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Efeito protetor da acetamida sobre as intoxicacoes experimentais
em ratos por monofluoroacetato de sddio e por algumas plantas
brasileiras que causam morte subita!
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ABSTRACT.- Peixoto T.C, Oliveira L.I., Caldas S.A, Catunda Junior FE.A., Carvalho M.G.,
Franca T.N. & Peixoto P.V. 2011. [The protective effect of acetamide on experimental
poisoning by sodium monofluoroacetate and Brazilian sudden death causing plants
in rats.] Efeito protetor da acetamida sobre as intoxica¢des experimentais em ratos por
monofluoroacetato de sédio e por algumas plantas brasileiras que causam morte subita.
Pesquisa Veterindria Brasileira 31(11):938-952. Projeto Sanidade Animal Embrapa/UFRR],
Seropédica, R] 23890-000, Brazil. E-mail: peixotop@ufrrj.br

The protective effect of acetamide in poisoning by sodium monofluoroacetate (MF) and
by eight Brazilian sudden death causing plants (BSDCP) (Palicourea marcgravii, P. juruana,
Pseudocalymma elegans, Arrabidaea bilabiata, Amorimia (Mascagnia) rigida, M. pubifiora,
Amorimia (Mascagnia) exotropica and M. aff. rigida) was studied using rats. Additionally the
clinical and pathological picture of the poisoning was described. In these experiments 33
Wistar rats (Rattus norvegicus albinus) were used. Nine rats ate spontaneously the fresh lea-
ves of P. marcgravii at amounts of 2.0 and 4.0g/kg. Two of the rats received orally single doses
of acetamide (2.0 and 4.0g/kg) one minute before the plant was supplied. A third rat received
4.0g/kg of acetamide after consumption of 4.0g/kg of the plant and showed severe symp-
toms of poisoning. In the experiments with ME, doses of 4.0 and 8.0mg/kg were administered
to four rats. The interval between the administration of either acetamide and concentrated
plant extracts or MF ranged from 2 to 4 hours; the dose of acetamide ranged from 2.0 to 8.0g/
kg. In the experiments with concentrated extracts of eight BSDCP, 20 rats were orally poi-
soned with single or repeated doses. Acetamide, when previously administered, prevented
the appearance of clinical signs and death in all of the rats poisoned by MF, as well as of the
ones poisoned by fresh P marcgravii leaves and by the concentrated extracts of each of the
other BSDCP. These rats were re-subjected to the same experimental protocol, yet without
the administration of acetamide. In these experiments, all of the rats evidenced clinical signs
and death (except M. aff. rigida). All of the rats showed mild to markedly engorged atria, and
sometimes also of the cranial and caudal vena cava. In three of the rats, there was a moderate
right and left cardiac dilatation. The liver of all rats was slightly or markedly congested, with
lobular pattern in some. There was frothy liquid on the cut surface of the lungs in three of the
rats. The histopathology of the kidneys in six rats showed slight cytoplasmic swelling of the
distal convoluted tubules and sometimes also of the collecting tubules. But only in four rats
a vacuolar-hydropic degeneration with nuclear pyknosis was seen. Twenty-six rats showed
liver congestion, three of them with compressive narrowing of the hepatic cords, and in eight
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rats shock corpuscles were observed; another three rats showed slight to moderate focal
liver necrosis. A slight to moderate vacuolation of hepatocytes was observed in 16 rats. It
can be concluded that acetamide had a protective effect, capable to prevent clinical signs and
death of the rats poisoned by MF, and by fresh P marcgravii leaves and concentrated extracts
of seven other BSDCP. The clinical and pathological picture observed in the rats poisoned
by MF and BSDCP, associated with the protective effect of acetamide, indicate that MF is the
toxic principle responsible for death of the rats, and by extension, for the death of cattle that

ate BSDCP.

INDEX TERMS: Acetamide, sodium monofluoroacetate poisoning, sudden death, rat.

RESUMO.- O objetivo deste trabalho é avaliar e compa-
rar o efeito protetor da acetamida nas intoxicagdes por
monofluoroacetato de sédio (MF) e por oito plantas bra-
sileiras que causam “morte subita” (PBCMS) (Palicourea
marcgravii, P juruana, Pseudocalymma elegans, Arrabidaea
bilabiata, Amorimia (Mascagnia) rigida, M. pubiflora, Amo-
rimia (Mascagnia) exotropica e M. aff. rigida) em ratos, bem
como descrever o quadro clinico-patolégico nos animais
intoxicados. Foram utilizados 33 ratos da linhagem Wistar
(Rattus norvegicus albinus), nove dos quais ingeriram es-
pontaneamente folhas frescas de P. marcgravii nas doses
de 2,0 e 4,0g/kg. Dois desses ratos receberam doses tinicas
de acetamida de 2,0 e 4,0g/kg, por via oral um minuto an-
tes do fornecimento da planta. Outro rato recebeu 4,0g/kg
de acetamida apds ingerir 4,0g/kg da planta e manifestar
sintomas graves. Nos experimentos com MF, foram admi-
nistradas a quatro ratos doses de 4,0 e 8,0mg/kg; o inter-
valo de tempo entre a administracdo da acetamida e dos
extratos concentrados ou do MF variou entre 2 a 4 horas.
A dose de acetamida utilizada variou de 2,0 a 8,0g/kg. Nos
experimentos com extratos concentrados das oito PBCMS,
20 ratos foram intoxicados por via oral com doses Unicas
ou repetidas. A acetamida, quando previamente adminis-
trada em doses suficientemente altas, evitou o aparecimen-
to dos sinais clinicos ou morte dos animais intoxicados por
MF, bem como pelas folhas frescas de P marcgravii e com os
extratos concentrados de cada uma das sete outras PBCMS
utilizadas. Todos esses ratos foram novamente submetidos
ao mesmo protocolo experimental, porém sem administra-
¢do de acetamida. Nesses experimentos posteriores todos
os ratos manifestaram sinais clinicos e morte (exceto M. aff.
rigida, cuja amostra nao se revelou téxica). Todos os ratos
apresentaram auriculas de leve a acentuadamente ingurgi-
tadas e, por vezes, também as veias cava cranial e caudal.
Havia moderada dilatagcdo cardiaca direita e esquerda em
trés animais. O figado de todos os animais apresentava-se
de leve a acentuadamente congesto, e em alguns ratos, veri-
ficou-se evidenciagdo do padrao lobular. Observou-se ainda
discreta a leve presenca de liquido espumoso na superficie
de corte dos pulmdes em trés ratos. O exame histopatoldgi-
co evidenciou nos rins de seis dos 30 ratos leve a moderada
tumefagao citoplasmatica dos tubulos uriniferos contorna-
dos distais e, por vezes, também nos tubulos coletores, mas
somente em quatro (dois intoxicados por P marcgravii, um
por P. elegans e outro por A. exotropica) havia a classica
lesdo de degeneracdo hidrépico-vacuolar com picnose nu-
clear evidente. No figado de 26 animais havia congestao e,
destes, trés apresentaram estreitamento compressivo dos

corddes hepaticos, oito corpusculos de choque; em outros
trés, necrose focal de discreta a moderada. Observou-se
ainda, de discreta a moderada vacuoliza¢do de hepatdcitos
em 16 animais. Este trabalho demonstra que a acetamida
possui acentuado efeito protetor, capaz de prevenir os si-
nais clinicos e evitar a morte dos ratos intoxicados por MF,
folhas frescas de P marcgravii e extratos concentrados de
outras sete PBCMS. O quadro clinico-patolégico observado
nos ratos intoxicados pelo MF e pelas PBCMS deste estudo,
associado ao efeito protetor da acetamida, confirma que o
MF é o principio téxico responsavel pela morte dos ratos, e,
por extensdo, também dos bovinos que ingeriram PBCMS.

TERMOS DE INDEXAGAO: Acetamida, intoxicagdo por monofluo-
roacetato de sédio, morte subita, ratos.

INTRODUCAO

No Brasil, as numerosas plantas que causam “morte subita”
(PBCMS) em bovinos sido responsaveis por perdas econdmi-
cas significativas da ordem de pelo menos 600.000 bovinos
por ano. A intoxicacdo por plantas desse grupo, em geral,
cursa com morte repentina sem a manifestacdo de sinais cli-
nicos prévios e, a necropsia, ndo sio observadas alteragdes
macroscopicas significativas. O exame microscépico do rim
de grande parte dos animais intoxicados por essas plantas
revela uma lesdo considerada por Dobereiner & Tokarnia
(1959) tipica, denominada degeneragdo hidropico-vacuolar
(DHV) das células epiteliais dos tabulos uriniferos contorna-
dos distais (TCD) associada a picnose nuclear.

0 monofluoroacetato de sédio (MF), uma das subs-
tdncias mais téxicas ja descobertas, tem sido isolado de
diversas plantas, cuja ingestdo determina “morte subita”
na Africa do Sul, na Australia e no Brasil. Dentre as 12 PB-
CMS, demonstrou-se, pelo menos cromatograficamente, a
presenca de MF em Palicourea marcgravii (Oliveira 1963)
e Arrabidaea bilabiata (Krebs et al. 1994). Além disso, ha
indicios da presenca do MF também em Mascagnia rigida
(Cunha 2008).

Ha duvidas, contudo, sobre qual substancia, de fato,
seria o principio téxico determinante do quadro clinico-
-patolégico e do dbito dos animais, uma vez que diversos
compostos, além do MF, tém sido isolados dessas plantas,
entre eles alcal6ides, saponinas, acidos malico, palicurico e
mioctonico, salicilato de metila, cristais de oxalato de calcio,
tanoides, acidos salicilico e o-metoxibenzoéico, cafeina, alca-
l6ides N-metiltiramina e 2-metiltetrahidro-f-carbolina.

Recentemente, demonstrou-se que o quadro clinico-pa-
toldgico manifestado por bovinos (Nogueira et al. 2010) e
ovinos (Peixoto et al. 2010) intoxicados experimentalmen-
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a sombra por 2 semanas e em estufa a 37-40°C,

por 15 horas

Serépedica, R]

40 mL

51 g diluidos em 400 mL de agua destilada

S51g

124 ¢

Amorimia exotropica

26,/06,/2009
Serépedica, R]

(brotagao, folhas jovens e

maduras)

a sombra por 2 semanas e em estufa a 37-40°C,

por 24 horas

80 mL

102 g diluidos em 500 mL de 4gua destilada”

257g

660 g

11/09/2009

12 mL

12 g diluidos em 350 mL de 4gua destilada

12 g

em estufa a 37-40°C, por 48 horas

S4g

Seropédica, R]

Mascagnia aff. rigida

10/08/2009

(brotagio)

Dois extratos preparados, ~ Trés extratos preparados.

.

Tiago C. Peixoto et al.

te com MF corresponde, em diversos aspectos, ao observa-
do em casos de intoxicacdo por PBCMS e, que, a tipica DHV
dos TCD associada a picnose nuclear é uma lesdo caracte-
ristica da intoxicagdo por MF nessas espécies, o que indica,
indiretamente, que esse composto pode ser considerado
como um dos fatores importantes, sendo o mais significa-
tivo, implicado na morte dos animais que ingerem PBCMS.
Alguns autores, contudo, acreditam que o MF ndo seria o
principio téxico determinante das mortes dos animais que
ingerem essas plantas ou que haveria outras substancias
envolvidas na patogénese e na morte dos animais intoxi-
cados por essas plantas. Por outro lado, recentes questio-
namentos quanto a natureza degenerativa ou autolitica da
lesdo microscopica encontrada no rim, nos casos de into-
xicagdo por PBCMS, trazem a tona duvidas entre a relagao
da lesdo renal e o principio téxico - monofluoracetato de
s6dio - que determina estas intoxicagoes, e a necessidade
de maiores esclarecimentos por meio de ensaios experi-
mentais correlatos.

Sabe-se que a administragdo de acetamida (CH,CO-
NH,) a animais recém intoxicados por MF resulta em con-
sideravel efeito protetor. Adicionalmente, ja foi demons-
trado em ratos que o fornecimento desse antidoto, uma
hora antes da intoxicagdo com Palicourea marcgravii, evi-
ta o aparecimento de sinais clinicos e da morte em 100%
dos casos (Gorniak et al. 1994). Ainda nao foi demonstra-
do, entretanto, se a administragdo de acetamida é capaz
de prevenir os sinais clinicos e evitar a morte de animais
intoxicados pelas outras onze PBCMS. Essa demonstra-
¢do comprovaria de forma pratica que esse composto é o
principio téxico determinante da morte dos animais in-
toxicados pelas PBCMS, o que forneceria subsidio para
o desenvolvimento no pais, de estudos genéticos, seme-
lhantes aos que tém sido realizados na Australia (Gregg et
al. 1998) que visaram tornar bactérias ruminais capazes
de metabolizar o MF, tornando-o indcuo.

0 objetivo deste trabalho é avaliar e comparar o efei-
to protetor da acetamida na intoxicacdo de ratos por
MF e por oito PBCMS (Palicourea marcgravii, P. juruana,
Pseudocalymma elegans, Arrabidaea bilabiata, Amorimia
(Mascagnia) rigida, M. pubiflora, Amorimia (Mascagnia)
exotropica] e M. aff. rigida), como forma indireta de de-
finir se o MF é a causa da morte que ocorre em bovinos
intoxicados por PBCMS, além de descrever o quadro cli-
nico-patolégico.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos e as necropsias foram realizados entre abril e
dezembro de 2009 no biotério do Setor de Anatomia Patoldgica
do Projeto Sanidade Animal, convénio Embrapa/UFRR], Km 47,
municipio de Seropédica, Rio de Janeiro. Foram utilizados 33 ra-
tos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus) machos e fé-
meas saudaveis, adultos, com pesos entre 193 e 550g, provenien-
tes do biotério da Fundagdo Oswaldo Cruz, R].

Os ratos foram mantidos em salas apropriadas com ambiente
climatizado (22 a 24°C) e iluminagio por luz natural indireta; os
animais foram alojados em caixas de polipropileno autoclavavel
medindo 22x50 x60cm (altura, largura e comprimento), com can-
tos arredondados. Machos e as fémeas foram mantidos em caixas
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separadas, com lotacdo maxima de trés animais por caixa. Todas
as caixas foram identificadas com etiquetas e cada animal rece-
beu uma numeragdo na cauda. A higienizacdo das caixas (limpeza
e troca de maravalha) era realizada a cada dois dias. Os animais
foram adaptados ao local por um més e a dieta era constituida de
racdo peletizada Labina® e 4gua a vontade.

O processamento do material coletado durante as necropsias,
assim como a confeccdo de laminas para o exame histoldgico, fo-
ram realizados no Laboratério de Histopatologia do Setor acima
descrito.

Intoxicacio por monofluoroacetato de sédio (MF) e a admi-
nistracdo de acetamida

No momento da administracdo, a acetamida e MF foram pesa-
dos em balanga eletrénica de precisdo e diluidos em 2,0 e 4,0 mL
de 4gua destilada, de acordo com a dose administrada.

Tanto MF (Sigma-Aldrich Co"), como a acetamida (Proqui-
mios™) foram administrados em doses Unicas por via oral (sonda
orogéastrica), lentamente, em um periodo de cerca de um minuto.
MF foi administrado a quatro ratos nas doses de 4,0 e 8,0mg/kg.
O intervalo de tempo entre a administragdo da acetamida e dos
extratos concentrados variou entre 2 a 4 horas; ja para os animais
que receberam MF, o intervalo foi de 2 horas (Quadros 2 e 4). A
dose de acetamida utilizada variou de 2,0 a 6,0g/kg para os ani-
mais que receberam os extratos concentrados e de 8,0g/kg para
os animais que receberam MF.

Apoés pelo menos uma semana, todos os animais utilizados
nos experimentos em que a acetamida foi administrada antes da
intoxicacdo por MF ou da administracdo de extratos concentrados
das plantas, foram novamente submetidos ao mesmo protocolo
experimental, porém sem a administragdo prévia de acetamida.
Deste modo, visou-se eliminar qualquer eventual variagdo indi-
vidual, uma vez que cada rato servia como controle de si mesmo.
Além disso, tal metodologia possibilitou que fosse utilizado um
menor nimero de animais nos experimentos.

Os animais foram observados continuamente desde o mo-
mento da administracdo de MF ou dos extratos concentrados de
cada planta até a morte. A cada rato foi atribuido um nimero de
registro para sua identificacdo e os dados obtidos durante os ex-
perimentos foram anotados em fichas clinicas individuais.

Experimentos com a planta fresca

Inicialmente foram realizados experimentos-piloto nos quais
foram oferecidas folhas frescas de Palicourea marcgravii, Mas-
cagnia pubiflora ou A. rigida, no comedouro, contudo, apenas os
ratos que receberam P. marcgravii ingeriram quantidades consi-
deraveis da planta conforme demonstrado no Quadro 3. Desta for-
ma, os animais que receberam M. pubiflora e A. rigida ndo foram
considerados neste estudo, uma vez que ingeriram quantidades
infimas da planta. Todos os ratos foram mantidos em jejum por 24
horas, antes da administracdo das plantas.

Foram oferecidas folhas frescas de P. marcgravii (folhas jo-
vens e maduras) nas doses de 2,0 e 4,0g/kg para nove ratos, dos
quais quatro receberam 2,0g/kg e, os outros cinco ratos 4,0g/
kg. Toda a manipulagdo das folhas era feita com o uso de luvas
de procedimento, uma vez que em experimentos preliminares,
verificou-se que apés as folhas serem manipuladas sem a uti-
lizacdo de luvas, os ratos dificilmente as ingeriam. Todos os ra-
tos ingeriram espontaneamente folhas frescas de P. marcgravii,

*Sigma-Aldrich, 3050 Spruce Street, St Louis, MO 63103 USA, http://
www.sigma-aldrich.com

**Proquimios, Rua Coronel Tamarindo, 3010, Bangu, Rio de Janeiro,
21848-440, Brasil, http://www.proquimios.com.br

Pesq. Vet. Bras. 31(11):938-952, novembro 2011

sendo que a partir do quarto experimento (rato 19), verifica-
mos que ao untar com bacon as folhas das plantas, os animais
demonstravam maior interesse pelas folhas e ingeriam, quase
sempre, toda a planta oferecida. A partir dai, essa metodologia
foi adotada com sucesso nos experimentos subsequentes com P,
marcgravii, embora sem éxito nos experimentos com M. rigida e
M. pubiflora.

Previamente ao fornecimento da planta a dois desses animais
(Ratos 19 e 21), foram administradas doses tnicas de acetamida
de 2,0 e 4,0g/kg, por via oral (sonda orogastrica), lentamente em
um periodo de cerca de um minuto. O intervalo de tempo entre a
administragdo da acetamida e o fornecimento da planta para es-
ses dois animais foi de um minuto.

A um terceiro animal (rato 23), foi adotada outra metodologia.
Nesse caso, o rato recebeu 4,0g/kg da planta e, ap6s manifestar
sintomas graves (2 horas ap6s o consumo da planta) administra-
ram-se 4,0g/kg de acetamida com a mesma metodologia acima
descrita, com o intuito de se avaliar o efeito protetor da acetamida
apds o inicio da manifestacdo de sintomas graves.

Uma semana depois, os Ratos 19 e 21, que ndo manifestaram
sintomas nos experimentos em que a acetamida foi fornecida
antes da ingestdo de P marcgravii, receberam novamente, no co-
medouro, a planta na mesma dose anteriormente administrada,
porém sem a administragdo prévia de acetamida.

Experimentos com a planta dessecada

Foram realizados experimentos com oito plantas (P. marc-
gravii, P. juruana, Arrabidaea bilabiata, Pseudocalymma elegans,
Amorimia rigida, M. pubiflora, Amorimia exotropica e M. aff. rigi-
da) pertencentes ao grupo das plantas que causam morte subita
no Brasil.

Preparacao dos extratos. Os detalhes acerca da coleta das
plantas, bem como da metodologia empregada na preparagdo
dos extratos de cada planta encontram-se no Quadro 1. De um
modo geral, adotou-se o seguinte protocolo: apés a coleta de
cada planta (brotacdo, folhas jovens e/ou maduras) em muni-
cipios do Estado do Rio de Janeiro (Seropédica, Rio Bonito ou
Valenca) e Para (Inhagapi ou Uliandpolis), o material foi desse-
cado a sombra por pelo menos duas semanas e/ou em estufa
a 37-40°C, por aproximadamente 24 horas. Em seguida, foram
pulverizadas em moinho Wiley com malha 60 e, finalmente,
conservadas em vidros de 250mL, hermeticamente fechados
com tampa plastica e acondicionados em geladeira a 4°C. Pos-
teriormente, o material pulverizado de cada planta era diluido
em agua (150 a 1000 mL), de acordo com o peso e a espécie da
planta utilizada. O extrato aquoso obtido em cada etapa da fase
experimental era acondicionado em becker de 500mL, homoge-
neizado com bastao de vidro e colocado em banho de ultra-som
(Marca Unique Group - Modelo: USC-1450) por 30 minutos, em
seguida, o extrato bruto era filtrado a vacuo. O extrato filtrado,
obtido de cada planta foi concentrado por meio de rotaevapora-
dor (evaporador rotativo - Marca Fisatom) com aquecimento de
50°C e rotatividade de 80rpm, sob vacuo. Cada extrato obtido
foi concentrado no rota-evaporador até atingir o volume final
desejado, para que ndo ultrapassasse a capacidade gastrica dos
ratos (6,0mL). Esse material foi entdo acondicionado em frascos
ambar hermeticamente fechados e mantido em geladeira a 4°C
até o momento da administragio.

Intoxicac¢do por extratos concentrados de PBCMS

Os principais dados sobre o delineamento experimental en-
contram-se no Quadro 4. Foram feitas administragdes de doses
Unicas ou repetidas do extrato concentrado de cada planta, ap6s
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3 um intervalo minimo de duas horas. Todos os animais foram
4 2 P P é mantidos em jejum, por pelo menos 24 horas, antes da admi-
- =] . ~ e ~
g ° S E Z 3 s £ 2 E =2 3z ¢ @ nistracdo dos extratos. A administra¢do do extrato concentrado
] =1 =1 . . . . .
= 2 &2E £ £ E £ = £ E & 5 de cada planta aos animais foi realizada por via oral (sonda oro-
o & =80 © S 7 S 7 S 9 7] p p
5 8 SgE= = g = g = = £ = géstrica), de forma lenta em um perfodo de aproximadamente
=9 E < < «» um minuto. Para o calculo da dose dos extratos concentrados
-ﬁ = administrados aos animais utilizou-se a seguinte metodologia:
= . o consideramos a quantidade (peso) de cada tipo de planta seca
g T3 . § - § - § - S - pulverizada e o respectivo volume final do extrato concentrado
— % N .
5 E EE gg . . §8 . gg . . RL% , no rota-evaporador. A partir des§es dgdos, e com bas_e no volg-
2 P ‘é g g: gg 33 % me total do extrato concentrado ingerido por cada animal, obti-
: g g ®|o N\ N S vemos, através de uma regra de trés, o valor que consideramos
2 ® como a dose de cada extrato concentrado. Por exemplo, o cal-
& culo da dose administrada ao rato 68, foi realizado da seguinte
° 0 S o0 — o0 = o0 = onep .
= g2 gE 0 & fom
P=3 28 |las oN °oN 7
S 28 |¥2 ;& Sl o .
i - © © 50,4g da planta seca pulverizada 10mL de extrato
o R concentrado (vol. final do extrato concentrado)
« e Xg da planta 4,57mL (vol. total ad-
=] 8 g - - — — - — - —_ =} s ’ ’
= 2 |E E E E E E E E €& £  ministrado ao rato
g EE |« < c o o o o E © © )
s % g N N 1) 153} 53} 153} 53}
o .
§ = X = 23,03g, ou seja, 23,03g da planta estava presente nos
« . = 4,57mL do extrato concentrado administrado ao rato.
° S| & é s E E Com base nesse resultado, calculamos a dose:
=) bt uln %) %] %] (%] %] %]
S8 |ecfg ¢ & & £ & B 2 o o Ygdaplanta____ 1000g (1kg)
2o |28ES £ £ & & = = T 5 g 23,03g da planta 253g (peso do rato 68)
a E £ % @ @ Y =91g/kg (dose considerada na intoxica¢do do rato 68)
[=] ERS)
s B |-
[3) N . . .
< o Os animais foram previamente pesados para que o volume
o E | ..
2 S| E E 2 ° ° total do extrato concentrado de cada planta fosse calculado. Em
I3 —_— —_ — = . . s ~
o= | sz Elz E E E E E E iE’ E EE EE alguns casos, nos quais foi necessaria a preparacdo de outros ex-
g eg . SRS
53 o 8E|% S S 2 g g g 3 S 3 o M % tratos da mesma planta, cuja metodologia inicialmente emprega-
‘g 5| g E% - = woowow v ¥ o '« dafoi modificada ou adaptada (alteracio do peso da planta pulve-
R=EE 7S . .. ~
3 E z 2 rizada utilizado na preparagdo do extrato ou mudang¢a do volume
= inal do extrato concentrado obtido) foram realizados calculos
g“ final d trat trado obtido) f lizad lcul
E = ) S para que a dose administrada fosse semelhante aquela usada nos
golfs |a o o o o o o o & S experimentos anteriores ou ainda para que a dose administrada
E-: cfglSs 8=85=5S5=28:2828= 8= 85 SE  fosseaquela desejada
TSIE2E52 S8 5% 5% 58 58 58 38 92 o0 1 Jade
gc|SE8R8 &-<¥gdgdgasdze T8 I8 - .
§2 |3 |3 g7 d § g § 8 & g v Necropsia e histopatologia
- gg Todos os ratos foram necropsiados imediatamente apds a
g morte. Fragmentos de diversos 6rgios foram coletados, fixados
] . . . .
§ e - o w » P& em formol 10%, processados rotineiramente para histopatologia
= oo oo o0 e .
2 g 2 g < > < < 9 S ® = w ecorados pela Hematoxilina e Eosina (HE).
T |SEl¢ ¢ = § 3 z 3 8§ & 8
'g E o RESULTADOS
o Aspectos clinicos e toxicoldgicos
= - P g
S 22 s sg £ g g£s S Os principais achados clinico-patolégicos encontram-se
7} = = . .
* £8 |5 § s 2 2 e 5 no Quadro 5. Todos os ratos intoxicados pelo MF, bem como
I~ =~ Py S S ~ T3
-§ ~E < £ S 8 § R pelas folhas frescas de P marcgravii ou com extratos con-
° = = = centrados das plantas que causam morte subita, que nio
@ . . L
= receberam tratamento com acetamida, manifestaram sinais
“ )
g 2 o > > o 2 e clinicos e morte, exceto o rato 67 intoxicado com 51g/kg P.
[ . . - - 7o ~
£ = 3 B 3 S & & juruana, que embora tenha manifestado sinais clinicos, nao
& o morreu. Além disso, o experimento-piloto realizado com o
-~ 9 £ £ £ £ g 2 extrato concentrado M. aff rigida na dose de 27g/kg (rato
Q s s
= iz < £ g < © 2 51) demonstrou que a planta coletada no municipio de Se-
=) Py A NP . : . .
S ropédica, R], ndo é tdxica, ou é de toxidez muito baixa, o que
< S _ de fato, foi confirmado em um experimento complementar,
_,g § 2 g 59 8y 8% ) ) % § realizado com um coelho (macho, adulto, clinicamente sau-
& R 23 £3 £ £ £ davel e com 4,0kg de peso), que ingeriu espontaneamente
& |£°Eg=C =2 =l =S e e 50g/kg da planta fresca oferecida no comedouro e nio ma-
nifestou qualquer sinal clinico.
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Quadro 5. Resultados das intoxicacdes experimentais com folhas frescas de Palicourea marcgravii, extratos aquosos de
P. marcgravii, P. juruana, Arrabidaea bilabiata, Pseudocalymma elegans, Amorimia rigida, A. exotropica, Mascagnia aff.
rigida, M. pubiflora e monofluoroacetato de s6dio em ratos

Identificacdo Planta Dose  Inicio dos sinais Evolucdo da Manifestag6es clinicas Desfecho Achados de necropsia
do rato administrada clinicosapésa  intoxicagdo
(Reg. SAP) /MF administracao
Apatia, pelos arrepiados, ciano- Auriculas: leve a moderada-
Rato 58 .. . . se, taquipnéia, prostragdo, cinco mente ingurgitadas.
(31898) P-marcgravii 23,5g/kg  1he 6 min 2he19 min convulsdes, decubito, movimen- Morte Figado: leve a moderadamente
tos de pedalagem e morte. congestos.
Pel iad . . Auriculas: moderadamente in-
Rato 59 elos arrepiados, apatia, taquip- surgitadas
P marcgravii 24 g/kg 1he 10 min 1he25min néia, cianose, prostragdo, quatro  Morte . )
(31900) ~ o Figado: leve a moderadamente
convulsdes, decubito e morte.
congestos.
Rato 67 P juruana 51g/ke 4119 min i Pelos alireplados, apatia e duas Nao )
convulsdes. morreu
Auriculas, veia cava cranial e
Apatia, inquietagdo, cianose, pe- caudal: acentuadamente ingur-
Rato 69 , . . los arrepiados, taquipnéia, tre- gitadas.
(31934) Pjuruana 108 g/kg  2he 40 min 22 min mores musculares, duas convul- Morte Figado: moderadamente con-
sdes e morte. gestos e evidencia¢do do padrao
lobular.
Apatia. ingui I ] Auriculas: moderadamente in-
Rato 70 . . . patl?’ Inquietagao, clanose, pe 05 gurgitadas.
(31940) P juruana 110 g/kg 1h 57 min 8he8min arrepiados, Brostragao, dispnéia, Morte Figado: acentuadamente con-
duas convulsdes e morte.
gestos.
Pelos arrepiados, apatia, taquip- Auriculas: leve a moderada-
Rato 53 . . néia, cianose, tremores muscula- mente ingurgitadas.
(31881) F elegans l4g/kg  1heldmin  9he30min res e nove convulsdes, movimen- Morte Figado: leve a moderadamente
tos de pedalagem e morte. congestos.
Auriculas, veia cava cranial e
Rato 71" Apatia, dispnéia, tremores mus- caudal - moderada a acentua-
P, elegans 14 g/kg 49 min 2he51min P2t disp P Morte damente ingurgitadas.
(31942) culares, uma convulsio e morte. .
Figado: moderadamente con-
gestos.
. . L Auriculas: acentuadamente in-
Rato 74 . lnqu1eta<.;ao,. taquipnéia, tremo- gurgitadas.
(31943) P elegans 11g/kg 55 min 1h res, apatia, cianose, duas convul-  Morte Figado: moderadamente con-
sdes e morte.
gestos.
Auriculas: levemente ingurgi-
Rato 66 g . . Apatia, pelos arrepiados, taquip- tadas.
(31930) A bilabiata  78g/kg  4he52min  14he 28 min néia, cianose e morte Morte Figado: moderadamente con-
gestos.
Pelos arrepiados, apatia, cianose, Auriculas: moderadamente in-
Rato 68 I . . tremores musculares, alteracdes gurgitadas.
(31935) A bilabiata 91g/kg  4hel5min 5he3min comportamentais (saltou diversas Morte Figado: moderadamente con-
vezes), uma convulsio e morte. gestos.
Rato 52 néia, tremores musculates, g Auriculas: levemente ingurgi-
A. rigida 45 g/kg 3he35min 3he2lmin ’ - . - d Morte tadas.
(31880) tros convulsdes, movimentos de p
Figado: levemente congestos.
pedalagem e morte.
Auriculas: moderadamente in-
Rato 54’ .. - . Apatia, pelo arrepiado, uma con- gurgitadas.
(31893) A rigida 48g/kg  10he05min  8he40min vulsdo e morte. Morte Figado: leve a moderadamente
congestos.
Auriculas e veia cava cranial e
Apatia, pelos arrepiados, pros- caudal: acentuadamente ingur-
Rato 55 L. . tragdo, cianose, tremores mus- gitadas.
(31897) A rigida 48g/kg  06he30min 6h culares, taquipnéia, 29 convul- Morte Figado: moderadamente con-
sdes e morte. gestos e evidenciacdo do padrao
lobular.
Pelos arrepiados, apatia, taquip-
néia, cianose, tremores muscula- . . .
[ ~ Auriculas e veia cava cranial e
res, prostragdo, inquietagio, alte- . .
Rato 57 .. . . ragdes comportamentais (saltou c?ludal. acentuadamente ingur-
(31896) A. rigida 46 g/kg 5he 58 min 2he52min diversas vezes, correu e rolou), Morte gitadas.

postura atipica (sentado), dectibi-
to lateral, espasmos musculares,
22 convulsoes e morte.

Figado: acentuadamente con-
gestos.

“ A dose administrada de acetamida ndo preveniu a morte, ” A administragdo de 4,0g/kg de acetamida, apds o animal manifestar sinais clinicos graves
evitou a morte do rato.

Pesq. Vet. Bras. 31(11):938-952, novembro 2011
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Quadro 5 (Cont.). Resultados das intoxica¢cdes experimentais com folhas frescas de Palicourea marcgravii, extratos
aquosos de P. marcgravii, P. juruana, Arrabidaea bilabiata, Pseudocalymma elegans, Amorimia rigida, A. exotropica,
Mascagnia aff. rigida, M. pubiflora e monofluoroacetato de s6dio em ratos

Identificacdo Planta Dose  Inicio dos sinais Evolugdo da Manifestagoes clinicas Desfecho Achados de necropsia
do rato administrada clinicos apésa  intoxicagcdo
(Reg. SAP) /MF administragdo
Rato 51 Masa.Jg'ma aff. 27 g/kg i i ) Nio )
rigida morreu
Rato 56 Apatia, pelos arrepiados, tremo- gl:jrz;lsculas: levemente ingurgi-
A. exotropica  70g/kg  5he53min  10he 37 min res musculares, duas convulsées Morte L
(31894) Figado: moderadamente conges-
e morte. tos
Rato 60 Apatia, pelos arrepiados, ciano- Allll:lictg:;ss: moderadamente in-
A. exotropica 82g/kg  4hel19min 7he7min se, trés convulsdes, movimentos Morte surg )
(31903) Figado: leve a moderadamente
de pedalagem e morte.
congestos.
Auriculas: moderadamente in-
Pelos arrepiados, apatico, con- E‘l}rggatlias. derad .
Rato 61 . . . vulsdo, cianose, tremores mus- 'gado: moderadamente con-
A. exotropica 81g/kg 3he40min 4he35min . Morte gestos e evidencia¢do do padrdo
(31902) culares, movimentos de pedala- lobular.
gem, nove convulsdes e morte. Pulmaio: discreto edema, fluia
espuma ao corte.
. . . Auriculas: moderadamente in-
Rato 72 Pelos arrepiados, cianose, apatia, gurgitadas
31941 M. pubiflora 231 g/kg 3h 30 min dispnéia, tremores musculares e ~ Morte Figado: leve a moderadamente
t g
morte. congestos.
Rato 73 Inquietagdo, respiragdo abdomi- gﬁgﬁg:ﬁi moderadamente in-
31944 M. pubiflora 269 g/kg 3 he7min 2he48min nal, Pelos arrepiados, duas con- Morte Fisado: moderadamente con-
g
vulsdes e morte. gestos
Auriculas e veias cavas caudal
Pelos arrepiados, apatia, tremo- e cranial: acentuadamente in-
Rato 1 . . . ~ .
P.marcgravii 2,0 g/kg 7 he35min 56 min res musculares e convulsio e Morte gurgitadas.
(31786) p
morte. Figado: moderadamente con-
gestos.
Rato 4 P marcgravii 1,7 g/kg  2he 54 min lhe4min n}usculares, duas convulsges, Morte  gurgitadas.
(31787) movimentos de pedalagem e ;
Figado: moderadamente con-
morte. gestos.
Auriculas e veias cavas caudal
Apati | iad . e cranial: acentuadamente in-
Rato 12 patia, pelos arrepiados, ciano- gurgitadas
P.marcgravii 2,0 g/kg  2he54 min 5hel5min se, tremores musculares, duas Morte . )
(31788) - Figado: acentuadamente con-
convulsdes e morte. : s ~
gestos e evidencia¢do do padrdo
lobular.
Auriculas e veias cavas caudal e
. . cranial: levemente ingurgitadas.
Rato 19 P marcgravii 1,7g/kg  9hel9min 1hel5min Apatia, ~pelos arrepiados, uma Morte Figado: levemente congestos.
(31809) convulsdo e morte. s L
Pulmao: leve edema (liquido
espumoso)
Auriculas, veias cava caudal e
cranial: moderadamente ingur-
. . . gitadas.
Rato 21 P.marcgravii 2,2 g/kg 5he7 min 2h Apatia, pelos~ arrepiados, ataxia, Morte Figado: moderadamente con-
(31808) uma convulsdo e morte. gestos
Pulmao: leve edema, fluia espu-
ma ao corte.
Rato 23™ P marcgravii 4,0g/kg 6he38min - Apatia, PEIOS arrepiados e uma Ndo mor- -
convulsao. reu
Auriculas, veias cava caudal e
Apatia, cianose, pelos arrepia- cranial: moderadamente ingur-
Rato 24 ” . . .
P marcgravii  3,5g/kg 4 he55min 3 min dos, tremores musculares, uma Morte gitadas.
(31806) - P
convulsio e morte. Figado: moderadamente con-
gestos.
. . . Auriculas: acentuadamente in-
Rato 25 Pelos arrepiados, cianose, apatia, gurgitadas
31805 P marcgravii 4,0 g /kg 2h lhe5min dispnéia, tremores musculares, Morte Fisado: marcada congestio e
g g

duas convulsdes e morte.

evidenciag¢do do padrao lobular.

“A dose administrada de acetamida nio preveniu a morte, ~ A administragdo de 4,0g/kg de acetamida, apds o animal manifestar sinais clinicos graves
evitou a morte do rato.
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Quadro 5 (Cont.). Resultados das intoxicacdes experimentais com folhas frescas de Palicourea marcgravii, extratos
aquosos de P. marcgravii, P. juruana, Arrabidaea bilabiata, Pseudocalymma elegans, Amorimia rigida, A. exotropica,
Mascagnia aff. rigida, M. pubiflora e monofluoroacetato de s6dio em ratos

Identificacdo Planta Dose  Inicio dos sinais Evolugdo da Manifestagdes clinicas Desfecho Achados de necropsia
do rato administrada clinicosapdésa intoxicagdo
(Reg. SAP) /MF administracdo
Auriculas, veias cava caudal e
Pelos arrepiados, cianose, apatia, cranial: moderadamente ingur-
Rato 26 P marcgravii 2,5 g/kg 2h 4he5 tremores musculares, uma con- Morte gitadas.
(31807) ’ ! min vulsdo, dectibito, movimentos de Figado: moderadamente con-
pedalagem e morte. gestos e evidenciagdo do padrao
lobular.
Auriculas, veia cava cranial e
Rato 65 MF 4,0 mg/ 1h e 37 11he 13 min Pelos arrepiado§, apatia, decubi- Morte ;?;g:; acentuadamente ingur-
(31907) kg min to, uma convulsio e morte !
Figado: moderadamente con-
gestos.
Pelos arrepiados, cianose, apatia, . .
voc(;iizagﬁr()), tresmcores0 Smuspcula- Aurllculas: moderadamente in-
Rato 64 MF 8,0 mg/ 33 min 4h ¢ 17 res, dectbito, prostragdo, disp- Morte gl’Jrgltadas.
(31908) kg min Jy « ~ - Figado: leve a moderadamente
néia, trés convulsdes, movimen-
congestos.
tos de pedalagem e morte.
Auriculas: moderadamente in-
Rato 62 8,0 mg/ . . Apatia, pelos arrepiados, uma gurgitadas.
(31927) ME kg 46 min 7 min convulsio, dectibito e morte Morte Figado: moderadamente con-
gestos.
Auriculas, veia cava cranial e
Pelos arrepiados, cianose, apatia, caudal: acentuadamente ingur-
Rato 63 8,0 mg/ . . tremores musculares, uma con- gitadas.
(31928) ME kg 58 min 45 min vulsdo, dectibito, movimentos de Morte Figado: acentuadamente con-

pedalagem e morte.

gestos e evidencia¢do do padrao
lobular.

“ A dose administrada de acetamida ndo preveniu a morte, ” A administragdo de 4,0g/kg de acetamida, apds o animal manifestar sinais clinicos graves

evitou a morte do rato.

Inicio dos sinais clinicos

O tempo decorrido entre a administracdo das folhas
frescas de Palicourea marcgravii, assim como dos extratos
concentrados de cada planta utilizada ou MF e a manifesta-
¢do dos primeiros sinais clinicos variou de 2h a 9h19min;
49min a 10h5min; 33min a 1h37min, respectivamente,
conforme demonstrado no Quadro 5.

Evolugao clinica
A evolucio da intoxicagdo por folhas frescas de P. marc-
gravii, bem como pelos extratos concentrados das plantas

Fig.1. Intoxicacdo por monofluoroacetato de sédio (8,0mg/kg).
Rato 63 durante quadro convulsivo.

utilizadas ou MF variou de 3min a 5h15min; 22min a 14h
e 28min; 45min a 11h13min, respectivamente, conforme
apresentado no Quadro 5.

Quadro clinico geral

Nos 32 animais em que foram observados sinais clinicos,
em geral, verificaram-se apatia, cianose em extremidades (cau-
da, focinho e orelha), pelos arrepiados, inquietacdo, dispnéia,
respiragcdo abdominal, taquipnéia, postura anormal, decibito
esterno-abdominal e lateral, tremores musculares, convulsoes
(Fig.1 e 2), cauda elevada, membros posteriores abduzidos, ata-

Fig.2. Intoxicagdo por extratos concentrados de A. exotropica
(70g/kg). Rato 56 em convulsdo, com a cauda contraida.
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xia, esticar de membros com movimentos de pedalagem, opis-
tétono, respiracdo ofegante e morriam em poucos minutos.

Efeito protetor da acetamida

A acetamida, quando administrada previamente, evitou
o aparecimento dos sinais clinicos e o dbito em todos os
animais intoxicados por MF, bem como pelas folhas frescas
de P. marcgravii e com os extratos concentrados de cada
uma das outras PBCMS utilizadas (Quadros 2 a 4), exceto
nos Ratos 54 e 71, que receberam 2,0 e 6,0g/kg de acetami-
da, respectivamente e, duas horas depois, foram intoxica-
dos por extratos concentrados de A. rigida e P. elegans, nas
doses de 48 e 14g/kg respectivamente, e morreram. Além
desses animais, outros dois ratos (Ratos 55 e 57), que re-
ceberam 4,0g/kg de acetamida e, duas horas depois, foram
intoxicados com extratos concentrados de A. rigida (48 e
46g/kg, respectivamente), manifestaram sintomas leves,
mas ndo morreram.

Adicionalmente, verificou-se que a administracdo de
4,0g/kg de acetamida ao rato 23, duas horas ap6s a in-
toxicacdo com 4,0g/kg de P. marcgravii, evitou a morte
do animal, embora este ja manifestasse sinais clinicos
graves.

Achados de necropsia

Os Ratos 58 e 61 intoxicados com extratos concentra-
dos de P. marcgravii e A. exotropica desenvolveram rigor
mortis, em 12 e 13 minutos, respectivamente, apds a mor-
te.

Todos os ratos apresentaram auriculas leve a acentua-
damente ingurgitadas e, por vezes, também as veias cava
cranial e caudal (Fig.3 e 4). Havia moderada dilatacdo car-
diaca direita e esquerda em trés animais (Ratos 1, 70 e 74).
O figado de todos os animais apresentava-se leve a acen-
tuadamente congesto, e em alguns ratos, verificou-se evi-
denciag¢do do padrao lobular (Ratos 12, 25, 26, 55, 61, 63 e
69) (Fig.4). Observaram-se ainda discreta a leve presenca
de liquido espumoso na superficie de corte dos pulmdes
(Ratos 19, 21 e 61).

Fig.3. Intoxicagdo por monofluoroacetato de sédio (8,0mg/kg).
Rato 63 com auriculas acentuadamente ingurgitadas e figado
com evidenciagdo do padréo lobular.
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Fig.4. Intoxicacdo por extrato concentrado de Amorimia rigida
(48g/kg). Rato 55 com auriculas, veias cava caudal e cranial
acentuadamente ingurgitadas.

racdo hidrépico-vacuolar dos tibulos uriniferos contornados
distais, associada a picnose nuclear (Rato 21). HE, obj.20x.

Achados histopatolégicos

Os principais 6rgdos afetados foram os rins e o figado. Nos
rins de seis dos 30 animais havia leve a moderada tumefagio
citoplasmatica dos tibulos uriniferos contornados distais e,
por vezes, também nos tiibulos coletores, mas somente em
quatro deles (dois intoxicados por P marcgravii (Ratos 12 e
21), um por Pseudocalymma elegans (rato 53) e outro por A.
exotropica (Rato 60)) havia a classica lesdo de degeneragio
hidrépico-vacuolar com picnose nuclear evidente (Fig.5). Em
dois animais (Ratos 53 e 54) observou-se picnose nuclear evi-
dente ou de grau variavel nos tibulos coletores. No figado de
26 animais havia congestio e, destes, trés apresentaram es-
treitamento compressivo dos corddes hepaticos, em oito cor-
pusculos de choque e em trés, moderada a discreta necrose
focal (Ratos 54, 57 e 74). Vacuolizagio de hepatdcitos ocorreu
em 16 animais e a intensidade da lesdo variou de discreta a
moderada. Nos demais 6rgaos nao foram encontradas altera-
¢Oes significativas.

DISCUSSAO

Nesse estudo, aadministra¢io de doses letais tinicas de mo-
nofluoroacetato de sédio e de folhas frescas de Palicourea
marcgravii, bem como de extratos aquosos de P. marcgravii,
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P. juruana, Pseudocalymma elegans, Arrabidaea bilabiata,
Amorimia rigida, M. pubiflora e A. exotropica aos ratos pro-
vocaram quadros clinico-patoldgicos semelhantes, caracte-
rizados por sintomatologia, predominantemente nervosa,
seguida de morte com evolugao superaguda.

Clinicamente, os ratos manifestavam, em geral, eviden-
tes sinais relacionados ao SNC, tais como convulsoes, ataxia,
tremores musculares, movimentos de pedalagem e opistdto-
no. Adicionalmente, os animais apresentavam sinais menos
especificos como apatia, cianose, pelos arrepiados, inquie-
tacdo, dispnéia, respiracdo abdominal, taquipnéia, postura
anormal, dectbito esterno-abdominal e lateral, prostracio,
respiracdo ofegante seguida de 6bito. Quadro semelhante foi
descrito em ratos (Pacheco & Carneiro 1932, Goérniak 1986,
1988, Eckschimidt et al. 1989, Moraes 1993, Gorniak et al.
1994, Pinto et al. 2008), camundongos, hamsters (Gorniak
1986) e cobaios (Pacheco & Carneiro 1932, Goérniak 1986)
experimentalmente intoxicados com P. marcgravii, bem
como em ratos que receberam extratos de M. rigida (Cunha
2008) e cobaios intoxicados com P. elegans (Tavares et al.
1974), além de ratos (Chenoweth & Gilman 1946, Egekeze
& Oehme 1979, Foss 1948, Hayes et al. 1973, Eckschimidt et
al. 1989, Moraes 1993, Gérniak et al. 1994, Cunha 2008), ha-
msters (Chenoweth & Gilman 1946) e cobaios (Chenoweth
& Gilman 1946, Quin & Clark 1947, Foss 1948) intoxicados
por MF.

A variacdo da sensibilidade e dos sinais clinicos mani-
festados pelas diversas espécies de animais intoxicadas
por MF é uma caracteristica toxicolégica peculiar desse
composto (Egekeze & Oehme 1979). De fato, poucos sdo os
compostos quimicos conhecidos capazes de provocar va-
riaveis quadros clinico-patolégicos em diferentes espécies
animais. Chenoweth & Gilman (1946) constataram, através
de diversos experimentos, que a sintomatologia e a causa
da morte de animais intoxicados por MF variam de acordo
com a espécie. Com base nessas observacdes, elaboraram
um sistema de classificagdo em categorias (I, II, III e 1V),
que permitiu agrupar as espécies animais em func¢do do
efeito provocado pelo MFE. Segundo essa classificacao, os ra-
tos seriam agrupados na classe IV, na qual estdo incluidos
animais que exibem uma resposta atipica, caracterizada
por extrema bradicardia e fraqueza.

Esse sistema de classificagdo, porém, foi recentemen-
te revisto e complementado, apds profunda revisdo de li-
teratura relacionada a intoxicacdo por MF nas diferentes
espécies de animais (Peixoto et al. 2010). Essa nova clas-
sificagcdo proposta por esses autores foi estabelecida, em
parte, com base em recentes estudos experimentais com
MF em bovinos (Nogueira et al. 2010) e ovinos (Peixoto
et al. 2010) e, foi fundamentada, também, em diversos
trabalhos desenvolvidos com plantas téxicas que con-
tém ou provavelmente contém MF como principio téxico
(Tokarnia et al. 2000). A classificacao dos ratos na classe
IV (Chenoweth & Gilman 1946), foi questionada (Peixoto
et al. 2010), uma vez que os sinais clinicos considerados
anteriormente para agrupar os ratos nessa classe, foram
observados no dia seguinte a administracdo de MF e, as-
sim mesmo, nos animais que sobreviveram (Chenoweth &
Gilman 1946) e, portanto, ndo deveriam ter sido tdo valo-

rizados. Além disso, foi apontado que controversamente,
Chenoweth & Gilman (1946) também descreveram sinto-
mas iniciais caracterizados por tremores, altera¢iao postu-
ral, hiperexcitabilidade e convulsdes ténicas provocadas
por estimulos mecanicos (Peixoto et al. 2010). De fato,
estudos posteriores demonstraram que ratos intoxicados
por MF apresentam tipica sintomatologia nervosa, carac-
terizada, em especial, por frequentes convulsdées (Foss
1948, Egekeze & Oehme 1979, Cunha 2008). Em adicdo,
observou-se que ratos e camundongos intoxicados por MF
apresentavam sinais clinicos de origem nervosa idénticos
aos manifestados por cobaios (Foss 1948). Convém lem-
brar que cobaios apresentam alteragdes nervosas seme-
lhantes aquelas descritas em caes e, desta forma, sdo inclu-
idos na categoria III, na qual a agdo de MF é mais marcada
sobre o SNC (Chenoweth & Gilman 1946). Com base nestes
fatos, foi recentemente proposto que ratos e hamsters de-
veriam ser incluidos na categoria III (Peixoto et al. 2010), o
que, também pode ser constatado nesse estudo.

Em relacdo a evolucio da intoxicagio, também foram
observadas semelhancas entre os ratos que receberam fo-
lhas frescas de P marcgravii, extratos concentrados das 7
PBCMS utilizadas, bem como aqueles intoxicados por ME.
Esses animais apresentaram, em geral, evolugido supera-
guda, muito semelhante aquela descrita nos experimen-
tos com P. marcgravii em bovinos (Tokarnia & Dobereiner
1986), ovinos (Tokarnia et al. 1986) e coelhos (Peixoto et
al. 1987), bem como em intoxicacdes naturais e experi-
mentais com as outras PBCMS nas diversas espécies ani-
mais (Tokarnia et al. 2000). Apesar disso, os ratos exibiram
acentuada prostracdo o que difere do observado em bovi-
nos (Tokarnia et al. 2000) e coelhos (Peixoto et al. 1987)
intoxicados por tais plantas.

Embora a necropsia de animais intoxicados por MF nao
revele alteragdes macroscopicas especificas, o estabeleci-
mento do rigor mortis é antecipado (Goh et al. 2005). Na li-
teratura, entretanto, ndo existem relatos acerca dessa ante-
cipacdo na marcha natural dos fenémenos cadavéricos, em
animais intoxicados por PBCMS, uma vez que a necropsia é
realizada, sempre que possivel, imediatamente apds a mor-
te. Desta maneira, nunca foi dada atengdo a esse detalhe. E
provavel que, nesses casos, o rigor mortis também seja pre-
cocemente estabelecido, em consequéncia da deplecdo dos
niveis de ATP. Com efeito, nesse estudo observou-se que ra-
tos intoxicados com extratos concentrados das folhas des-
secadas de P marcgravii e A. exotropica desenvolveram ri-
gor mortis, em até 13 minutos, apds a morte. Nao obstante,
devemos considerar que o quadro convulsivo manifestado
pelos animais pode, em parte, estar relacionado a antecipa-
¢ao do estabelecimento do rigor mortis, devido ao aumento
do consumo de ATP.

No presente estudo, verificaram-se em seis ratos leve a
moderada tumefagdo citoplasmatica dos tubulos uriniferos
contornados distais e, por vezes, também nos tubulos cole-
tores, mas somente em quatro ratos (dois intoxicados por
P. marcgravii, um por P. elegans e outro por A. exotropica)
havia degeneracdo hidrépico-vacuolar com picnose nuclear,
ainda assim pouco marcada, lesdo semelhante a descrita
em 1959 por Débereiner & Tokarnia no rim de bovinos in-
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toxicados com doses Unicas de P marcgravii e, mais tarde
observada também 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 2008). Essa lesdo
foi apenas recentemente descrita no rim de ratos intoxica-
dos por P. marcgravii (Pinto et al. 2008) e ainda ndo havia
sido observada em ratos intoxicados por outras PBCMS.
E interessante mencionar também que, a degeneracdo hi-
dropico-vacuolar dos tiibulos uriniferos contornados distais
associada a picnose nuclear ainda ndo foi descrita como tal,
em ratos intoxicados por MF. De fato, a analise das fotomi-
crografias publicadas por Cater & Peters (1961), que estu-
daram as lesdes renais induzidas pela inoculag¢do intraperi-
toneal de fluorocitrato em ratos, permite a visualizacdo de
lesdo semelhante a DHV, no entanto, essa lesdo foi descrita
como marcada “degeneracdo gordurosa” dos tibulos con-
tornados (Peixoto et al. 2010).

Desta forma, em ratos, a classica degeneragao hidroépi-
co-vacuolar com picnose nuclear é mais rara e menos evi-
dente, dada a picnose e a tumefacio citoplasmatica serem
menos pronunciadas do que a observada em bovinos e ovi-
nos intoxicados por PBCMS ou MF. Além disso, em ratos, a
autolise dos tubulos renais pode, em parte dos casos, ser
microscopicamente semelhante a DHV incipiente, o que
pode dar origem a interpretacdes equivocadas. O rato, por-
tanto, ndo é um bom modelo experimental para o estudo
dessa lesdo renal.

A DHV, de uma forma geral, diferencia-se das degene-
ra¢des que ordinariamente ocorrem nas células epiteliais
do rim pela acentuada tumefacdo citoplasmatica associada
a evidente picnose nuclear e por sua peculiar distribuigio
seletiva, quase exclusiva, aos tubulos uriniferos contorna-
dos distais, uma vez que s6 ocasionalmente afeta também
os tubulos retos (Tokarnia & Dobereiner 1986).

Com base no mecanismo de a¢do do MF, acredita-se que
compostos precursores de acetato (referidos como “doado-
res de acetato”), como a acetamida, sejam capazes de re-
duzir a inibicdo competitiva do MF pelo mesmo sitio ativo
(coenzima A) (Pattison 1959), como resultado, tais subs-
tancias exerceriam efeito protetor nas intoxicacdes pelo
ME, por impedirem ou reduzirem a ocorréncia da chamada
“sintese letal” (Egyed & Schultz 1986). De fato, a acetami-
da, quando administrada previamente em doses suficien-
temente altas foi capaz de evitar o aparecimento dos sinais
clinicos ou a morte de todos os ratos intoxicados com MF,
bem como por folhas frescas de P. marcgravii ou com ex-
tratos concentrados de cada uma das PBCMS utilizadas (P
marcgravii, P. juruana, P. elegans, A. bilabiata, A. rigida, M.
pubiflora e A. exotropica).

Convém dizer que o efeito protetor da acetamida ja
havia sido demonstrado em ratos intoxicados intraperi-
tonealmente com extrato aquoso P. marcgravii e por MF
(Gérniak et al. 1994), porém, curiosamente esses autores
nao mencionaram em suas conclusdes que o MF seria o
principio téxico determinante da morte dos animais into-
xicados por essa planta, embora tenham concordado com
outros pesquisadores que ja apontavam a presenca desse
composto nas folhas de P marcgravii.
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E importante mencionar que o efeito protetor da ace-
tamida evidenciado em nosso estudo foi semelhante ao
descrito inicialmente por Egyed & Schultz (1986), que
avaliaram, pela primeira vez, a eficadcia da administragdo
de acetamida a cobaios e ovinos intoxicados experimental-
mente por Dichapetalum cymosum, importante planta afri-
cana que contém MF.

Algumas consideragdes devem ser feitas em relacdo aos
animais que, apesar de terem recebido acetamida, duas ho-
ras antes, da intoxicacdo com extratos concentrados de A.
rigida nas doses de 46g/kg (Rato 57) ou 48 g/kg (Ratos 54
e 55) e de P, elegans na dose de 14g/kg (Rato 71), manifes-
taram sintomas (Ratos 55 e 57) e/ou morreram (Ratos 54 e
71). Em relagdo aos experimentos com A. rigida, esse acha-
do pode, provavelmente, ser justificado, pelo menos em
parte, devido ao fato do extrato concentrado dessa planta
ter sido elaborado a partir de seus frutos, os quais sao cer-
ca de 20 vezes mais toxicos do que suas folhas (Tokarnia
et al. 2000), ou seja, muito mais téxico do que os demais
extratos das outras PBCMS utilizadas em nossos experi-
mentos. Cabe ressaltar, ainda, que o rato que morreu (Rato
54), recebeu 2,0 g/kg de acetamida, ja os outros dois ratos
(Ratos 55 e 57), que manifestaram apenas sintomas leves
e ndo morreram, receberam o dobro dessa dose, ou seja,
4,0g/kg de acetamida. Esse achado demonstra claramente
que a eficacia da acetamida depende da dose administrada
e da toxidez da planta em questido (Egyed & Schultz 1986).
Também corrobora com esta hipétese o resultado obtido
nos experimentos com extratos concentrados de P, elegans,
uma vez que o Rato 71, intoxicado com 14g/kg, apesar de
ter recebido previamente 6,0g/kg de acetamida morreu,
ja o Rato 74, que recebeu o extrato da planta na dose de
11g/kg, porém o dobro da dose de acetamida (12g/kg) ndo
manifestou quaisquer sinais clinicos. E interessante men-
cionar que o mesmo rato (Rato 74), 13 dias depois foi into-
xicado novamente com a mesma dose de P. elegans, porém
sem acetamida e morreu.

No experimento realizado com o Rato 23, que recebeu
4,0g/kg de acetamida, duas horas apés ser intoxicado com
4,0g/kg de folhas frescas de P marcgravii verificamos
que, embora tenha recebido uma dose letal da planta e
manifestado sintomas graves de intoxicacao, o tratamen-
to com a acetamida foi capaz de evitar a morte do rato.
Desta maneira, é evidente que a utilizagdo de acetamida
no tratamento de animais intoxicados por MF, em alguns
casos especificos, como o que ocorreu em 2004 na Funda-
¢do Parque Zoologico de Sao Paulo, no qual pelo menos 73
animais morreram (Ortis 2005), deve ser realizado sem-
pre que possivel.

Antes da comparagdo do efeito protetor da acetamida
nas intoxicagdes por PBCMS e MF demonstrada neste es-
tudo, j& havia evidéncias circunstanciais de que o MF seria
a causa, ou pelo menos um dos compostos importantes na
determina¢do da morte dos animais que ingerem PBCMS.
Efetivamente, ja se demonstrou que o quadro clinico-pa-
tolégico manifestado por bovinos (Nogueira et al. 2010) e
ovinos (Peixoto et al. 2010) intoxicados de forma experi-
mental com MF corresponde, em diversos aspectos, ao ob-
servado em casos de intoxicagdo por PBCMS e, que, a tipica
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DHV dos TCD associada a picnose nuclear, verificada no rim
de bovinos intoxicados natural e experimentalmente com
todas as PBCMS (Tokarnia et al. 2000, Barbosa et al. 2003,
Oliveira et al. 2004, Helayel 2008) é uma lesdo caracte-
ristica da intoxicagcdo por MF em bovinos (Nogueira et al.
2010) e ovinos (Peixoto et al. 2010). Além disso, as diversas
outras substdncias que ja foram isoladas dessas plantas,
em especial, de P marcgravii, como alcaldides, saponinas,
acidos malico, palicirico e miocténico, salicilato de meti-
la, cristais de oxalato de calcio, tandides, acidos salicilico
e o-metoxibenzoico, cafeina, alcaldides N-metiltiramina e
2-metiltetrahidro-f-carbolina (Peckolt 1868, Guimaries
1934, Mello & Fernandes 1940, Barnes & Gilbert 1960,
Cascon & Mors 1962, Gagnin & Maravalhas 1969, Gérniak
1988, Morita et al. 1989, Kemmerling 1996, Coelho et al.
2007) ndo induzem o quadro clinico-patolégico de “morte
subita” e, muito menos a DHV. Ndo obstante, outros autores
sdo da opinido que o MF ndo seria o principio determinante
das mortes dos animais que ingerem essas plantas (Haber-
mehl 1986, Gonzalez et al. 2000) ou que haveria outros com-
postos que poderiam causar a morte dos animais (Peckolt
1868, Guimaraes 1934, Hoehne 1939, Mello & Fernandes
1940, Corréa 1969, Gorniak et al. 1986), ter efeito sinérgico
com o MF (Kemmerling 1996) ou ainda contribuir para a to-
xicidade da planta (Gérniak 1988, Coelho et al. 2007).

Embora Tokarnia e colaboradores acreditem que o MF
também seja o principio téxico das outras PBCMS (Peixo-
to et al. 2011), ainda nao haviam sido desenvolvidos, até
hoje, estudos com a finalidade de detectar a possivel pre-
senca do MF nas outras PBCMS ou de demonstrar que esse
composto é o principio téoxico dessas plantas. O presen-
te estudo, no entanto, demonstra que a administragdo de
acetamida é capaz de prevenir os sinais clinicos e evitar
a morte de ratos intoxicados por P, juruana, P. elegans, A.
bilabiata, Amorimia rigida, M. pubiflora e A. exotropica e
confirma os dados, anteriormente descritos, referentes
ao efeito protetor da acetamida na intoxicacdo por MF e
P. marcgravii em ratos, o que comprova de forma indireta,
mas prdtica, que esse composto é o principio toxico deter-
minante da morte dos animais intoxicados pelas PBCMS. Tal
comprovacdo fornece subsidio para o desenvolvimento no
Brasil de estudos genéticos que envolvam a metabolizagao
do MF por bactérias ruminais, semelhantes aos que tém
sido realizados na Australia (Gregg et al. 1998). A imple-
mentacdo dessa tecnologia no rebanho bovino brasileiro
seria uma técnica profilatica viavel contra a intoxica¢ido
por plantas que contém o MF como principio ativo, que
sdo incriminadas por milhares de mortes de bovinos adul-
tos todos os anos.
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