. A
necropsia revelou jugulares, cava e vasos da vesicula biliar ingurgitados e edema no
mesentério com vasos ingurgitados. O exame histoldgico relevou, no rim, moderada DHV
dos tdbulos uriniferos contorcidos distais associada 4 cariopicnose e leve a moderado
aumento da filtracdo glomerular. No figado havia leve tumefacdo e vacuolizacdo de
hepatdcitos, além de hepatdcitos em vidro fosco formando “inclusdes”. No pulmao observou-
se leve a moderada congestao.

Caprino 7 (SAP 32116), macho, com 23kg. Em 06/07/10 foi realizado o exame
clinico completo. O animal apresentou FC 72bpm, FR 24mpm, T 38,3°C, MR 4 em 2 minutos
e mucosas normocoradas. Preparou-se uma solucdo de acetamida na dose de 2g/kg (46g)
diluida em 100ml de dgua e dividida em duas partes iguais. A primeira dose foi administrada
por via oral com sonda orogdstrica as 12h, e a segunda, as 14h. Duas horas depois
administrou-se 0,67g/kg (15,4g) de brotos roxos de P. elegans dessecada, diluidos em 300ml
de 4gua. As 18h, exame clinico FC 68bpm, FR 24mpm, T 38,9°C, MR 2 em 3 minutos,
mucosas normocoradas. As 20h e as 23h nao foi detectado alteracdes nos parametros clinicos.
07/07/10, 7Th47min FC 100bpm, FR 32, o animal prendeu o pescoco na régua da baia (pareceu
ter se machucado). 10h cabeca baixa, FC 116, FR 20. 11h30min FC 120bpm, FR 20.
13h30min administrou-se outra dose de acetamida (46g) como reforco, pois o animal
apresentava-se com grave apatia, FC 160bpm e FR24mpm. 19h00min, 140bpm, FR 24mpm e
bruxismo. 20h27min observou-se movimento de pedalagem. A necropsia teve inicio as
20h35min, e observou-se apenas jugulares ingurgitadas. O exame histoldgico revelou
encefalite ndo-purulenta.

Caprino 8, SAP 32115, macho, 16,5kg. Em 06/07/10 foi realizado exame clinico
completo. O animal apresentou FC 112bpm, FR 28mpm, T 37,5°C, MR 1 em 2 minutos e
mucosas normocoradas. Preparou-se uma solucdo de acetamida na dose de 3g/kg (49,5g)
diluida em 100ml de dgua e dividida em duas partes iguais. A primeira administrada por via
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oral com sonda orogdstrica as 12h, e a segunda administrada as 14h. As 16h do mesmo dia foi
administrado através de sonda orogastrica 1g/kg (16,5g) de broto roxo da planta P. elegans
dessecada previamente diluidos em 300ml de 4gua. Apds quatro horas, foi feito exame
clinico, FC 97bpm, FR 24mpm, T 37,5°C, MR 3 em 3 minutos € mucosas normocoradas. As
23h30min, FC 120bpm, FR 24mpm. Em 07/07/10 as 04h, o animal alimentava-se bem e FC
110bpm, FR 28mpm. As 13h FC 152bpm, FR 28mpm. Foi encontrado morto as 13h20min. A
necropsia teve inicio as 13h40min. As principais altera¢des foram jugulares ingurgitadas e
pulmao com areas avermelhadas.

3° Experimento

Ovino 9 (SAP 32162), macho, com 15kg. Em 14/09/10 foi realizado o exame clinico
completo. O animal apresentou FC 108bpm, FR 40mpm, T 39,4°C, MR 2 em 2 minutos e
mucosas normocoradas. No dia 15/09/10 foi preparada uma solug¢do de acetamida na dose de
2g/kg (30g) diluida em 100ml de 4gua e administrada por via oral com sonda orogéastrica em
dose tnica, as 07h44min. Duas horas depois administrou-se através de sonda orogastrica
0,333g/kg (5g) de broto roxo da planta dessecada que foram previamente diluida em 300ml de
dgua. De 11h57min do dia 15/09/10 até as 12h do dia 16/09/10 o animal ndo apresentou
anormalidade clinica, com todos os parametros de FC, FR, T, MR, mucosas e
comportamentais semelhantes aos observados no inicio do experimento. Em 22/09/10, as
07h45min o animal apresentou FC 84bpm, FR 36mpm, T 39°C, MR 3 em 2 min e mucosas
normocoradas. As 08h14min foi administrado através de sonda orogdstrica 0,333g/kg (5g) de
broto roxo de P. elegans dessecada previamente diluida em 300ml de dgua. As 09h10min FC
80bpm, FR 34, T 39,1°C, MR 2 em 2 minutos e mucosas normocoradas. Uma hora e vinte
minutos depois, observaram-se apatia, decubito, ranger de dentes, taquipnéia, respiragdao
abdominal, pulso venoso positivo, arritmia, cabeca pendente, deitava-se e levantava-se com
frequéncia. As 11h15min, apresentou perda do equilibrio, queda, movimentos de pedalagem,
opistétono e pulso venoso positivo. O animal morreu 3 minutos depois. A necropsia 0s
principais achados foram jugulares ingurgitadas, vasos do diafragma evidentes e congestos,
veia cava caudal e cranial dilatadas, auriculas dilatadas e repletas de sangue, pulmio
“armado” com liquido espumoso de coloragdo avermelhada na traquéia, figado congesto e
rins pdlidos com edema na pelve. A avaliacdo histolégica evidenciou moderada tumefacio e
vacuolizagao de hepatdcitos.

Ovino 10 (SAP 32163), macho, com 16kg. Em 14/09/10 foi realizado o exame clinico
completo. O animal apresentou FC 92bpm, FR 28mpm, T 39,2°C, MR 2 em 2 minutos e
mucosas normocoradas. No dia 15/09/10 foi preparada uma solu¢do de acetamida na dose de
2g/kg (32g) diluida em 100ml de dgua e administrada por sonda orogéstrica em dose unica as
07h50min. As 9h50min foi administrado através de sonda orogistrica 0,333g/kg (5,33g) de
broto roxo de P. elegans dessecada previamente diluida em 300ml de agua. De 12h do dia
15/09/10 até as 12h do dia 16/09/10 o animal ndo apresentou alteracdes. Em 22/09/10, as
07h40min foi realizado o exame clinico completo. O animal apresentou FC 92bpm, FR
40mpm, T 39,1°C, MR 3 em 2 min e mucosas normocoradas. As 08h20min foi administrado
através de sonda orogdstrica 0,333g/kg (5,33g) de brotos roxos da planta P. elegans
dessecada, e que foram previamente diluidas em 300ml de dgua. As 10h FC 112bpm, FR 40,
T 39°C, MR 2 em 2 minutos, € mucosas normocoradas. Apatia e decubito as 11h20min.
11h57min FC 240, FR 104, arritmia, cabeca pendente, deitava-se e levantava-se com
frequéncia e pulso venoso positivo. Caiu as 12h56min, apresentou dispnéia acentuada,
movimentos de pedalagem e pulso venoso positivo. Morreu as 13h01min. A necropsia os
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vasos do diafragma estavam evidentes e congestos, auriculas, jugulares, veia cava caudal e
cranial dilatadas e repletas de sangue, figado congesto e edema na subserosa da vesicula
biliar. O exame histolégico revelou moderada a acentuada vacuoliza¢do de hepatdcitos

Caprino 11 (SAP 32168), macho, com 18kg. Em 06/10/10, as 08h13min foi realizado o
exame clinico completo, com FC 76bpm, FR 27mpm, T 38,5°C, MR 2 em 2 minutos e
mucosas normocoradas. As 09h foi administrada por sonda orogdstrica em dose tGnica uma
solucdo de acetamida na dose de 2g/kg (36g) diluida em 100ml de 4gua. Duas horas depois
os animais receberam através de sonda orogastrica 0,333g/kg (6g) de broto roxo de P. elegans
dessecada previamente diluida em 300ml de 4gua. De 12h do dia 06/10/10 até as 12h do dia
07/10/10 o animal ndo apresentou alteracdes. Em 13/10/10, as 13h24min o animal apresentou
FC 100bpm, FR 26mpm, T 38,9°C, MR 3 em 2 min e mucosas normocoradas. As 14h15min
foi administrado através de sonda orogéstrica 0,333g/kg (6g) de broto roxo da planta
dessecada previamente diluida em 300ml de dgua. As 15h39min, o animal apresentava-se
inquieto, deitava-se e levatava-se com frequéncia, FC 92bpm, FR 28, T 38,8°C, MR 2 em 2
minutos, € mucosas normocoradas. Observaram-se apatia, respiracdo abdominal acentuada e
decubito as 19h05min. Trinta minutos depois o animal caiu subitamente, fez movimentos de
pedalagem, tremores musculares, vocalizou, pulso venoso positivo € morreu as 19h37min. Os
principais achados macroscépicos foram jugulares ingurgitadas, veia cava caudal e cranial
dilatada, figado congesto, leve edema na parede da vesicula biliar, auriculas dilatadas,
acentuado edema pulmonar, rins congestos e bexiga repleta. O exame histopatolégico
evidenciou leve a moderada vacuolizacdo de hepatdcitos e pequenas areas de hemorragia no
pulmao.

Caprino 12 (SAP 32169), macho, com 26kg. Em 06/10/10, as 08hO8min o animal
apresentou FC 88bpm, FR 36mpm, T 38°C, MR 2 em 2 minutos e mucosas normocoradas. As
08h55min foi administrada por sonda orogdstrica solu¢do de acetamida na dose de 2g/kg
(52g) diluida em 100ml de dgua. As 11h o animal recebeu através de sonda orogistrica,
0,333g/kg (8,6g) de brotos roxos da planta dessecada previamente diluida em 300ml de 4dgua.
De 12h do dia 06/10/10 até as 12h do dia 07/10/10 o animal ndo apresentou alteragdes. Em
13/10/10, as 13h40min foi realizado o exame clinico completo. O animal apresentou FC
104bpm, FR 24mpm, T 38,8°C, MR 3 em 2 min e mucosas normocoradas. Vinte minutos
depois administrou-se através de sonda orogastrica 0,333g/kg (8,6g) de brotos roxos da planta
dessecada, previamente diluida em 300ml de dgua. A partir das 17h45min o animal comegou
a apresentar apatia, prostracdo, jugular ingurgitada, pulso venoso positivo, cabeca pendente e
FC 228bpm com arritmia. As 20h04min o animal caiu, fez movimentos de pedalagem,
apresentou tremores musculares, pulso venoso positivo, opistétono e morreu as 20h06min. Os
principais achados macroscopicos foram auriculas e vasos da base do coragao dilatados, rins
palidos, jugular ingurgitada e edema pulmonar. A avaliacdo histopatoldgica revelou leve
tumefacdo e vacuolizagcdo de hepatdcitos e leve a moderada tumefacdo do epitélio da bexiga.

Coelho 1 (SAP 32181), macho, com 2,700kg. Em 27/10/10 as 09h10min administrou-se
através de sonda orogéstrica acetamida na dose de 3g/kg (8,1¢) diluida em 25ml de 4dgua. As
11h27min o animal recebeu através de sonda orogéstrica 1g/kg (2,7g) de brotos roxos da
planta dessecada previamente diluida em 25ml de dgua. De 12h do dia 27/10/10 até as 12 do
dia 28/10/10 o animal ndo apresentou alteragdes clinicas.Em 4/11/10, as 08h40min
administrou-se através de sonda orogdstrica 1g/kg (2,7g) de broto roxo da planta dessecada,
previamente diluida em 25ml de dgua. A partir das 09h42min o animal comecou a apresentar
apatia, prostracio, tremores musculares, vocalizacio e morreu as 09h45min. A necropsia
observaram-se auriculas dilatadas, veia cava caudal e cranial ingurgitadas, figado congesto e
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vasos do diafragma evidentes. A avaliagdo histolégica revelou, no figado, leve a moderada
tumefacdo e vacuolizacdo de hepatdcitos, numerosos corpusculos de choque e moderada a
acentuada congestao.

Coelho 2 (SAP 32182), macho, com 2,580kg. Em 27/10/10 as 09h25min administrou-se
por sonda orogdstrica solucdo de acetamida na dose de 3g/kg (7,74g) diluida em 25ml de
dgua. As 11h38min foi administrado através de sonda orogastrica 0,5g/kg (1,29g) de broto
roxo da planta dessecada previamente diluida em 25ml de d4gua. De 12h do dia 27/10/10 até as
12h do dia 28/10/10 o animal nao apresentou alteragdes. Em 4/11/10, as 08h50min o animal
recebeu através de sonda orogéstrica 0,5g/kg (1,29g) de broto roxo da planta dessecada,
previamente diluida em 25ml de dgua. A partir das 09h15min o animal estava apatico. As
09h50min apresentou decubito lateral, vocalizacdo e morreu as 10h36min. Os principais
achados macroscépicos foram auriculas e veias da base do coracdo dilatadas, figado congesto
e vasos do diafragma evidentes. A avaliacdo histoldgica revelou, no figado, leve a moderada
tumefacdo e vacuolizacdo de hepatdcitos, numerosos corpusculos de choque e moderada a
acentuada congestao.

Coelho 3 (SAP 32183), macho, com 2,720kg. Em 27/10/10 as 09h14min administrou-se
através de sonda orogéstrica, uma solucdo de acetamida na dose de 3g/kg (8,16g) diluida em
25ml de 4dgua. As 11h20min foi administrado através de sonda orogéstrica 0,5g/kg (1,36g) de
broto roxo da planta dessecada previamente diluida em 25ml de dgua. De 12h do dia 27/10/10
até as 12h do dia 28/10/10 o animal ndo apresentou alteracdes clinicas. Em 4/11/10, as 0%h o
animal recebeu através de sonda orogastrica, 0,5g/kg (1,36g) de broto roxo da planta
dessecada, previamente diluida em 25ml de dgua. A partir das 09h52min o animal encontrava-
se apdtico. As 10h07min apresentou dectibito lateral, vocaliza¢do e morreu as 10h24min. Os
principais achados macroscopicos foram auriculas e veia cava caudal e cranial ingurgitadas,
figado congesto e vasos do diafragma evidentes. A avalia¢do histolégica revelou, no figado,
numerosos corpusculos de choque e moderada a acentuada congestao.
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