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RESUMO

GODOY, K.C.S. Modelo experimental para validacdo de indicadores de lesdo cardiotéxicas
aguda e crénica em ovinos. 2018. 52p. Tese de Doutorado — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, Brasil, 2018.

O consumo de plantas téxicas é uma das principais causas de prejuizos econdémicos para a pecuaria
brasileira, por perdas da produtividade, reducédo dos indices reprodutivos ou morte dos animais. Dentre
essas, a Amorimia pubiflora, que contém o monofluoracetato como principio téxico, destaca-se como a
planta cardiotéxica, causadora de morte slbita, mais importante para a pecuaria do Mato Grosso do
Sul acompanhada da planta hepatotéxica Vernonia rubricaulis. Plantas que contém monofluoracetato
(MFA) sédo associadas com morte sUbita em animais de interesse pecuério. As pesquisas com métodos
de controle esta ativamente em desenvolvimento. Um possivel método de controle da toxicose causada
por essas plantas € a identificacdo de animais relativamente resistentes aos efeitos de MFA através de
exames de patologia clinica. Um dos objetivos desse trabalho foi desenvolver um modelo experimental
para identificar ovinos resistentes ao MFA através da administragdo de doses néo letais crescentes de
MFA enquanto era feita a mensuragdo dos seguintes analitos: fracdo MB de creatina quinase (CK-MB),
aspartato aminotransferase (AST) célcio ionizado no sangue (BIC) e glicose no sangue (BG). Cinco
ovinos (Grupo 1) receberam por via intraruminal doses de MFA diluido em &gua por seis periodos de
3-5 dias com intervalos der 10 dias entre cada periodo. Cinco ovinos controles (Grupo 2) receberam 10
ml, por via intrarruminal, de agua deionizada seguindo os mesmos periodos e intervalos usados nos
ovinos do Grupo 1. Amostras de sangue foram colhidas de cada ovino no primeiro dia do experimento,
imediatamente antes que MFA ou agua deionizada fossem administrados e 48 e 120 horas apés a
coleta para determinagéo dos niveis de CK-MB, AST, calcio ionizado e glicose. Os valores médios de
cada analito para todas as owlhas de cada grupo foram comparados usando-se o teste ndo
paramétrico de Mann-Whithney com um intenalo de confianca de 5%. Os sinais clinicos, quando
obsenados, incluiam anorexia, apatia, relutdncia em movimentar-se, incoordenacdo, tremores
musculares, afastamento dos membros pélvicos e decubito esternal. Os ovinos que morreram foram
necropsiados. Nenhuma alteracdo macroscépica foi obsenada no coragdo. microscopicamente, as
lesdes cardiacas consistiam de focos de necrose aguda de cardiomiocitos. Os ovinos nédo
desenwlveram resisténcia ao MFA apds receberem varias doses nao letais e ndo houve diferencas
significativas entre os niveis de CK-MB, AST, calcio ionizado e glicose entre os grupos. A deteccao de
ovinos subclinicamente afetados pelos analitos usados no presente estudo nao foi eficaz. O uso de
doses crescentes nao letais de MFA, como as usadas neste experimento, permite a identificacdo da
dose toxica para cada ovino e também variagfes na susceptibilidade individual. Como mencionado as
plantas téxicas que contém monofluoracetato causam em diversos paises graves prejuizos
econdmicos. Diante disso, procurou-se determinar a quantidade de monofluoracetato presente em
brotos, folhas maduras, folhas velhas e sementes de Amorimia pubiflora colhidas em diferentes épocas
do ano e seu efeito toxico em ovinos. As folhas de A. pubiflora foram separadas de acordo com o
estagio vegetativo (brotos, sementes, folhas maduras e velhas), dessecadas e fornecidas em doses
diarias equivalentes a5 g/kg de folhas frescas a ovinos através de canula ruminal. O experimento foi
dividido em quatro etapas, de acordo com a época de coleta da planta que foi administrada até que os
animais apresentassem sinais clinicos de intoxicagcdo ou seu término. Aliquotas das folhas fornecidas
aos ovinos foram enviadas para dosagem de monofluoracetato. Todos os estagios vegetativos da
planta foram téxicos durante o experimento, entretanto as maiores concentragdes de monofluoracetato
foram detectados em sementes e brotos. Folhas maduras (colhidas em agosto e dezembro) e velhas
(colhidas em dezembro) também causaram intoxicagdo fatal. Esses resultados demonstram que A.
pubiflora pode ser toxica mesmo quando as concentragfes de MFA s&o baixas, evidenciando que a
simples presenca desta substancia é um fator de risco para a ocorréncia da intoxicagdo. O
conhecimento das variagdes de concentracdo do principio tdxico nos permite determinar a patogenia
das intoxicagfes, assim como estimar as condi¢cdes de ocorréncia, possiveis tratamentos, controle e
profilaxia, contribuindo para a diminuicdo de perdas econdmicas a campo devido as intoxicacfes por
essas plantas. Para testar a suscetibilidade de ovinos a V. rubricaulis e estabelecer os sinais clinicos,
achados laboratoriais e patoldgicos, oito ovinos foram alimentados com doses variadas da planta. O
inicio dos sinais clinicos ocorreu entre 6 e 48 horas apds a administracdo de V. rubricaulis e os cursos
clinicos duraram de 6 a 56 horas ap0s a ingestdo. As atividades séricas de aspartato aminotransferase,
gama-glutamil transferase e fosfatase alcalina foram elevadas e os niveis sanguineos de glicose
diminuiram nos ovinos acometidos. Os sinais clinicos consistiam em apatia, anorexia, focinho seco,
desconforto respiratério, dor abdominal e fezes pastosas com estrias de sangue e muco. Dois ovinos
tinham sinais neurol6gicos, incluindo fasciculagdo muscular, nistagmo, movimentos de remo e
cegueira. Necrose hepética foi detectada antes da morte por meio de bidpsia. Cinco animais morreram



e trés se recuperaram. O figado foi acometido em todos os ovinos necropsiados: aumento de wlume
e acentuacdo do padrdo lobular com areas vermelhas deprimidas intercaladas com uma rede amarelo
palida. Ascite e hidropericardio foram achados consistentes. Microscopicamente necrose coagulativa
centrolobular a massiva foi observada. Necrose coagulativa também foi observada em alguns tabulos
renais proximais. Les@es microscopicas nao foram encontradas em nenhum outro érgdo. A gravidade
das lesbes hepéticas foi proporcional ao tamanho da dose. A andlise quimica do carboxiatractilosideo
no material vegetal de V. rubricaulis apresentou resultado negativo. Conclui-se que o envenenamento
por V. rubricaulis em ovinos possui caracteristica clinica, bioquimica e patolégica de uma hepatoxicose
aguda.

Palavras-Chave: Amorimia pubiflora, Hepatotoxicidade, Monofluoracetato, Plantas toxicas,
Vernonia rubricaulis

ABSTRACT

GODOY, K.C.S. Experimental model for validation of indicators of acute and chronic cardiotoxic
injury in sheep. 2018. 52p. Doctoral Thesis - Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science,
Federal University of Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, Brazil, 2018.

The consumption of toxic plants is one of the main causes of economic losses for Brazilian
livestock, due to losses in productivity, reduction of reproductive rates or death of animals. Among these,
Amorimia pubiflora, which contains monofluoracetate as a toxic principle, stands out as the cardiotoxic
plant, which causes sudden death, which is more important for the cattle raising of Mato Grosso do Sul,
accompanied by the hepatotoxic plant Vernonia rubricaulis. Toxic plants containing monofluoroacetate
cause sudden death in production animals causing economic losses to producers. Research on control
methods for this plant toxicosis is actively being deweloped. A possible method of control is the
identification and selection of animals relatively resistant to the effects of MFA through clinical pathology
tests. The objectives of this work were to develop an experimental model to identify sheep resistant to
MFA by given them increasing non-lethal doses of MFA while detecting possible affected sheep through
the determination of the following analytes, MB fraction of creatine kinase (CK-MB), aspartate
aminotransferase (AST), blood ionized calcium (BIC), and blood glycose (BG). Five sheep (Group 1)
received increasing intraruminal doses of MFA diluted in water for six periods of 3-5 days with an interval
of 10 days between each period. Five control sheep (Group 2) received 10ml of intraruminal deionized
water following identical periods of feeding and intervals between feedings as sheep from Group 1.
Blood was sampled from each sheep in the first day of the experiment, immediately before the MFA or
deionized water was administered, and then 48 and 120 hours after the first sampling for determination
of serum levels of CK-MB, AST, BIC, and BG. The average values for all sheep for each of the analytes
were compared between treated and control groups using the Mann-Whithney non-parametric test with
a confidence interval of 5%. Clinical signs when observed included anorexia, apathy, reluctance to
mowe, incoordination, muscle tremors, spreading of hind limbs, and sternal decubitus. Sheep that died
were necropsied. No gross lesions were found in the heart. Microscopically lesions in the myocardium
were foci of acute necrosis of cardiomyocytes. Sheep did not develop resistance to MFA after seweral
non-lethal doses and there were no significant differences in the levels of CK-MB, AST, BIC, and BG
between groups. The detection of subclinically affected sheep by the analytes used in the current
experimente proved unfeasible. Crescent non-lethal doses of MFA, as those used in this experiment,
allow the identification of toxic dose for each sheep as variations in individual susceptibility. This study
aimed to determine the amount of MFA present in seedlings, mature leaves, old leaves, and seeds of
Amorimia pubiflora harvested at different times of the year and its toxic effect on sheep. Samples of
Amorimia pubiflora were collected during the months of April, August and December of 2015 and March
of 2016, separated according to the vegetative stage (seedlings, seeds, mature leaves, and old leaves),
dried in a drying oven, and administered in daily doses equivalent to 5 g / kg of fresh leaves to sheep
through ruminal cannula. The experiment was divided into four stages according to the time of collection
of the plant so that in each of them a sheep received a different vegetative stage of the plant (seedlings,
mature leaves, and old leaves). Only in the second stage of the experiment it was possible to collect A.
pubifiora seeds and these were administered to one sheep using the same method used for the
administration of the leaves. The plant was administered until the animals showed clinical signs of
toxicosis or until the plant was not available anymore. Aliquots of leaves and seeds of A. pubiflora dosed
to sheep were submitted for dosing of monofluoroacetate in a toxicology laboratory. All vegetative stages



of the plant were toxic during the experiment, but higher levels of monofluoroacetate were detected in
seeds and seedlings. Mature leaves (collected in August and December) and old leaves (collected in
December) also caused fatal poisoning. The results of our study show that A. pubiflora is toxic to sheep
even when MFA concentrations are low, demonstrating the presence of this substance is a risk factor
for the occurrence of poisoning. Knowing the toxic principle and its variations allows us to determine the
pathogenesis of plant toxicosis as well as the conditions of occurrence, possible treatments, control,
and prophylaxis, contributing significantly to the reduction of economic losses in farms due to plant
poisoning.Iln order to evaluate the susceptibility of sheep to V. rubricaulis and to establish the clinical
signs, sérum biochemistry, and pathological findings, eight sheep were fed varying doses of V.
rubricaulis. The onset of clinical signs occurred 6e48 h after the ingestion of V. rubricaulis. Clinical
courses lasted 6e56 h after the ingestion of the plant. Serum activities of aspartate aminotransferase,
gamma-glutamyl transferase, and alkaline phosphatase were highly elevated and glucose blood lewels
were low in affected sheep. Clinical signs consisted of apathy, anorexia, dry muzzle, respiratory distress,
abdominal pain, and mushy feces with streaks of blood and mucus. Two sheep had neurological signs
including muscle fasciculation, nystagmus, paddling movements, and blindness. Liver necrosis could
be detected antemortem through liver biopsy. Five sheep died and three recowered. The liver was
affected in all necropsied sheep; it increased in wolume and had marked accentuation of the lobular
pattern with red, depressed areas intercalated with a pale yellow network. Ascites and hydropericardium
were consistent findings. Microscopically, centrilobular to massive coagulative necrosis was observed.
Coagulative necrosis was also observed in a few proximal renal tubules. Microscopic lesions were not
found in any other organs. The sewerity of liver lesions was proportional to the dose. Chemical analysis
to detect carboxyatractyloside in V. rubricaulis plant material was negative. It is concluded that V.
rubricaulis poisoning in sheep is clinically, biochemically, and pathologically characteristic of an acute
hepatoxicosis

Keywords: Amorimia pubiflora, Hepatotoxicity, Monofluoracetate, Toxic plants, Vernonia

rubricaulis
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1. CAPITULO1
1.1 INTRODUCAO

No Brasil, morrem, anualmente, milhdes de bovinos em consequéncia da
ingestdo de plantas toxicas, que é facilitada, principalmente, pelo sistema de
alimentacdo da pecuaria nacional, baseada no consumo de pastagens nativas ou
plantadas que acabam expondo os animais a essas plantas, gerando importante
prejuizo econémico (Riet-Correa; Medeiros, 2001, Tokarnia et al., 2012).

Considerando essa singularidade regional, o desenvolvimento de pesquisas
que pretendem caracterizar o quadro clinico-patolégico e epidemiolégico de
intoxicacBes fitbgenas para o aperfeicoamento de técnicas de prevencao a surtos de
intoxicagBes tem aumentado, inclusive resultando no acréscimo da identificacdo de
plantas toxicas para ruminantes e equinos nas Ultimas décadas. Em 1990, contavam-
se 60 espéciestoxicas, em 2012, ampliou-se para 131 espécies e 79 géneros (Pessoa
et al., 2013).

Dentre essas, destacam-se as plantas causadoras de “morte subita”, cuja
toxicose se caracteriza por evolugcdo superaguda com quadro de insuficiéncia
cardiaca (Tokarnia et al., 2012; Pessoa et al., 2013). Convém salientar a toxicidade
da Amorimia pubiflora (Malpighiaceae), a mais importante planta cardiotoxica de
interesse pecuario para Mato Grosso do Sul, responsavel por cerca de 11,54% das
mortes de bovinos por intoxicacdo fitbgena no periodo de 2008 a 2012 no estado
(Souza et al., 2015).

Integrante da familia Malpighiaceae, a Amorimia pubiflora possui o acido
monofluoroacético de sodio (MFAS) como principio téxico, em vista disso, sua
toxicose é resultante da acdo do seu metabdlito ativo, o fluorocitrato, por meio da
“sintese letal’, que interrompe o ciclo e producdo de adenosina trifosfato (ATP),
prejudicando 6rgdos com maiores taxas metabodlicas, como o coracédo (Krebs et al.,
1994; Santos et al., 2014).

Os quadros clinico-patolégicos desencadeados pela planta e pela acéo direta
do acido monofluoroacetato se assemelham. Os sinais clinicos sdo compativeis com
quadro de insuficiéncia cardiaca aguda ou superaguda com morte subita, sem
alteracdes morfolégicas evidentes (Tokarnia et al., 2012; Santos et al., 2014). Quanto
as alteracdes histopatolégicas, geralmente, incluem necrose de coagulacdo de fibras

musculares do miocardio e vacuolizacdo intracitoplasmatica (Soares et al.,, 2011;
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Santos et al., 2014). As severidades dessas lesbes foram ratificadas por imuno -
histoquimica anti-troponina C, proteina estrutural celular, em bovinos (Pavarini et al.,
2012; Bandinelli et al., 2014).

As intoxicacdes por plantas cardiotoxicas também podem cursar com
insuficiéncia cardiaca cronica, associada a lesbes degenerativas e fibrosantes no
miocardio, como a toxicose decorrente do consumo da Tetrapterys multiglandulosa
(Malpighiaceae), que ainda ndo possui 0 principio toxico identificado, contudo os
sinais clinicos decorrentes da ingestdo dessa planta sdo compativeis com
insuficiéncia miocardica que leva a formacdo de edema subcutaneo e jugulares
ingurgitadas (Carvalho et al., 2006). Na necropsia, observam-se areas claras no
epicardico, hipertrofia concéntrica e feixes esbranquicados no miocéardio. Na avaliacéo
histopatol6gica, nota-se vacuolizacdo de fibras isoladas, tumefacdo difusa de fibras
miocardicas, fibrose intersticial e necrose massiva de fibras cardiacas (Tokarnia et al.,
2012).

Apesar dos danos cardiacos para estas intoxicacfes terem sido identificados,
apos necropsia, a caracterizacao clinico-laboratorial ante-mortem da cardiopatia ndo
foi demonstrada. Dessa forma este estudo procurou estabelecer um modelo
experimental para avaliagdo de cardiomarcadores séricos, com intuito de colaborar
com informacdes relacionadas ao comportamento do principio toxico no organismo
animal. Esses biomarcadores séo substancias de facil aplicabilidade liberadas para
circulacdo a partir da injuria celular. Considerando que ainda ndo foram desenvolvidos
marcadores cardiacos para animais de producdo, uma alternativa para as dosagens
é a utilizacdo de kits diagndsticos humanos.

Nesse mesmo sentido, paralelamente aos estudos de cardiomarcadores,
realizou-se um experimento com biomarcadores de injuria hepatica no intuito de
verificar se 0s hepatomarcadores desenvolvidos para humanos podem ser
empregados em estudos de intoxicagdes em animais. Com esta finalidade,
reproduziu-se a intoxicacdo por Vernonia rubricaulis em ovinos, dado que estudos
anteriores com plantas desse género descreveram lesfes hepaticas nesta espécie
animal (Dutra et al., 2016).

A Vernonia rubricaulis € a planta hepatotoxica de interesse pecuario mais
importante para o estado de Mato Grosso do Sul, responsavel por 25% dos surtos

diagnosticados no periodo de 2008-2012, possui alta letalidade e principio tdxico
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desconhecido (Souza et al., 2015). O quadro clinico-patolégico desencadeado por
essa planta toxica é compativel com insuficiéncia hepatica aguda, com evolugdo grave
e rapida apos consumida. Alteracdes patolégicas incluem necrose hepatica massiva,
ressecamento do conteudo intestinal e edema da parede da vesicula biliar (Purisco;
Lemos, 2008). Histologicamente, severa necrose de coagulacédo e hemorragias (Brum
et al., 2002; Purisco; Lemos, 2008). Apesar das lesbes em hepatdcitos e hemorragias
terem sido identificadas p6s- morte, ndo se encontram relatos de experimentos que

empregam hepatomarcadores séricos na investigagdo dessas injurias.

1.2. REVISAO DE LITERATURA

O consumo de plantas toxicas é uma das principais causas de prejuizos
econdbmicos para a pecuaria brasileira, por perdas da produtividade, reducdo dos
indices reprodutivos ou morte dos animais, além de gastos para controle das plantas
toxicas nas pastagens, com medidas de manejo e diagnéstico para evitar novas
intoxicacdes, e aquisicao de novos animais para substituicdo (Riet-Correa; Medeiros,
2001; Tokarnia et al., 2012).

As plantas toxicas sdo classificadas, em funcdo do quadro clinico-patologico
gue promovem nos animais (Tokarnia et al., 2000) por isso caracterizar os efeitos e a
epidemiologia das intoxicagdes fitbgenas favorece o aperfeicoamento de técnicas de
prevencdo a surtos importantes para pecuaria nacional.

Estudo realizado por Souza et al. (2015) no Estado de Mato Grosso do Sul, no
periodo de 2008-2012, estimou que 5,68% das mortes dos bovinos no estado foram
causadas por intoxicacao fitbgena. Nesse estudo foram descritas as principais plantas
toxicas associadas a essas mortes: Brachiaria spp. (27,88%), Vernonia rubricaulis
(25%), Amorimia pubiflora (11,54%), Senna occidentalis e S. obtusifolia (8,65%),
Enterolobium contortisiliquum e polpa citrica (3,85% cada), Stylosanthes spp. (2,88%),
Tetrapterys multiglandulosa (1,92%), Manihot spp., Simarouba versicolor, Crotalaria
spp., Pterodon emarginatus e Solanum malacoxylon (0,96% cada).

Dentre essas, a Amorimia pubiflora destaca-se como a planta cardiotéxica,
causadora de morte subita, mais importante para a pecuaria do Mato Grosso do Sul
(Tokarnia et al., 2012; Pessoa et al.,, 2013) acompanhada de plantas hepatotoxicas

como a Vernonia rubricaulis e Brachiaria spp. (Souza et al., 2015). Contudo, ao se
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analisar os coeficientes de morbidade e letalidade dos surtos e a area plantada,
conclui-se que a importancia da Brachiaria spp. como planta toxica é pequena quando
comparada ao seu potencial como forrageira e desta forma, a Vernonia rubricaulis
pode ser considerada como a planta téxica de interesse pecuario mais importante em
Mato Grosso do Sul (Lemos et al., 2009).

1.2.1 Plantas cardiotoxicas e Indicadores de injuria cardiaca

1.2.1.1 Planta cardiotoxica: Amorimia pubiflora

A Amorimia pubiflora, € uma planta com efeitos cardiotdxicos que acarreta
quadro de insuficiéncia cardiaca aguda. Apontada como terceira planta toxica que
mais causa morte no rebanho bovino de Mato Grosso do Sul, esta entre as 12 plantas
causadoras de morte subita descritas como responsaveis pela morte de 500.000
bovinos anualmente no pais (Tokarnia et al., 2012; Souza et al., 2015).

Popularmente conhecida por corona, cip6 prata ou erva-corona, a Amorimia
pubiflora € um arbusto escandente da familia Malpighiaceae, presente nos municipios
de Miranda, Porto Murtinho, Jardim, Bonito, Aquidauana, Trés Lagoas e Paranaiba,
além de regides adjacentes ao estado de Mato Grosso do Sul como o sul do estado
de Goias e municipios da regido Sudeste. Habita comumente pastos recém-formados
com solos ricos em matéria organica, € de dificil erradicacdo devido ao sistema
radicular bem desenvolvido e com intensa rebrota apds aplicagdo de medidas como
uso de herbicidas ou arranque manual (Purisco; Lemos, 1998; Tokarnia et al., 2012;
Becker et al., 2013).

Experimentalmente, observou-se que a fase de brotacdo da A. pubiflora,
coincide com o periodo da seca e escassez da pastagem, é o periodo vegetativo de
maior toxidez da planta que sofre variagdo com a época do ano oscilando entre 5g/kg
a 20g/kg na seca e no periodo chuvoso, respectivamente (Tokarnia et al., 2012;
Beckeret al., 2013). No entanto 0s autores mencionam que a intoxicacédo pode ocorrer
independente da fase vegetativa.

Estudo realizado por Lee et al. (2012) identificou o acido monofluoroacético de
sédio (MFAS), substancia extremamente tdxica para diversas espécies, como

principio téxico da Amorimia pubiflora, e também encontrado em outras plantas
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causadoras de morte subita como a Palicourea marcgravii (Lee et al., 2012; Tokarnia
et al., 2012).

A intoxicacdo por esta substancia é resultante da acdo do fluorocitrato,
metabdlito ativo do MFAS, formado no organismo por meio da denominada “sintese
letal’, que ocorre quando o monofluoroacetato de soédio € incorporado a
acetilcoenzima A, formando a fluoroacetil coenzima A que se conjuga ao oxaloacetato
no ciclo de Krebs, compondo o fluorocitrato, que age competitivamente, bloqueando
a acao da aconitase. Com o bloqueio desta enzima no ciclo de Krebs, ndo ocorre a
conversao de citrato em isocitrato, o que interrompe o ciclo e producdo de ATP. O
citrato é acumulado em varios tecidos e 0s processos metabdlicos dependentes de
energia sdo bloqueados prejudicando principalmente os 6rgdos que apresentam
maiores taxas metabdlicas como coracéo, figado e rins, provocando a morte subita
dos animais intoxicados (Peters et al., 1952; Krebs et al., 1994; Santos et al., 2014).

As alteracdes clinico-patolégica se intensificam quando os animais s&o
submetidos ao exercicio fisico que leva ao aumento da necessidade energética e
evolucdo superaguda ou aguda, de até 48h, dos sinais clinicos com morte subita
(Pavarini etal., 2011; Tokarnia et al., 2012; Duarte et al., 2013).

Em ruminantes sao observados, principalmente, dispneia, cianose, convulsdes,
relutincia em se levantar, andar rigido, pouco tempo em posi¢do quadrupedal com
evolucdo subita para decubito lateral, movimentos de pedalagem e morte (Becker et
al.,, 2013). Nos achados patolégicos ndo se observam alteragcbes macroscopicas
significativas, com escassos relatos de edema pulmonar, hidropericardio, hemorragias
no epicéardico, endocardio e palidez miocardica (Pavarini et al., 2011; Santos et al.,
2014).

Em ovinos, caprinos e bovinos intoxicados pelo monofluoroacetato foram
identificados, microscopicamente, necrose de coagulacdo de fibras musculares
miocardicas individuais, vacuolizacao intracitoplasmética (Pavarini et al., 2012;
Oliveira et al.,, 2013; Santos et al., 2014) e areas de fibrose no musculo cardiaco
(Soares et al., 2011). O exame imuno-histoquimico foi usado para determinar a
extensdo dessas lesdes cardiacas. A auséncia de marcacao citoplasmatica dos
cardiomiécitos com anticorpo humano anti-troponina C (cTnC), demonstrou alta

sensibilidade como marcador tecidual de lesdo em bovinos (Bandinelli et al., 2014).
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Apesar disso ndo se encontram relatos de experimentos que apliqguem uma
metodologia de investigacéo destas injurias por meio do uso de biomarcadores séricos
especificos como a troponina | cardiaca (cTnl), importante marcador de leséo
miocardica, considerado teste de eleicdo em les6es miocardicas em humanos e
validado para identificacdo de lesdes cardiacas isquémicas em ovinos (Leonardi et al.,
2008) e bovinos (Varga et al., 2009) e a dosagem do peptideo natriurético NT-ProBNP,
marcador de hipertrofia ventricular e insuficiéncia cardiaca congestiva, ja utilizado
experimentalmente em ovinos com sobrecarga cardiaca induzida por ligacdo da
artéria Aorta (Pemberton et al., 1998).

O uso de meétodos de diagnostico ndo invasivo, poderiam auxiliar na
identificacdo e controle da intoxicacdo pelo monofluoroacetato evitando a morte dos
animais e diminuindo os prejuizos gerados na pecuaria brasileira. Uma vez que os
métodos utilizados para erradicacdo de plantas que possuem monofluoracetato se
mostram ineficazes e sua presenca nas pastagens é suficiente para causar quadros
de intoxicacdo devido ao consumo em qualquer época do ano, pesquisas envolvendo
a inducdo de resisténcia em animais que consomem plantas com este principio téxico
estdo em desenvolvimento, (Tokarnia et al., 2012; Becker et al., 2013).

Pesquisadores observaram que 0s animais se tornavam resistentes as
intoxicagbes quando doses ndo toxicas de plantas que continham 0
monofluoroacetato foram administradas oralmente (Duarte et al., 2013; Oliveira et al.,
2013). Contudo a administracdo em ovinos do &cido monofluoroacetato em doses ndo
letais ndo aumentou esta protecdo (Santos et al,, 2014). Apesar da ocorréncia de
resisténcia individual a intoxicagdo experimental com monofluoroacetato em ovinos
ter sido observada nesse estudo.

A inoculagdo ruminal de bactérias que degradam o monofluoroacetato de sédio
mostrou-se capaz de induzir resisténcia ao agente intoxicante, entretanto ainda nao
se sabe a duracdo dessa defesa (Pessoa et al, 2015). No entanto deve ser
considerado as dificuldades do emprego destas medidas na rotina pratica da pecuaria,
além dos riscos de administracdo de doses ndo toxicas de plantas com
monofluoroacetato, pois apresentam grande variacdo de toxidez.

Dessa forma uma alternativa promissora para o controle das intoxicacdes € a
identificacdo de animais resistentes, no entanto é necessario o desenvolvimento de

uma metodologia que possibilite a identificacdo desses animais. Uma possibilidade €
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a avaliacdo da elevacdo de marcadores de lesdo cardiaca a niveis acima dos
parametros fisiolégicos considerados normais para a espécie, em animais que
recebem dose ndo letais de plantas cardiotoxicas. Morris et al. (1995) descrevem que
Nova Zelandia, foi realizado um estudo com a enzima hepatica gama glutamil
transferase (GGT), que permitiu selecionar rebanhos resistentes ao eczema facial, por
meio do monitoramento enzimatico deste marcador bioquimico de lesdo hepética
(Morris et al., 1995).

1.2.1.2 Biomarcadores de injuria cardiaca

Os marcadores bioquimicos séricos sdo substancias liberadas para circulacéo
a partir de lesdo celular e podem auxiliar no entendimento dos efeitos toxicos
desencadeados por plantas de interesse pecuario. A aspartato-transaminase (AST),
a creatina quinase (CK) fracdo MB (CK-MB) (Melo et al.,, 2008) e a Troponina |
Cardiaca (cTnl) s&do os principais biomarcadores de lesdo em cardiomidcitos e
apresentam alteracdes nos valores séricos em cardiopatias agudas (Tunca et al.,
2008; Neuwald et al., 2013). A AST foi o primeiro biomarcador sérico de lesdo cardiaca
utiizado em humanos, mas mostrou-se de baixa especificidade e vem sendo
substituido. Na medicina veterinaria, a despeito do desconhecimento da eficiéncia da
enzima para a marcacdo de lesdo em cardiomiodcitos, ainda tem sido adotada em
associacao com outros analitos (Neuwald et al., 2013)

Quando ocorre necrose no miocardio, ha liberacdo da isoenzima CK-MB para
0 meio extracelular, e a determinacdo de sua atividade sérica é considerada um
importante recurso para a deteccdo de lesdo cardiaca, especialmente em humanos
(Diniz et al., 2007). Em animais € considerada menos especifica, ainda assim, € usada
para acompanhamento de cardiopatias (Fredericks et al., 2001, Pedroso et al., 2009).
Em intoxicacdo experimental com Nerium oleander reproduzida em bovinos, Pedroso
et al. (2009) observaram uma correlacdo entre aumento da atividade sérica da enzima
e a quantidade de planta administrada.

A troponina cardiaca (cTnl) € uma proteina que inibe a interacdo entre a actina
e a miosina, até a entrada do calcio no interior das células miocardicas normais. E
considerada um marcador de injuria miocardica de alta sensibilidade e especificidade

quando aumentada no soro sanguineo, uma vez que lesdo sarcomérica dos
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cardiomiocitos provocam sua liberagdo para a circulacdo (Smith et al.,1997). A
efetividade desse biomarcador ja foi estabelecida em diversas espécies, entre elas,
ovinos com doenca do musculo branco, Tetralogia de fallot (Gunes et al.,, 2010;
Neuwald et al., 2013) e bovinos (Tunca et al., 2008).

1.2.2. Intoxicacdo por planta hepatotdxica: Vernonia rubricaulis

Embora, no Brasil, 0 mais importante grupo de plantas téxicas seja o de plantas
causadoras de “morte subita” motivador de, aproximadamente, 50% das mortes de
ruminantes por essa toxicose em Mato Grosso do Sul observa-se o predominio de
surtos consequentes daingestao de plantas hepatotoxicas (Souza et al., 2015). Essas
plantas constituem um grupo com aproximadamente 35 espécies, distribuidas em 16
géneros e divididas em trés grupos: plantas que causam necrose hepatica aguda; as
que causam fibrose hepatica e as plantas que causam fotossensibilizacdo (Santos et
al., 2008).

Entre as causadoras de necrose hepatica e agente de elevada mortandade de
bovinos esta a Vernoniarubricaulis, um subarbusto da familia Asteraceae, encontrada
nos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul em areas sujeitas a inundacéo
temporaria, em regides de agua salobra ou em solos argilosos, principalmente,
pantanal (Purisco ; Lemos, 2008; Tokarnia et al., 2012). A adaptacdo dessa planta
aos solos arenosos e periodos de baixo indice pluviométrico € proporcionada pela
presenca de xilopddio ou rizoforo, estrutura que armazena a agua facilitando sua
rebrota.

Os surtos de intoxicacdo por V. rubricaulis estdo relacionados a fatores que
estimulam o consumo e/ou a brotagdo da planta, considerada a fase vegetativa mais
toxica, como a utilizacdo de rocadeiras e queimadas, a introducdo de animais em
pastagem seca com presenca da planta ou de animais em situagdes de fome e sede,
guando transportados ou mantidos em curral por longos periodos, ou colocados em
areas superlotadas (Tokarnia; D6bereiner, 1982; Brum et al., 2002).

A intoxicacdo espontanea por Vernonia rubricaulis em bovinos do Pantanal do
Mato Grosso do Sul foi descrita pela primeira vez por Tokarnia e Ddbereiner (1982) e
novos surtos envolvendo a morte de 954 bovinos foram identificados na regido no
periodo de 1999 a 2001 (Brum et al.,, 2002). De 2008-2012 a V. rubricaulis foi


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=NEUWALD%20EB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23685750
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responsabilizada por 25% das mortes de bovinos decorrentes de intoxicacgao fitdgena
no Estado de Mato Grosso do Sul (Souza et al., 2015).

Na regido Pantaneira do Estado, que concentra o segundo maior rebanho
bovino do pais, ja foram identificados surtos por V. rubricaulis nos municipios de
Corumba, Miranda e Porto Murtinho, (PPM, 2014; Brum et al.,, 2002; Souza et al.,
2015). Em virtude disso, € indispensavel o conhecimento das condi¢cdes que possam
gerar perdas econdbmicas para a pecuaria local. Dessa forma a realizagcdo do
diagnostico preciso do processo téxico baseado em dados epidemiolégicos e
patologicos poderdo facilitar a diferenciacdo da intoxicagdo causada por outras
plantas hepatotoxicas.

A intoxicacdo por V. rubricaulis provoca apatia, tremores, desidratacéo, fezes
ressecadas com estrias de sangue, agressividade, incoordenacdo, retracdo de
abdémen e salivacdo (Brum et al., 2002; Purisco; Lemos, 2008) e achados de
necropsia e lesées histologicas com evolucdo de 12 a 48 horas (Brum et al., 2002).
Nos achados patologicos sdo descritas alteracdes hepaticas significativas como a
necrose hepatica massiva, reconhecida por extensas areas amareladas intercaladas
com areas avermelhadas no figado (Brum et al., 2002), ressecamento do contetdo do
omaso, ceco, colon e edema da parede da vesicula biliar (Purisco; Lemos, 2008).

Microscopicamente, severa necrose de coagulagcéo, predominante na regiao
centrolobular, vacuolizagdo de hepatocitos e hemorragias demonstram o
envolvimento de perturbacdo da circulacdo hepética na progresséao da doenca (Brum
et al., 2002; Purisco; Lemos, 2008; Tokarnia et al., 2012). Essas alteracfes sao
semelhantes as descritas nas intoxicagdes por outras plantas hepatotoxicas tais quais
Vernonia molissima (Gava et al., 1987) e Cestrum laevigatum (Purisco; Lemos, 1998),
entretanto ndo esta esclarecido se a lesao é induzida diretamente pelo principio toxico
ou por seus metabdlitos.

Apesar desse conhecimento ndo se encontram relatos de experimentos que
aplicaram metodologia baseada no monitoramento destas injurias a partir de
marcadores de injuria hepética séricos, ndo invasivos, liberados para circulacdo
sanguinea a partir do dano celular. Desse modo o entendimento do quadro clinico
patolégico desenvolvido na intoxicacdo por V. rubricaulis por meio da avaliacdo do

comportamento de hepatomarcadores constitui uma importante ferramenta
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diagnostica que pode auxiliar juntamente com o histérico, presenca da planta e dados

de histopatologia.

1.2.2.1 Marcadores de injurias hepaticas

Dentre os hepatomarcadores destacam-se os indicadores de coletase ou leséo
de ductos biliares: gama-glutamil transferase (GGT), fosfatase alcalina (FA); as
enzimas que refletem a lesdo de membrana ou necrose de hepatdcitos: aspartato-
amino transferase (AST), e de sintese hepatica: colesterol e glicose importantes
parametros avaliados em quadros de hepatopatias (Santos et al., 2008; Stockham;
Scoth, 2011).

A GGT, associada a membranas celulares, é capaz de catalisar a transferéncia
de grupos glutamil entre pepitideos e esta envolvida nas reacdes de glutationa. O
aumento da atividade sérica desta enzima indica colestase ou hiperplasia biliar. A
bilestase estimula a producédo e liberacdo de GGT e Fosfatase Alcalina (FA). Em
bovinos, em geral, considerase que atividade de GGT tem maior sensibilidade para
determinar distlrbios biliares do que a FA. Disturbios associados a atividade
aumentada de GGT incluem obstrucdo do ducto biliar, colangite, colecistite, processos
toxicos, intoxicacdo por plantas, intoxicagdo por cobre, micotoxicose e faciolose
(Kaneko et al., 2008; Stockham; Scott, 2011).

A AST é uma enzima citoplasmatica e mitocondrial que catalisa uma ligagédo
reversivel envolvida na disseminacao de aspartato para transformar oxalacetato a ser
utiizado no ciclo de Krebs. O aumento no AST pode indicar dano reversivel ou
irreversivel ao hepatécito em reacdo a uma variedade de lesbGes que incluem
inflamacgé&o, traumatismo, hipoxia ou em processo regenerativo de doenca hepética.
Em bovinos e equinos, a AST comumente aumenta em funcédo de lesédo hepatocelular
(Kaneko et al., 2008; Stockham ; Scott, 2011).

O figado € um 6rgdo essencial na manutencdo da glicemia, pois os hepatdcitos
tém a fungcdo de converter os produtos originarios da digestdo e metabolizacédo
tecidual enddgena (glicélise a partir de aminoacidos e glicerol) em glicose, além de
transforma-la em glicogénio e regular o nivel glicémico sanguineo (Stockham; Scott,
2011).
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Destarte estes biomarcadores de danos hepaticos, considerados importantes
métodos de diagnodstico ndo invasivo, poderdo auxiliar na determinacdo do quadro
patologico da intoxicacdo. Cabe reforcar que a injuria hepatocelular ocorre de forma
aguda e grave desencadeando perda de massa de células hepaticas e alta taxa de
mortalidade para os animais que ingerem Vernonia rubricaulis (Brum et al., 2002).

Dessa forma ressaltando se a aplicabilidade dos biomarcadores, substancias
liberadas para circulacdo a partir de injuria celular nos quadros de intoxicacoes.
Considerando que ainda ndo foram desenvolvidos marcadores cardiacos para
animais de producdo, uma alternativa para as dosagens € a utilizacdo de Kits
diagndsticos humanos. Nesse sentido, desenvolveu-se um experimento com
biomarcadores de injuria hepatica com intuito de verificar se os hepatomarcadores
desenvolvidos para humanos podem ser empregados em estudos de intoxicacdes em
animais. Para esta finalidade, reproduziu-se a intoxicagdo por Vernonia rubricaulis em
ovinos, dado que estudos anteriores com plantas desse género descreveram lesbes

hepaticas nesta espécie animal (Dutra et al., 2016).

1.2.3 Intoxicacdo experimental

Para confirmacéo de uma planta como fonte de intoxicagdo em animais, deve
ser realizada a comprovacdo experimental, na espécie primeiramente afetada
(Tokarnia et al., 2012). Por esse motivo, intoxicacbes foram reproduzidas,
experimentalmente, em bovinos com plantas das espécies A. exotropica (Gava et al.
1998) e A. publifora (Becker et al., 2013), V. rubricaulis, V. monocephala, V. natalensis
e V. squarrosa (Tokarnia; Dobereiner, 1982, 1983). Recentemente, Dutra et al. (2016)
descreveram um surto espontaneo e a reproducédo experimental da intoxicagdo em
ovinos com V. plantaginoides (squarrosa) no Uruguai.

Ovinos sédo empregados como modelos experimentais para reproducéo de
Intoxicacbes por plantas que ocorrem, espontaneamente, em bovinos (Cardinal et al.,
2010, Bacha et al., 2017) exibindo quadro clinico-patolégico semelhantes. Além disso,
a utilizacdo dessa espécie oferece vantagens como a facilidade de manejo e a
necessidade de menores investimentos com alimentos e infraestrutura (Stingger et al.,
2001).
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A reproducao da intoxicacdo com A. pubiflora e V. rubricaulis em ovinos podera
auxiliar no monitoramento do comportamento de exames complementares aplicados
na investigacdo de injuria cardiaca e hepatica e compreensdo do quadro clinico-
patolégico, uma vez que essa espécie € sensivel a intoxicagdo por outros géneros
dessas plantas (Gava et al., 1987; Zachary, Mcgavin, 2013; Dutra et al., 2016).

Importante mencionar que apesar dos danos cardiacos e hepaticos causados
por plantas do género Amorimia e Vernonia, respectivamente terem sido
determinados, apOs necropsia, a caracterizacdo clinico-laboratorial ante-mortem
dessas toxicoses nédo foram estabelecidas.

Assim, com intuito de colaborar com informacdes relacionadas ao
comportamento dos principios téxicos dessas plantas no organismo animal, este
estudo procurou estabelecer um modelo experimental para analisar o comportamento
de biomarcadores séricos, na determinacdo precoce de lesdes nos cardiomiocitos e

hepatdcitos.

1.3. Material e Métodos

Quatro experimentos foram executados para a elaboracao deste trabalho:
Experimento 1 — Modelo experimental para avaliacdo da resisténcia a intoxicagdo por
monofluoracetato em ovinos

Experimento 2- Avaliacao da toxicidade dos diferentes estagios vegetativos das folhas
de Amorimia pubiflora para os ovinos.

Experimento 3 - Modelo experimental para validacdo de indicadores de leséo
cardiotoxicas cronica em ovinos utilizando Tetrapterys multiglandulosa.

Experimento 4- Intoxicagcdo experimental por Vernonia rubricaulis em ovinos.

1.3.1. EXPERIMENTO 1- Modelo experimental para avaliacdo da resisténcia a

intoxicacdo por monofluoracetato em ovinos

Material e métodos
Este experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFMS e protocolado sob o n° 706/2015. Foram utilizados 10 ovinos (oito



22

machos e duas fémeas), previamente canulados, clinicamente sadios, sem raca
definida, com 24 meses de idade e pesos entre 30-50 kg, sem contato prévio com
qualquer fonte de MFA. Todos foram mantidos em baias individuais, alimentados com
feno de Tifton (Cynodon dactylon), suplementacdo concentrada, sal mineral e 4gua a
vontade. A metodologia utilizada neste experimento foi adaptada de Santos et al.
(2014).0 Grupo 1 (G1) foi constituido por cinco ovinos (1, 2, 3, 4, 5) que receberam
doses crescentes nao letais de MFA (Sigma-AldrichCo.) diluido em 10 mL de agua
deionizada, através de canula ruminal, por seis periodos: 0,05 mg/kg por 5 dias
(periodo 1); 0,08 mg/kg por 4 dias (periodo 2); 0,08 mg/kg por 4 dias (periodo 3); 0,1
mg/kg por 3 dias (periodo 4); 0,1 mg/kg por 3 dias (periodo 5); 0,25 mg/kg por 3 dias
(periodo 6). Entre cada periodo houve um intervalo de 10 dias sem a administracao,
visando minimizar o efeito acumulativo do MFA.

O Grupo 2 (G2) foi composto por outros cinco ovinos (6, 7, 8, 9, 10) que
receberam apenas 10 mL de &gua deionizada, também através de canula ruminal,
nos mesmos periodos e respeitando os mesmos intervalos que os ovinos do G1.

Aliquotas de 5 ml de sangue foram obtidas por puncdo da veia jugular,
acondicionadas em tubos sem anticoagulante até a formacdo de coagulo,
centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos para obtencédo do soro, que foi armazenado
em tubo plastico tipo Eppendorf® a -80°C até o momento da avaliagcdo. Estas coletas
foram realizadas no primeiro dia de cada periodo (imediatamente antes do
fornecimento das doses de MFA ou agua deionizada) e 48 e 120 horas ap0s a primeira
coleta. Nos intervalos entre os periodos nao foram colhidas amostras de sangue.

As dosagens das atividades séricas das enzimas creatina quinase fracdo MB
(CK-MB) e aspartato transaminase (AST) foram utilizadas como indicadores de leséo
cardiaca, enquanto os niveis de glicose e calcio ionizado foram utilizados para
deteccao dos efeitos indiretos do MFA no organismo (hiperglicemia e hipocalcemia).
Os ensaios bioquimicos, realizados por método enzimatico, seguiram os protocolos
disponibilizados nos kits comerciais (Roche®, Jaguaré, Sdo Paulo, Brasil), com leitura
em analisador bioquimico automatico (cobas c 111).

No inicio de cada periodo era realizado exame fisico para avaliacdo da
frequéncia cardiaca, peso e comportamento. No dia seguinte ao fim de cada periodo,

apenas frequéncia cardiaca e comportamento eram avaliados. Os animais eram
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observados a cada seis horas e as observacdes intensificadas quando havia
manifestacdo de sinais clinicos.

Como o objetivo do experimento foi apenas detectar diferencas na
susceptibilidade entre os ovinos e identificar leses cardiacas antes da apresentacao
dos sinais clinicos, e ndo necessariamente causar a morte, todos 0s ovinos que
apresentaram sinais clinicos graves foram tratados com 2 g/kg de acetamida, diluida
em agua e administrada pela canula ruminal. Quando os sinais clinicos eram brandos,
os animais foram mantidos em repouso ateé total recuperacéo

Nos casos com evolugcdo fatal, realizou-se a necropsia com coleta de
fragmentos dos diversos 6rgaos em formol tamponado 10%, que foram processados
rotineiramente para exame histopatologico. O coracdo de cada animal foi seccionado
transversalmente em cinco secgdes equidistantes (C1, C2, C3, C4 e C5) para
avaliacdo do miocéardio e fragmentos de ventriculo esquerdo e direito, septo
interventricular, musculo papilar direito e esquerdo foram coletados. Trés coracdes de
ovinos que ndo apresentavam necrose de cardiomidcitos, foram utilizados como
controle negativo durante a avaliacdo histopatolégica. Os niveis séricos das enzimas
CK-MB e AST, assim como os niveis de glicose e calcio ionizado foram comparados
entre 0s grupos Gl e G2 através do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney,

adotando-se o nivel de significancia de 5%.

Resultados e discussao:

Descritos no artigo gerado pela pesquisa intitulado: Modelo experimental para

avaliacdo da resisténcia a intoxicacdo por monofluoracetato em ovinos

1.3.2. EXPERIMENTO 2 - Avaliagdo datoxicidade dos diferentes estagios vegetativos

das folhas de Amorimia pubiflora para os ovinos.

Material e métodos

O trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFMS sob protocolo n° 537/2013. O experimento foi realizado em um periodo de 12

meses, dividido em quatro etapas que consistiram de: coleta, dessecacao,

administracdo da planta e envio de aliquotas para dosagem de monofluoracetato.
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As amostras de A. pubiflora utilizadas no experimento foram colhidas em uma
propriedade localizada no municipio de Miranda no estado de Mato Grosso do Sul (0°
24' 32.56"S, 56° 20' 31.85"0), onde surtos de intoxicacdo pela planta foram relatados
pelo proprietério. Para padronizar as amostras colhidas, areas com elevada densidade
da planta dentro de um mesmo piquete foram cercadas com gaiolas teladas para evitar
0 acesso de bovinos. Posteriormente estas areas foram rogcadas e deixadas em
repouso por um periodo de 60 dias objetivando a brotacdo da planta. Apos este
periodo, foram realizadas coletas sucessivas a cada quatro meses aproximadamente.
As folhas eram classificadas em brotos (folhas verde claras, pequenas, macias,
localizadas na porcdo mais apical da planta), folhas maduras (folhas verde claras, de
tamanho médio, um pouco mais fibrosas que os brotos, localizadas na porcéo
intermediaria da planta) e folhas velhas (folhas verdes escuras, grandes, fibrosas,
localizadas na por¢cédo basal da planta). Apo0s, as coleta e classificacdo as amostras
eram depositadas em sacos plasticos, acondicionadas em caixa de isopor com gelo
reciclavel e transportadas a Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, onde
passavam por dessecacdo em estufa de ventilagdo forcada a 55°C por 72 horas.
Posteriormente, as folhas dessecadas eram trituradas em moinho com peneira de 2
mm e armazenadas em sacos plasticos vedados.

Para o célculo da perda de agua, 1 kg de folhas frescas de cada categoria era
pesado apos a dessecacao e a porcentagem de reducéo do peso era usada no calculo
das doses a serfornecidas aos ovinos. Aliquotas da planta dessecada foram enviadas
ao Toxic Plant Laboratory, Agricultural Research Service, United States Department
of Agriculture, Logan, UT, USA para dosagem do monofluoaraceto através do método
HPLC-APCHKMS (Lee et al. 2012). O tempo entre a coleta das amostras e 0 envio
para dosagem de MFA foi de dois meses para as do primeiro periodo, 14 meses para
as do segundo, 8 meses para as do terceiro e 4 meses para as do quarto periodo. Ja
0 tempo entre as coletas e o inicio dos experimentos variou de 14 a 35 dias.

Para o experimento foram utilizados 12 ovinos provenientes de areas sem a
ocorréncia da intoxicacdo por plantas do género Amorimia, clinicamente saudaveis,
sem raca definida, adultos e previamente vermifugados (Ripercol®). Os animais foram
mantidos em baias individuais, teladas, de 2,0 m? e piso de chao, alimentados com
racdo comercial para a espécie (equivalente a 2% do PV), feno de tifton e agua a

vontade. Todos foram identificados por nimeros sequenciais de 1 a 12 e submetidos
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a exame fisico antes da administracdo da planta e reexaminados na apresentacao de
sinais clinicos da intoxicagdo. Para avaliar a toxicidade, cada estagio vegetativo da
planta dessecada foi fornecido a um ovino, em doses diarias equivalentes a 5 g/kg de
folhas frescas, através de canula ruminal. A administracdo da planta era interrompida
se 0 animal apresentasse sinais clinicos de intoxicacdo ou ao término da planta.

Os efeitos cardiotoxicos foram avaliados por meio da determinagdo da atividade
sérica das enzimas creatina quinase fracdo MB (CK-MB) e aspartato transaminase
(AST). Os niveis de glicose e lactato séricos foram utilizados para detec¢do dos efeitos
indiretos do MFA no organismo. Os ensaios bioquimicos seguiram 0s protocolos
disponibilizados nos kits comerciais (Roche®, Jaguaré, S&o Paulo, Brasil), com leitura
em analisador bioquimico automéatico (cobas c 111).

Nos casos com evolugcdo fatal, realizou-se a necropsia com coleta e
armazenamento de fragmentos dos diversos 6rgaos em formol tamponado 10%, que

foram processados rotineiramente para exame histopatologico.

Resultados e discussao

Os resultados dos marcadores biogquimicos obtidos compdem a Tabela 1.
Ocorreu elevagéo nas atividades séricas de AST e CK-MB nos animais que morreram
(1,7,9,10) e nos ovinos (2, 3 e 6) que ndo apresentaram sinais clinicos da intoxicacao.
O aumento dos niveis seéricos de glicose e lactato ocorreu em todos os animais que
morreram (6/12) e nos ovinos 4 ,2 e 6.

Os marcadores bioquimicos ndo se apresentaram consistentes e por isso foram
desconsiderados.

Todos os estagios vegetativos da planta apresentaram toxicidade durante o
periodo experimental, porém os brotos demonstraram ser mais toxicos, a descri¢cao
da quantidade de MFA presente em brotos, folhas maduras, folhas velhas e sementes
de Amorimia pubiflora colhidas em diferentes épocas do ano e seu efeito toxico em
ovinos consta no artigo gerado pela pesquisa: Toxicidade dos diferentes estagios

vegetativos de A. pubiflora em ovinos.
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Tabela 1. Dados bioquimicos obtidos dos ovinos intoxicados com A. pubiflora no
momento anterior a administracdo da planta (MO) e na manifestacdo dos sinais
clinicos ou ao término da planta (Mf).

Ovino CK-MB(UI/L) AST (UI/L) Glicose (mg/dL) Lactato (mmol/L)
Mo Mt Mo Mt Mo Mt Mo Mt
1* 203,3 227,7 63,3 77,6 86,4 280,4 - -
2 101,2 224,5 55,0 55,1 55,9 74,18 1,0 6,4
3 116,3 154,7 64,6 91,5 54,7 296,6 1,4 3,5
4 269,4 189,0 102,3 92,6 47,3 96,47 0,9 2,5
5* 166,7 142,9 47,4 53,8 46,5 152,9 1,3 7,7
6 318,2 350,7 134,8 165,7 62,7 88,3 - -
7* 117,9 246,6 43,8 46,1 54,0 52,0 1,2 2,5
8* 192,2 180,0 97,1 106,4 60,0 140 1,0 4.7
9* 201,6 382,2 63,3 245,8 49,0 230,9 1,0 7,1
10* 141,9 161,0 54,9 95,7 54,0 217,0 1,1 9,0
11%* 211,6 226,4 87,9 75,5 61,1 68,58 - -
12 181,0 169,2 41,3 71,3 53,0 57,5 1,0 1,3

* Ovino morreu; ** oMno: apenas apresentou sinais clinicos; AST: Aspartato Aminotransferase, CK-MB:
creatina quinase fracdo MB

1.3.3. EXPERIMENTO 3- Modelo experimental para validacéo de indicadores de leséo

cardiotoxicas cronica em ovinos utilizando Tetrapterys multiglandulosa.

Material e métodos

O experimento foi realizado com a aprovacéo do Comité de Etica para Uso de
Animais em Experimentos (CEUA) da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul
(UFMS), sob o protocolo CEUA-UFMS 707/2015.

Foram utilizados 4 ovinos, com 24 meses de idade e pesos entre 30 e 50 kg,
previamente vermifugados, provenientes de areas sem a ocorréncia da intoxicacéo
por plantas do género Tetrapterys. Os animais foram mantidos em baias individuais
de alvenaria com area de 2,0 m? e piso de cimento, alimentados ragdo comercial para
a espécie (equivalente a 1% do PV), com feno de tifton e agua a vontade. A cada
ovino foi atribuido um nimero de identificacdo e foram submetidos a exame clinico
completo antes da administracdo da planta.

Os animais receberam por via oral a dose equivalente a 20g/kg de pv de folhas
frescas de brotos de Tetrapterys multiglandulosa (folhas verde claras, pequenas,
macias, localizadas na porcdo mais apical da planta) dessecadas em estufa de
ventilacdo forcada a 55°C por 72 horas. Para o célculo da perda de agua, 1 kg de

folhas frescas foi pesado apds a dessecacao e a porcentagem de reducdo do peso
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utiizada no calculo das doses administradas aos ovinos. A planta pertencia ao
canteiro experimental de plantas téxicas da UFMS.

Para investigacdo de danos cardiacos os animais foram submetidos a
avaliacdo eletrocardiografica e andlise dos biomarcadores sanguineos: creatina
quinase MB (CK-MB), AST (Aspartato aminotransferase) e calcio ionizado as coletas
foram realizadas a cada 48 horas durante um periodo de 10 dias. A avaliacdo
eletrocardiografica (ECG) foi executada com equipamento computadorizado
(ECGPCVET®, Tecnologia Eletronica Brasileira) na velocidade de 25mm/seg,
registrada nas derivacdes |, Il, lll, aVR, aVL e aVF. Para registro da derivacdo base-
apice, foram acoplados trés eletrodos, sendo um eletrodo negativo fixado na por¢céo
medial esquerda do pescoco, um eletrodo positivo fixado entre o terceiro e quarto
espaco intercostal esquerdo, na altura do olecrano e o eletrodo terra fixado na
cernelha do animal estudado. Os tracados eletrocardiograficos foram empregados
para avaliar alteracdes de ritmo e condugéo elétrica no tecido cardiaco, com base nas
medidas da duracdo de onda P (Pms), duracéo do intervalo PR, RR e intervalo QTc,
duracdo do complexo QS . A coleta de dados para ECG foi realizada no momento
inicial, 10 dias e aos 30 dias, momento final do periodo experimental com os animais,
em repouso.

Avaliagbes clinicas foram realizadas por um periodo de 30 dias apés a

interrupcdo da administracdo da planta.

Resultados e discusséo
Os marcadores bioquimicos ndo apresentaram alteracdes nos ovinos avaliados
no decorrer do experimento (Tabela 1).
Os resultados da avaliagdo eletrocardiografica (Tabela 2) dos ovinos néo
revelaram alteracbes de conducdo ou ritmo decorrentes da intoxicacdo por essa
planta. Ndo houve manifestacdo de sinais clinicos durante ou apds a interrupcdo da

administracdo da planta.
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Tabela 1. Dados bioquimicos dos ovinos intoxicados com Tetrapterys multiglandulosa.

Marcadores Ovinos
01 02 03 04
CK-MB (UI/L)
Moon 235,0 2634 3314 263.8
Magn 169,2 280,7 316,1 274.1
Mogn 121,5 300,7 2441 286.0
Mu4n 132,7 322,0 266,7 267.9
Migzn 148,0 403,2 262,2 309.5
Msod 3124 336,5 309,9 289.3
AST (UIL)
Mooh 65,0 62,5 60,3 277.7
Magn 58,2 62,9 61,6 2741
Mogh 50,6 63,9 61,5 194.2
Mu4n 43,1 66,4 58,8 208.3
Magzn 49,9 71,2 62,5 207.1
Maod 66,4 81,2 62,4 230.1
Célcioionizado (mmol/L)
Moon 1,05 1,07 1,04 1,08
Magh 0,95 1,24 1,25 1,22
Moeh 0,95 1,16 1,29 112
Muasn 1,11 1,09 1,17 1,16
Migzh 1,26 1,02 1,09 1,14
Maog 1,22 1,16 1,06 1,10

AST: Aspartato Aminotransferase; CK-MB: creatina quinase fragdo MB; Mh: momento em horas; M30d:
momento 30 dias

Tabela 2. Descricdo dos parametros eletrocardiogréaficos individuais dos animais intoxicados,
experimentalmente, por Tetrapterys multiglandulosa.

PARAMETROS
Ovino FC(bpm) P(ms) PR(ms) QS(ms) QTc (ms) RR (ms)
01
Mog 108 50 107 47 335 560
Maog 102 53 103 43 343 570
Maod 82 57 110 50 347 740
02
Mod 100 67 117 50 378 590
Mhod 88 57 123 53 400 610
Msod 106 53 120 51 363 573
03
Mog 124 50 93 47 300 620
Mhod 120 50 93 43 323 603
Maod 135 53 90 50 330 623
04
Mog 98 60 107 53 337 530

Miod 105 53 103 50 323 600
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Maod 107 57 110 63 310 660

FC: frequéncia cardiaca; P(ms): duracdo da onda P (ms); PR(ms) = dura¢éo do intenvalo PR (ms); QS
(ms) =duracdo do complexo QS (ms); QTc (Ms)= duragdo do intenalo QT corrigido; RRms = duracéo
do intervalo RR.

1.3.4 EXPERIMENTO 4 - Intoxicacdo experimental por Vernonia rubricaulis em

oVvinos.

Material e métodos

O experimento foi realizado com a aprovacéo do Comité de Etica para Uso de
Animais em Experimentos (CEUA) da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul
(UFMS), sob o protocolo CEUA-UFMS 657/2015.

Oito ovinos, sem raca definida, com idade entre 3-4 anos e peso médio de 40kg
foram utilizados no estudo. No inicio do experimento, foram vermifugados e
identificados por nimeros sequenciais de 1- 8 (Tabela 1). Um més antes do
experimento, cada animal foi canulado com uma canula intraruminal permanente.
Durante um periodo de sete dias, periodo de adaptacéo, e ao longo do experimento,
os animais foram mantidos dentro de quatro baias de 5x2m (dois animais por baia),
com acesso a agua e alimentacdo correspondente a 2% do seu peso corporal em
matéria seca composta por silagem de milho e racdo comercial ovina. Um exame
clinico erarealizado duas vezes ao dia em cada animal.

Para a determinacao da atividade sérica da aspartato aminotransferase (AST),
gamma-glutamil transferase (GGT) e fosfatase alcalina (AP), e da concentracdo de
glicose, foram colhidas amostras de sangue dos ovinos antes do inicio do experimento
e varios dias depois.

Brotos frescos de V. rubricaulis foram administrados intraruminalmente aos
ovinos nas dosesde 2, 3,6 e 12 mg / kg / peso corporal. Para testar um possivel efeito
acumulativo da planta, um animal (ovino 8) a recebeu na dose de 6 mg/ kg /pc dividida
em 3 dosesde 2mg/ kg/pc comintervalos de 24 horas e outro (ovino 6) foi alimentado
com 6 mg / kg / pc dividido em 2 doses de 3 mg / kg / pc com intervalo de 24 horas.
Todos os outros animais foram alimentados uma Unica vez com V. rubricaulis. Os
ovinos que morreram foram imediatamente necropsiados. O delineamento
experimental e os resultados constam na Tabela 1. Foram realizadas bidpsias de
figado em todos os animais no dia zero (D0O) e em diferentes fases do experimento em
trés ovinos, nomeadamente ovino 5 (em DO, D4, D7 e D15), ovino 6 (DO e D2) e Ovino
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7 (em DO, D7 e D15 do experimento). A biopsia apos DO ndo foi disponibilizada nos
outros ovinos devido ao curso agudo da doenca.

Uma vez que o carboxiatractilosideos (CAT) esta presente em outras plantas
que causam hepatotoxicoses com lesdo semelhante a encontrada na intoxicagdo por
V. rubricaulis (Rissi et al.,, 2007), uma analise quimica em busca de uma possivel
presenca de CAT como o principio toxico da V. rubricaulis foi realizada. Brotos de V.
rubricaulis foram coletados em 6 de fevereiro de 2017 e 2 de junho de 2017 no
municipio de Campo Grande, MS (S 2026'34 "W 54 ° 38'47"), submetidos a secagem
a temperatura ambiente, triturados e peneirados em uma tela de 2mm. Amostras de
Xanthium strumarium foram coletadas em 23 de agosto de 2016 proximo a Benson,
Cache County, Utah (N 41° 48 '05 "W) secas a temperatura ambiente. Uma solucao
de 0,01 ug / mL do padrao de carboxiatractilosideos de potassio (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) foi preparado em metanol: agua destilada deionizada (50:50 v.v).

O material vegetal das plantas para a analise de carboxiatractilosideo foi
extraido pesando uma amostra da planta triturada (100 mg) dentro de um tubo de
ensaio (8ml) com tampas de rosca revestidas com teflon (Pierce, Rockford, IL, EUA).
Metanol (2 mL) foi adicionado aos tubos de teste e colocados em agitador mecéanico
por 16h, entdo centrifugado para separar o residuo vegetal e o extrato de metanol. O
extrato do metanol (0,5 mL) foi transferido para um frasco automatico de amostra de
1,5 mL. Agua destilada deionizada (0,5 mL) foi adicionada ao frasco com extrato de
metanol e homogeneizado.

Para analisar a Vernonia rubricaulis por HPLC-MS (cromatografia liquida de
alta eficiéncia) para identificagdo do carboxiatractilosideos, foi injetada uma amostra
(10 uL) para a coluna analitica de fase reversa Betasil-C18 (100 x 2,1 mm, 5 ym)
(Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) protegida por uma coluna de guarda
composta com 0 mesmo material (10 x 2.1 mm, 5 ym) (Thermo Electron Corporation,
Waltham, MA, EUA).

O carboxiatractilosideo foi eluido na coluna com fase moével de 20mM de
acetato de amdnio acetonitrilo a um fluxo de 0,4 mL /min. A fase movel foi programada
com 20 mM acetato de amdnio: acetonitrila, 95:5 v.v durante 1 minuto seguida por
um gradiente linear para uma composic¢éo de 60:40 viv 20 mM de acetato de amonio:
acetonitrila ao longo de 1 a 8 min. Ao término da fase moével as amostras foram

injetadas usando o sistema HPLC série 1200 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA)
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e a coluna eluente foi conectada ao electrospray ionization da VELOS PRO LTQ
(Thermo Scientific).A analise foi realizada com o espectrometro de massa operando
no modo positivo com 0s seguintes parametros operacionais; temperatura capilar
275°C, temperatura do aquecedor dafonte 300° C, fluxo de gas de solvatagéo 40 I/h,
fluxo de gas 5 unidades arbitrarias, voltagem da fonte 3,5 kV, corrente da fonte 100
MA a partir de 0-4 min. O excesso de fluxo da coluna foi desviado para descarte , a
partir de 4-8 min. o fluxo foi direcionado para a fonte de ions. Foram coletados dados
de verificacdo de massa para uma faixa de 100 a 800 a.m.u. Os cromatogramas
reconstruiram ions MH*, m/z = 69, tempo de eluicdo de 7,1 min consistentes com o
0,01 ug / mL de carboxiatractilosideo de potassio que foi utilizado para identificar o

carboxiatractilosideo nas amostras das plantas.

Resultados e discusséo
Descritos no artigo gerado pela pesquisa: Intoxicacdo experimental por Vernonia

rubricaulis em ovinos.
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Modelo experimental para avaliacdo da resisténcia a intoxicacio por monofluoracetato em ovinos1

Stephanie C. Lima2, Kelly Cristina S. Godoy3, Rayane C. Pupin?, Paula V. Leal?, Nilton M. Carvalho4, Aldal.
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ABSTRACT.- Lima S.C,, Godoy K.C.S., Pupin R.C,, Leal P.V., Carvalho N.M., Souza A.l, Gomes D.C. & Lemos
R.A.A. 2016. [Experimental model to detect sheep resistance to the intoxication by
monofluoracetate.]. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Av. Senador Filinto Miiller 244 3, Campo Grande, MS
79074-460, Brazil. E-mail: ricardo.lemos@ufms.com.br

Plants containing monofluoracetate (MFA) are associated with sudden death in livestock from
Australia, South Africa, and Brazil. Research on control methods for this plant toxicosis is actively being
developed. A possible method of control is the identification and selection of animals relatively resistant to
the effects of MFA through clinical pathology tests. The objectives of this work were to develop an
experimental model to identify sheep resistant to MFA by given them increasing non-lethal doses of MFA
while detecting possible affected sheep through the determination of the following analytes, MB fraction of
creatine kinase (CK-MB), aspartate aminotransferase (AST), blood ionized calcium (BIC), and blood glycose
(BG). Five sheep (Group 1) received increasing intraruminal doses of MFA diluted in water for six periods
of 3-5 days with an interval of 10 days between each period. Five control sheep (Group 2) received 10ml of
intraruminal deionized water following identical periods of feeding and intervals between feedings as sheep
from Group 1. Blood was sampled from each sheep in the first day of the experiment, immediately before
the MFA or deionized water was administered, and then 48 and 120 hours after the first sampling for
determination of serum levels of CK-MB, AST, BIC, and BG. The average values for all sheep for each of the
analytes were compared between treated and control groups using the Mann-Whithney non-parametric
test with a confidence interval of 5%. Clinical signs when observed included anorexia, apathy, reluctance to
move, incoordination, muscle tremors, spreading of hind limbs, and sternal decubitus. Sheep that died were
necropsied. No gross lesions were found in the heart. Microscopically lesions in the myocardium were foci
of acute necrosis of cardiomyocytes. Sheep did not develop resistance to MFA after several non-lethal doses
and there were no significant differences in the levels of CK-MB, AST, BIC, and BG between groups. The
detection of subclinically affected sheep by the analytes used in the current experimente proved unfeasible.
Crescent non-lethal doses of MFA, as those used in this experiment, allow the identification of toxic dose for
each sheep as variations in individual susceptibility.

TERMS OF INDEXATION.- Monofluoracetate, markers for cardiac lesions, myocardium, sheep.

RESUMO.- [Modelo experimental para detectar ovinos resistentes a intoxicacdo por
monofluoracetato.] Plantas que contém monofluoracetato (MFA) sdo associadas com morte siibita em animais
de interesse pecuario da Australia, Africa do Sul e Brasil. A pesquisa em métodos de controle est4 ativamente em
desenvolvimento. Um possivel método de controle da toxicose causada por essas plantas é a identificagdo de
animais relativamente resistentes aos efeitos de MFA através de exames de patologia clinica. Os objetivos desse
trabalho foram desenvolver um modelo experimental para identificar ovinos resistentes ao MFA através da
administracdo de doses ndo letais crescentes de MFA enquanto era feita a mensuragdo dos seguintes analitos:
fracdo MB de creatina quinase (CK-MB), aspartato aminotransferase (AST) calcio ionizado no sangue (BIC) e
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glicose no sangue (BG). Cinco ovinos (Grupo 1) receberam por via intraruminal doses de MFA diluido em 4gua
por seis periodos de 3-5 dias com intervalos der 10 dias entre cada periodo. Cinco ovinos controles (Grupo 2)
receberam 10 ml, por via intrarruminal, de 4gua deionizada seguindo os mesmos periodos e intervalos usados
nos ovinos do Grupo 1. Amostras de sangue foram colhidas de cada ovino no primeiro dia do experimento,
imediatamente antes que MFA ou 4gua deionizada fossem administrados e 48 e 120 horas ap6s a colheita para
determinacao dos niveis de CK-MB, AST, BIC, e BG. Os valores médios de cada analito para todas as ovelhas de
cada grupo foram comparados usando-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whithney com um intervalo de
confianca de 5%. Os sinais clinicos, quando observados, incluiam anorexia, apatia, relutdncia em movimentar-se,
incoordenacio, tremores musculares, afastamento dos membros pélvicos e decuibito esternal. Os ovinos que
morreram foram necropsiados. Nenhuma alteracdo macroscépica foi observadano coragdo. microscopicamente,
as lesdes cardiacas consistiam de focos de necrose aguda de cardiomiécitos. Os ovinos ndo desenvolveram
resisténciaao MFA ap6s receberem vdarias doses ndo letais e ndo houve diferencas significativas entre os niveis
de CK-MB, AST, BIC e BG entre os grupos. A detec¢do de ovinos subclinicamente afetados pelos analitos usados
no presente estudo nao foi eficaz. O uso de doses crescentes ndo letais de MFA, como as usadas neste experimento,
permite a identificacdo da dose toxica para cada ovino e também variagdes na susceptibilidade individual.

TERMOSDE INDEXA(;AO.- Monofluoracetato, marcadores delesdo cardiaca, miocardio, ovinos.

INTRODUCAO

Plantas téxicas que causam morte subita sdo encontradas principalmente em paises como Austrélia, Africa
do Sul e Brasil ocasionando prejuizos econémicos (Lee et al. 2014). No Brasil, algumas espécies de plantas
causam esta condi¢do, entretanto as pertencentes aos géneros Palicourea e Amorimia destacam-se por
apresentarem ampla distribuicdo geografica (Lee et al. 2012, Tokarnia et al. 2012). A toxicidade destas
plantas se deve a presenca de monofluoracetato (MFA), substancia altamente téxica que bloqueia o Ciclo de
Krebs prejudicando arespiracdo celular e a producao de energia (Krebs et al. 1994, Lee et al. 2012). Como
consequéncia, ocorre hipocalcemia e aumento dos niveis séricos de glicose. A hipocalcemia se deve ao
acumulo de citrato nos tecidos e no sangue que exerce efeito quelante sobre cdlcio (Buffa & Peters, 1949).
Ja o aumento nos niveis séricos de glicose ocorre pela falta de metabolizacdo hepatica de cortisol devido a
diminuicao da disponibilidade de ATP para os hepatécitos (Ballard & Hyde, 1967).

Os 6rgdos mais afetados pela auséncia de suprimento energético sdo aqueles que apresentam
maiores taxas metaboélicas, como cérebro, coracdo, rins e figado (Gal et al. 1956, Suzuki 1999). A avaliagao
ultraestrutural do miocardio de coelhos intoxicados por Amorimia exotropica demonstrou alteragdes graves
nos cardiomiocitos, que sdo responsaveis pela insuficiéncia cardiaca aguda e morte subita dos animais.
Devido as dificuldades encontradas no controle e tratamento das intoxicagdes por plantas que contém MFA,
metodologias alternativas como aversdo alimentar condicionada e indug¢do de resisténcia estdo sendo
estudadas (Barbosa et al. 2008, Oliveira et al. 2014). Em condi¢des experimentais, ovinos e caprinos
submetidos a técnica de aversdo alimentar condicionada reduziram o consumo ou passaram a evitar
Palicourea spp. e Amorimia spp. (Barbosa et al. 2008, Oliveira et al. 2014). Apesar dos resultados
promissores, a técnica se torna inviavel quando se tem uma grande quantidade de animais ou quando ha
indisponibilidade de alimento. Outro fator que pode contribuir para o insucesso da técnica é a facilitacao
social, ou seja, a introdu¢do de animais ndo condicionados no rebanho pode fazer com que os ja
condicionados passem a consumir a planta novamente (Ralphs, 1997, Kimball et al. 2002).

A inoculacdo intrarruminal de bactérias com capacidade de degradar MFA isoladas do rimen de
caprinos (Ancylobacter dichloromethanicus e Pigmentiphaga kullae), e do solo e das folhas de plantas que
contém MFA (Ralstonia sp., Burkholderia sp., Paenibacillus sp. e Cupriavidus sp.), foi capaz de induzir
resisténcia a intoxicagdo por Amorimia septentrionalis em caprinos, porém a manutencdo da resisténcia
adquirida s6 é possivel com a continua ingestdo das bactérias (Pessoa et al. 2015; Silva et al. 2016).
Resultados positivos também foram obtidos através do fornecimento de doses crescentes ndo téxicas de
Palicourea aneofusca, Amorimia septentrionalis e Amorimia pubiflora a caprinos e ovinos (Duarte et al. 2013;
Oliveira et al. 2013; Becker et al. 2016). No caso das espécies de Amorimia houve transferéncia da
resisténcia através da transfaunacdo ruminal (Duarte et al. 2013; Becker et al. 2016).

Por outro lado, a tentativa de inducdo de resisténcia com doses ndo letais de MFA ndo obteve
sucesso (Santos et al. 2014). Apesar disso, esse estudo demonstrou a existéncia de animais naturalmente
resistentes a intoxicacdo por esta substiancia. A identificagdo e selecdo destes animais pode ser uma
alternativa promissora para a reducdo de perdas, que pode ser mantida independente do fornecimento
continuo de bactérias ou plantas aos animais. No entanto, para que isso seja possivel, torna-se necessario o
desenvolvimento de uma metodologia para identificacdo de animais resistentes.
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Um estudo realizado na Nova Zelandia permitiu selecionar rebanhos de bovinos resistentes ao
eczema facial através da exposi¢cdo dos animais a baixas concentracdes de esporidesmina. A selecdo de
animais resistentes foi realizada através do monitoramento de gama glutamiltransferase (GGT) para
deteccdo da lesdo hepatica. Os bovinos que nio apresentaram alteragdes nos padrdes enzimdaticos foram
considerados resistentes (Morris et al, 1991). Uma metodologia semelhante poderia ser utilizada
associando a mensuragdo de enzimas que podem indicar lesdo cardiaca a resisténcia dos animais. Desta
forma, o objetivo deste estudo foi desenvolver um modelo experimental para identificar ovinos resistentes
a intoxicagdo por MFA, através da mensuracdo de analitos como creatinaquinase fracdo MB (CK-MB),
aspartato-transaminase (AST), calcio ionizado e glicose em ovinos que receberam doses crescentes e ndo
letais de MFA e verificar a capacidade desses analitos indicarem lesdes cardiacas antes da apresentacdo dos
sinais clinicos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 10 ovinos (oito machos e duas fémeas), previamente canulados, clinicamente sadios, sem
raca definida, com 24 meses de idade e pesos entre 30-50 kg, sem contato prévio com qualquer fonte de
MFA. Todos foram mantidos em baias individuais, alimentados com feno de Tifton (Cynodon dactylon),
suplementacdo concentrada, sal mineral e dgua a vontade. A metodologia utilizada neste experimento foi
adaptada de Santos et al. (2014).

O Grupo 1 (G1) foi constituido por cinco ovinos (1, 2, 3, 4, 5) que receberam doses crescentes nao
letais de MFA (Sigma-AldrichCo.) diluido em 10 mL de agua deionizada, através de canula ruminal, por seis
periodos: 0,05 mg/kg por 5 dias (periodo 1); 0,08 mg/kg por 4 dias (periodo 2); 0,08 mg/kg por 4 dias
(periodo 3); 0,1 mg/kg por 3 dias (periodo 4); 0,1 mg/kg por 3 dias (periodo 5); 0,25 mg/kg por 3 dias
(periodo 6). Entre cada periodo houve um intervalo de 10 dias sem a administracdo, visando minimizar o
efeito acumulativo do MFA.

O Grupo 2 (G2) foi composto por outros cinco ovinos (6, 7, 8,9, 10) que receberam apenas 10 mL
de agua deionizada, também através de canula ruminal, nos mesmos periodos e respeitando os mesmos
intervalos que os ovinos do G1.

Aliquotas de 5 ml de sangue foram obtidas por pun¢do da veia jugular, acondicionadas em tubos
sem anticoagulante até a formacdo de coagulo, centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos para obtencdo do
soro, que foi armazenado em tubo plastico tipo Eppendorf® a -802C até o momento da avaliagdo. Estas
coletas foram realizadas no primeiro dia de cada periodo (imediatamente antes do fornecimento das doses
de MFA ou 4gua deionizada) e 48 e 120 horas apés a primeira coleta. Nos intervalos entre os periodos nio
foram colhidas amostras de sangue.

As dosagens das atividades séricas das enzimas creatina quinase fragio MB (CK-MB) e aspartato
transaminase (AST) foram utilizadas como indicadores de lesdo cardiaca, enquanto os niveis de glicose e
calcio ionizado foram utilizados para detec¢do dos efeitos indiretos do MFA no organismo (hiperglicemia e
hipocalcemia). Os ensaios bioquimicos, realizados por método enzimatico, seguiram os protocolos
disponibilizados nos kits comerciais (Roche®, Jaguaré, Sdo Paulo, Brasil), com leitura em analisador
bioquimico automatico (cobas ¢ 111).

No inicio de cada periodo era realizado exame fisico para avaliacdo da frequéncia cardiaca, peso e
comportamento. No dia seguinte ao fim de cada periodo, apenas frequéncia cardiaca e comportamento eram
avaliados. Os animais eram observados a cada seis horas e as observagdes intensificadas quando havia
manifestacdo de sinais clinicos.

Como o objetivo do experimento foiapenas detectar diferengas na susceptibilidade entre os ovinos
e identificar lesdes cardiacas antes da apresentacdo dos sinais clinicos, e ndo necessariamente causar a
morte, todos os ovinos que apresentaram sinais clinicos graves foram tratados com 2 g/kg de acetamida,
diluida em agua e administrada pela canula ruminal. Quando os sinais clinicos eram brandos, os animais
foram mantidos em repouso até total recuperagio

Nos casos com evolucdo fatal, realizou-se anecropsia com coleta de fragmentos dos diversos 6rgios
em formol tamponado 10%, que foram processados rotineiramente para exame histopatolégico. O coragdo
de cada animal foi seccionado transversalmente em cinco sec¢des equidistantes (C1, C2, C3, C4 e C5) para
avaliagdo do miocardio e fragmentos de ventriculo esquerdo e direito, septo interventricular, musculo
papilar direito e esquerdo foram coletados. Trés coracdes de ovinos que ndo apresentavam necrose de
cardiomidcitos, foram utilizados como controle negativo durante a avaliagdo histopatoldgica.

Os niveis séricos das enzimas CK-MB e AST, assim como os niveis de glicose e calcio ionizado foram
comparados entre os grupos G1 e G2 através do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, adotando-se o
nivel de significancia de 5%.

Este experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMS e
protocolado sob o n® 706/2015.
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RESULTADOS

No periodo 1, os ovinos do G1 receberam uma dose total de 0,25 mg/kg e ndo apresentaram quaisquer
sinais clinicos de intoxicagdo por MFA. Os primeiros sinais clinicos de intoxicagdo foram observados no
ovino 1 e ocorreram no segundo periodo, apds o recebimento de 4 doses consecutivas de 0,08 mg/kg (dose
total de 0,32 mg/kg). No periodo 3, os ovinos 1 e 2 se intoxicaram apés receberem uma dose total de 0,32
mg/kg. Todos os ovinos que adoeceram nos periodos 2 e 3 se recuperaram espontaneamente. O primeiro
caso de intoxicacdo fatal ocorreu no periodo 4, apds o recebimento de uma dose total de 0,3 mg/kg. O ovino
1 foi encontrado morto sem apresentar sinais clinicos prévios. Nesse mesmo periodo, o ovino 3 apresentou
sinais clinicos graves de intoxicacdo e recuperou-se 24 horas apds o tratamento com acetamida.

No periodo 5, mesmo apds o recebimento de um dose total de 0,3 mg/kg, nenhum dos animais se
intoxicou. No periodo 6, dois animais (ovinos 4 e 5) que nio haviam apresentado sinais clinicos durante o
experimento, foram encontrados mortos sem apresentacdo de sinais clinicos prévios depois de receberem
uma dose de 0,25 mg/kg de MFA. Ja os ovinos 2 e 3 demonstraram sinais graves de intoxicacdo apds
receberem duas doses consecutivas de 0,25 mg/kg. Ambos recuperaram-se 32 e 18 horas, respectivamente,
apds o tratamento com acetamida. Os ovinos do G2 ndo apresentaram qualquer alteragdo na frequéncia
cardiaca ou comportamento durante o experimento. Os sinais clinicos, dose ingerida, frequéncia cardiac a
no inicio dos periodos e durante a apresentagdo dos sinais clinicos e desfecho dos ovinos do G1 durante o
periodo experimental estdo resumidos no Quadro 1.

Nao houve diferenca significativa nos niveis séricos de CK-MB, AST, glicose e calcio ionizado entre
os grupos G1 e G2. No entanto, em quatro ocasides, os niveis séricos de glicose estavam acima do valor de
referéncia para a espécie ovina. No periodo 2, os ovinos 1 e 2 apresentaram valores de 115,27 e 85,42
mg/dL, respectivamente. Ja o ovino 3, apresentou hiperglicemia nos periodos 3 (152,60 mg/dL) e 4 (221,63
mg/dL). Em todos os casos este aumento ocorreu durante a apresentacdo dos sinais clinicos. Os valores
médios de aspartato aminotransferase (AST), creatina quinase fragdo MB (CKMB), glicose e calcio ionizado
dos ovinos dos grupos 1 e 2 encontram-se na Fig.1.

Os principais achados de necropsia nos trés animais (Ovinos 1, 4 e 5) foram mucosa oral cianética,
edema e congestdo pulmonares, hidropericardio leve a moderado, discretas petéquias multifocais no
epicardio, veias jugulares, pulmonares, cava caudal e cranial moderadamente ingurgitadas, coagulo no
ventriculo esquerdo e figado discretamente aumentado com padrédo lobular evidente.

As lesdes histolégicas foram semelhantes nos trés animais e variaram apenas em intensidade. As
lesdes miocardicas consistiram principalmente de grupos aleatérios de cardiomidcitos com citoplasma
fortemente eosinofilico, homogéneo e niticleo picnético. Ndo houve relagido entre a gravidade destas lesdes
no miocardio e a regido topografica avaliada. Ocasionalmente, agregados de linfocitos foram vistos no
miocardio, assim como poucos cistos de Sarcocystis sp. Adicionalmente, os pulmdes apresentavam leve
preenchimento alveolar por material proteinaceo (edema) e congestio, que também foi observada no
figado. Devido a autdlise dos tiibulos renais, degeneracdo hidrépico-vacuolar nio foi observada. Os demais
6rgdos ndo apresentaram alteracdes. No miocardio dos ovinos utilizados como controle no exame
histopatolégico ndo havia necrose de cardiomidcitos, e foram observados basicamente cistos de Sarcocystis
sp. e agregados de infiltrado inflamatdrio de linfécitos e raramente neutroéfilos.

DISCUSSAO

Os ovinos do presente estudo apresentaram diferengas na susceptibilidade a intoxicagcdo por MFA, porém
os niveis séricos dos analitos avaliados (CK-MB, AST, glicose e calcio ionizado) ndo foram eficientes para
evidenciar estas diferencas e também ndo foram capazes de indicar lesdes cardiacas antes da apresentacdo
dos sinais clinicos.

Apesar de serem identificadas areas aleatdrias de necrose de cardiomidcitos no exame
histopatolégico, estas lesdes ndo elevaram os niveis séricos de CK-MB e AST. Isto pode estar relacionado ao
fato das lesdes serem leves ou a especificidade do kitde CK-MB utilizado, ja que este é preconizado para uso
em humanos e ainda nao foi padronizado para uso em ovinos. Resultado semelhante foi observado em um
estudo de intoxicacdo experimental por sementes de Senna occidentalis, em que lesdes miocardicas leves
foram detectadas no exame histopatolégico, porém nao houve alteragdes nos niveis séricos de CK-MB e AST
(Lopes et al. 2016). A mensuracdo de CK-MB utilizando kits humanos é aplicada na detec¢do de
cardiomiopatias principalmente em cdes (Fredericks et al. 2001, Diniz et al. 2007), e ja foi utilizada
experimentalmente para detec¢do de possiveis lesdes cardiacas causadas pela intoxicagdo por Amorimia
rigida em camundongos (Melo et al. 2008) e coelhos (Borboleta et al. 2011) e em gatos intoxicados por MFA
(Collichio-Zuannaze, 2006).



40

Neste estudo, alguns ovinos apresentaram hiperglicemia durante a apresentacdo dos sinais clinicos,
enquanto os niveis séricos de calcio ionizado se mantiveram dentro dos limites fisiolégicos para espécie
ovina durante todo o experimento. Alteracdes nos niveis de glicose e calcio ionizado seriam esperadas
considerando-se o mecanismo de acdo do MFA, entretanto os niveis de calcio ionizado se mantiveram
normais durante o periodo experimental, enquanto os niveis de glicose aumentaram em alguns animais
somente durante a apresentacdo dos sinais clinicos. Bosakowski & Levin (1986), descrevem a diminui¢éo
do calcio sérico total em cdes, porém em ratos esta alteracio ndo foi observada. Esses autores ainda
mencionam aumento da glicemia nessas duas espécies e apontam uma relacio inversamente proporcional
entre a diminuicdo do calcio total e aumento na glicemia e os niveis de citrato sérico. Em ovinos, os niveis
séricos de citrato se mantiveram elevados por quatro dias apds o recebimento de dose Unica de MFA
(Gooneratne et al. 2008).

Nao foram observadas lesdes macroscépicas nos coragdes dos ovinos que morreram durante este
experimento, oque também é relatado por autores que reproduziram intoxicagdo aguda por MFA com doses
unicas de 0,5 mg/kg e 1 mg/kg (Peixoto et al. 2010). Santos et al. (2014), relatam a presenca de areas palidas
no miocardio de um em 13 ovinos necropsiados. Em ovinos intoxicados cronicamente, que receberam doses
de 0,8 mg/kg, 1 mg/kg e 2,1 mg/kg, divididas respectivamente em 8 doses de 0,1 mg/kg, 10 doses de 0,1
mg/kg e 42 doses de 0,05 mg/kg, fornecidas durante 41, 66 e 100 dias, o miocardio apresentou coloracdo
moteada (Shultz et al. 1982).

Apesar dos ovinos terem recebido pequenas doses de MFA durante varios dias, as lesdes
microscépicas encontradas no miocardio dos animais foram agudas, caracterizadas por necrose de
cardiomidcitos. Lesdes miocardicas agudas também sio descritas por Barbosa et al. (2015), que forneceram
doses diarias de 0,2 g/kg de Palicourea marcgravii a caprinos por até 38 dias. Contrariamente, areas
multifocais de fibrose no miocardio sdo relatadas em ovinos que receberam doses letais e subletais
fracionadas por até 100 dias (Shultz et al. 1982). Areas de fibrose também foram encontradas em ovinos
que sobreviveram ao desafio com dose tinica préxima a dose letal de MFA e foram sacrificados 2 anos apds
0 experimento, no entanto osautores ndo afirmam que essalesdo tenha sido causada pela ingestdo de MFA
(Gooneratne et al. 2008).

Dados interessantes quanto a sensibilidade individual dos ovinos a intoxicagdo por MFA foram
observados neste estudo. A morte dos ovinos 1, 4 e 5 foi causada por doses menores que as recebidas em
periodos anteriores, enquanto o ovino 2 apresentou sinais clinicos no periodo 2, quando recebeu 0, 32
mg/kg e ndo apresentou quaisquer manifestacdes de intoxicagdo nos periodos 3, 4 e 5 quando recebeu
doses iguais ou préximas a dose do periodo 2. Ja o ovino 3 ndo apresentou sinais clinicos no periodo 2,
porém passou a manifesta-los no periodo 3 quando recebeu a dose do periodo anterior. No quinto periodo
nenhum dos ovinos se intoxicou, mesmo apos a ocorréncia de sinais clinicos e morte no periodo anterior. A
ampla variagdo nas doses letais do MFA em ovinos é descrita (Humphreys, 1988), no entanto em nenhum
dos relatos anteriores encontramos meng¢do a existéncia de diferencas na sensibilidade em um mesmo
animal.

Os ovinos do presente estudo demonstraram-se mais sensiveis ao MFA quando comparado a ovinos

de estudos anteriores. As doses de 0,2 a 0,5 mg/kg de MFA causaram sinais clinicos de intoxicagdo ou morte
de alguns ovinos, diferente do relatado por Santos et al. (2014), que observaram sinais clinicos apenas no
sexto periodo experimental, quando os ovinos haviam recebido dose total de 0,75 mg/kg. Além disso, apds
o desafio com 1 mg/kg, trés ovinos se recuperaram e dois ndo apresentaram sinais clinicos.
O efeito acumulativo do MFA poderia ser sugerido como causa desta maior sensibilidade encontrada neste
estudo, ja que os intervalos entre periodos foram reduzidos comparando-se a metodologia original de
Santos et al. (2014). Esses autores utilizaram intervalos de 10 dias entre os periodos, até o periodo 3 e a
partir do periodo 3 o intervalo passou aser de 15 dias. No entanto, alguns dos nossos resultados eliminam
esta hipdtese, como por exemplo, o inicio dos sinais clinicos de intoxicacdo que ocorreram no periodo 2,
quando o intervalo entre os periodos era o mesmo utilizado por Santos et al. (2014). Outro fato que refor¢a
a auséncia do efeito acumulativo é a auséncia de sinais de intoxicagdo no quinto periodo, mesmo apos a
apresentacdo de sinais clinicos pelo ovino 3 e a morte do ovino 1 no periodo anterior.

Mesmo com um objetivo diferente, nossos resultados também reforcam os obtidos por Santos et al.

(2014) de que doses subletais de MFA ndo induzem resisténcia em ovinos. Em outras espécies como aguias,
ratos, camundongos e macacos, o fornecimento de doses subletais levou a um aumento na tolerancia,
comprovado pelo desafio com doses letais. Contrariamente, em cdes, cobaios, coelhos e patos selvagens, a
administracdo de doses subletais ocasionou a intoxicagdo fatal.
Apesar do presente estudo ndo apresentar éxito na deteccdo da diferenca de sensibilidade dos ovinos a
intoxicagdo por MFA através dos analitos avaliados, a metodologia experimental utilizando doses crescentes
e ndo letais demonstrou-se apropriada para este tipo de experimento, ja que possibilita identificar a dose
téxica para cada animal, assim como variagdes na sensibilidade individual.



41

REFERENCIAS

Albuquerque S.S.C., Rocha B.P.,, Almeida V.M., Oliveira |.S., Riet-Correa F., Lee S.T., Evéncio Neto . &
Mendonga F.S. 2014. Fibrose cardiaca associada a intoxicagdo por Amorimia septentrionalis em
bovinos. Pesq. Vet. Bras. 34(5):433-437.

Bandinelli M.B., Bassuino D.M., Fredo G., Mari C., Driemeier D., Sonne L. & Pavarini S.P. 2014. Identificacdo e
distribuicdo de lesdes cardiacas em bovinos intoxicados por Amorimia exotropica. Pesq. Vet. Bras.
34(9):837-844.

Barbosa, R.R, Silva, L.P,, Soto-Blanco, B. 2008. Development of conditioned taste aversion to Mascagnia
rigida in goats. Pesquisa Veterinaria Brasileira.v.28 (12), p. 571-574.

Barbosa, E.F.G., Cardoso, S.P., Cabral Filho, S.L.S,, Borges, J.R.J., Lima, EEM.M., Riet-Correa, F., Castro, M.B.
2015. Sinais clinicos e patologia da intoxicacdo cronica experimental de caprinos por Palicourea
marcgravii. Pesq. Vet. Bras. 35(3):209-215.

Bosakowski T. & Levin A.A. 1986. Serum citrate as a peripheral indicator of fluoroacetate and fluorocitrate
toxicity in rats and dogs. Toxicol. Appl. Pharmacol. 85:428-436.

Becker, M., Caldeira, F.H.B., Carneiro, F.M., Oliveira, L.P., Tokarnia, C.H., Riet-Correa, F., Lee, S.T., Colodel, E.M.
2013. Importancia da intoxicagdo por Amorimia pubiflora (Malpighiaceae) em bovinos em Mato
Grosso: reprodugdo experimental da intoxicagdo em ovinos e bovinos. Pesq. Vet. Bras. v.33 (9), p. 1049 -
1056.

Borboleta, L.R., Labarrere, C.R., Ribeiro, A.F.C., Paes-Leme, F.0., Paes, P.R.0., Ocarino, N.M., Melo, M.M. 2011.
Perfil bioquimico sanguineo na intoxicagdo experimental com extrato de Mascagnia rigida (A. Juss.)
Griseb. (Malpighiaceae) em coelhos. Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.63, n.5, p.1113-1123

Collicchio-Zuanaze, R.C. Perfil hematolégico, bioquimico, histopatoldgico e toxicolégico de gatos induzidos
experimentalmente com monofluoroacetato de sédio. Botucatu, 2006, 168p. Defesa de Tese de
Doutoramento em Medicina Veteriniria, Area de Clinica Veteriniria - Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu, 2006. Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”.

Diniz, P.P.V.P,, Schwartz, D.S., Collicchio-Zuanaze, R.C. 2007. Cardiac trauma confirmed by cardiac markers
in dog: two case reports. Arq. Bras. Med. Vet. Zootec. v. 59 (1),p. 85-89.

Duarte A.L.L., Medeiros R.M.T., Carvalho F.K.L., Lee S.T., Cook D., Pfister ].A., Costa V.M.M. & Riet-Correa F.
2013.Induction and transfer of resistance to poisoning by Amorimia (Mascagnia) septentrionalis in
goats J. Appl. Toxicol. v.34(2):220-223.

Fredericks, S.; Merton, G.K.; Lerena, M.].; Heining, P.; Carter, N. D.; Holt, D. W. 2001. Cardiac troponins and
creatine kinase content of striated muscle incommon laboratory animals. Clinical Chimica Acta, v. 304,
p. 65-74.

Giannitti, F., Anderson, M., Caspe, S.G., Mete, A., East, N.E, Mostrom, M.,Poppenga, R. 2013. An outbreak of
sodium fluoracetate (1080) intoxication in selenium and copper-deficient sheep in California.
Veterinary Pathology. V.50(6), p. 1022-1027.

Humphreys D.]. 1988. Veterinary Toxicology. 3rd ed. Bailliere Tindall, London. 356p.

Krebs H.C., Kemmerling W. & Habermehl G.1994. Qualitative and quantitative determination of fluoroacetic
acid in Arrabidea bilabiata and Palicourea marcgravii by F-NMR spectroscopy. Toxicon 32:909-913.

Kimball B.A., Provenza F.D. & Burritt E.A. 2002. Importance of alternative foods on the persistence of flavor
aversions: implications for applied flavor avoidance learning. Applied Animal Behaviour Science. v. 76,
p.249-258.

Lee S.T., Cook D., Riet-Correa F., Pfister ].A., Anderson W.R., Lima F.G. & Gardner D. 2012. Detection of
monofluoracetate in Palicourea and Amorimia species. Toxicon 60:791-796.

Lee, S. T. Cook, D., Pfister, J. A, Allen, J. G, Colegate, S. M., Riet-Correa, F. & Taylor, C. M. 2014.
Monofluoroacetate-containing plants that are potentially toxic to livestock. Journal of Agricultural and
Food Chemistry. v.62, p. 7345-7354.

Lopes D.I.S, Sousa, M.G., Ramos, A.T., Maruo, V.M. 2016. Cardiotoxicity of Senna occidentalis in sheep (Ovis
aries). Open Veterinary Journal. v.6 (1), p. 30-35.

Melo, M.M., Vercosa Junior, D., Pinto, M.C.L., Silveira, ].B., Ferraz, V., Ecco,R., Paes, P.R.0. 2008. Intoxica¢do
experimental com extratos de Mascagnia rigida (Malpighiaceae) em camundongos. Arq. Bras. Vet
Zootec. v.60 (3), p. 631-640.

Morris, C.A., Towers, N.R., Tempero, H.J. 1991. Breeding for resistence to facial eczema in dairy cattle.
Proceedings of the New Zealand Grassland Association. v. 53, p. 221-224.


http://pvb.com.br/index.php?link=buscart&tipo=AU&campo1=Albuquerque+S.S.C.
http://pvb.com.br/index.php?link=buscart&tipo=AU&campo1=Rocha+B.P.
http://pvb.com.br/index.php?link=buscart&tipo=AU&campo1=Almeida+V.M.
http://pvb.com.br/index.php?link=buscart&tipo=AU&campo1=Oliveira+J.S.
http://pvb.com.br/index.php?link=buscart&tipo=AU&campo1=Riet-Correa+F.
http://pvb.com.br/index.php?link=buscart&tipo=AU&campo1=Lee+S.T.
http://pvb.com.br/index.php?link=buscart&tipo=AU&campo1=Ev%EAncio+Neto+J.+%26+Mendon%E7a+F.S.
http://pvb.com.br/index.php?link=buscart&tipo=AU&campo1=Ev%EAncio+Neto+J.+%26+Mendon%E7a+F.S.
http://pvb.com.br/index.php?link=buscart&tipo=AU&campo1=Bandinelli+M.B.
http://pvb.com.br/index.php?link=buscart&tipo=AU&campo1=Bassuino+D.M.
http://pvb.com.br/index.php?link=buscart&tipo=AU&campo1=Fredo+G.
http://pvb.com.br/index.php?link=buscart&tipo=AU&campo1=Mari+C.
http://pvb.com.br/index.php?link=buscart&tipo=AU&campo1=Driemeier+D.
http://pvb.com.br/index.php?link=buscart&tipo=AU&campo1=Sonne+L.+%26+Pavarini+S.P.

42

Nogueira V.A., Franca T.N., Peixoto T.C., Caldas S.A., Armién A.G. & Peixoto P.V. 2010. Intoxicacdo
experimental por monofluoroacetato de sédio em bovinos: aspectos clinicos e patolégicos. Pesq. Vet.
Bras. 30(7):533-540.

Oliveira M.D., Riet-Correa F., Carvalho F.K.L, Silva G.B., Pereira W.S. & Medeiros R. M.T. 2013. Indu¢do de
resisténcia a intoxicacdo por Palicourea aeneofusca (Rubiaceae) mediante administracdo de doses
sucessivas ndo toxicas. Pesq. Vet. Bras. 33(6):731-734.

Oliveira, M.D., Riet-Correa, F., Silva, G.B., Pereira, W.S., Freire, L.F.S., Medeiros, RM.T. 2014. Aversio
alimentar condicionada para o controle da intoxicacdo por Palicourea aeneofusca. Ciéncia Rural, v. 44
(7), p- 1246-1248.

Peixoto T.C. Nogueira V.A., Coelho C.D., Veiga C.C.P., Peixoto P.V. & Brito M.F. 2010. Avaliag¢des clinico-
patoldgicas e laboratoriais da intoxicacdo experimental por monofluoroacetato de s6dio em ovinos.
Pesq. Vet. Bras. 30(12):1021-1030.

Peixoto, T.C., Oliveira, L.I., Caldas, S.A., Catunda Junior, F.E.A., Carvalho, M.G., Fran¢a, T.N. 2012. Efeito
protetor da acetamida sobre as intoxicacdes experimentais em ratos por monofluoroacetato de sédio
e por algumas plantas brasileiras que causam morte subita Pesq. Vet. Bras.. v.31(11):938-52.

Peixoto, T.C., Nogueira, V.A., Caldas, S.A., Franca, T.N., Anjos, B.L., Aragdo, A.P. & Peixoto, P.V. 2012. Efeito
protetor da acetamida em bovinos indica monofluoroacetato como principio téxico de Palicourea
marcgravii (Rubiaceae). Pesq. Vet. Bras. v.32 (4):219-328.

Pessoa, D.A.N,, Silva, L.C.A,, Lopes, J.R.G., Macédo, M.M.S,, Garino Junior, F., Azevedo, S.S. & Riet-Correa, F.
2015. Resisténcia a intoxicagdo por Amorimia septentrionalis em caprinos, induzida pela inoculagdo
ruminal das bactérias Pigmentiphaga kullae e Ancylobacter dichloromethanicus. Pesq. Vet. Bras., v. 35,
n. 2, p.115-128.

Ralphs M.H. 1997. Long term retention of aversions to tall larkspur in naive and native cattle. Journal of
Range Management. v. 50, p. 367-370.

Ralphs M.H. 2001. Plant toxicants and livestock: prevention and management, p.441-470. In: Hui Y.H., Smith
R.A. & Spoerke JrD.G. (Ed.), Foodborne Disease Handbook. 2nd ed. Marcel Dekker, New York, NY.
Santos A.C., Riet-Correa F., Heckler R.F., Lima S.C,, SilvaM.L., Rezende R., Carvalho N.M. & Lemos R.A.A. 2014.
Administracdo repetida de doses ndo téxicas de monofluroacetato de s6dio ndo protege contra a

intoxica¢do por este composto em ovinos, Pesq. Vet. Bras. v.34(7):649-654.

Schons S.V., Mello T.L., Riet-Correa F. & Schild AL. 2011. Poisoning by Amorimia (Mascagnia) septium in
sheep in northern Brazil. Toxicon 57:781-786.

Silva, L.C.A, Pessoa, D.AN, Lopes, ].R.G., Albuquerque, L.G., Silva, L.S.A., Garino Junior, F., Riet-Correa, F.2016.
Protection against, Amorimia septentrionalis poisoning in goats by the continuous administration of
sodium monofluoracetate-degrading bactéria. Toxicon. 111: 65-68.

Soares M.P., Pavarini S.P., Adrien M.L., Quevedo P.S., Schild A.L., Peixoto P.V., Farias da Cruz C.S. & Driemeier
D. 2011. Amorimia exotropica poisoning as a presumptive cause of myocardial fibrosis in cattle. J. Vet.
Diagn. Invest. v. 23(6):1223-1229.

Tokarnia C.H., Brito M.F., Barbosa ].D., Peixoto P.V. & Débereiner J. 2012. Plantas toxicas do Brasil. Editora
Helianthus, Rio de Janeiro. 586p.

Legendas das figuras
Fig.1. Valores médios de aspartato aminotransferase (AST), creatina quinase fracdo MB (CKMB), glicose e
calcio ionizado dos ovinos dos Grupos 1 e 2.
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Quadro 1. Principais dados sobre o periodo experimental, dose recebida, sinais clinicos, frequéncia cardiaca
de cada periodo e desfecho daindugio a resisténcia a administracdo de monofluoroacetato em ovinos.

Dose Frequéncia Frequéncia
recebida cardiaca cardiaca Sinais clinicos Desfecho
inicial final
Periodo 1
Ovinos 1, 2, 5 doses de - Nenhum animal apresentou sinais Nenhum animal
3,4e5 0,05 mg/kg clinicos se intoxicou
Periodo 2
Ovino 1 4 doses de 60 bpm* NA** Anorexia, apatia, relutincia em Recuperacio
0,08 mg/kg movimentar-se, afastamento dos
membros pélvicos, incoordenacdo,
tremores musculares
Ovino 2 4 doses de 73 bpm 109 bpm Anorexia, apatia, relutincia em Recuperacio
0,08 mg/kg movimentar-se e afastamento dos
membros pélvicos.
Ovinos 3,4 4 doses de - - Nao apresentaram sinais clinicos Nenhum animal
e5 0,08 mg/kg se intoxicou
Periodo 3
Ovino 1 4 doses de 62 bpm 77 bpm Anorexia, incoordenagao. Recuperagao
0,08 mg/kg
Ovino 3 4 doses de 55 bpm 163 bpm Anorexia, apatia, incoordenacao, Recuperagao
0,08 mg/kg membros pélvicos afastados e
decubito esternal.
Ovinos 2,4 4 doses de - - N3o apresentaram sinais clinicos Nenhum animal
e5 0,08 mg/kg se intoxicou
Periodo 4
Ovino 1 2 doses de 57 bpm NA Auséncia de sinais clinicos. Morte
0,1 mg/kg
Ovino 3 3 doses de 55 bpm 77 bpm Anorexia, apatia, incoordenacao, Recuperagao
0,1 mg/kg membros pélvicos afastados, (tratamento com
tremores musculares, quedas acetamida)
frequentes.
Ovinos 2, 4 3 doses de - - Nio apresentaram sinais clinicos Nenhum animal
e5 0,1 mg/kg se intoxicou
Periodo 5
Ovinos 2, 3, 3 doses de - - Nao apresentaram sinais clinicos Nenhum animal
4e5 0,1 mg/kg se intoxicou
Periodo 6
Ovino 2 2 doses de 69 bpm 101 bpm Incoordenagdo e tremores Recuperacio
0,25 mg/kg musculares. (tratamento com
acetamida)
Ovino 3 2 doses de 63 bpm 81 bpm Incoordenagdo e tremores Recuperacio
0,25 mg/kg musculares. (Tratamento com
acetamida)
Ovino 4 1 dose de 62 bpm NA Auséncia de sinais clinicos. Morte
0,25 mg/kg
Ovino 5 1 dose de 52 bpm NA Auséncia de sinais clinicos. Morte
0,25 mg/kg

bpm — batimentos por minuto.

**NA— nao avaliado.
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Capitulo 3:

Normatizado segundo Periddico: Toxicon

https://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws_home/259?generatepdf=true

Toxicidade dos diferentes estagios vegetativos de Amorimia
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Resumo

Plantas téxicas que contém monofluoracetato causam morte subita em animais de
producéo na Australia, Africa do Sul e Brasil acarretando prejuizos econdémicos para
os produtores. Este estudo teve como objetivo determinar a quantidade de MFA
presente em brotos, folhas maduras, folhas velhas e sementes de Amorimia pubiflora
colhidas em diferentes épocas do ano e seu efeito toxico em ovinos. Amostras de
Amorimia pubiflora foram colhidas durante os meses de abril, agosto e dezembro de
2015 e marco de 2016, separadas de acordo com o0 estagio vegetativo (brotos,
sementes, folhas maduras e velhas), dessecadas em estufa e fornecidas em doses
diarias equivalentes a 5 g/kg de folhas frescas a ovinos através de canula ruminal. O
experimento foi dividido em quatro etapas de acordo com a época de coleta da
planta, de forma que em cada uma delas um ovino recebeu um estdgio vegetativo
da planta (brotos, folhas maduras e velhas). Apenas na segunda etapa do
experimento foi possivel coletar sementes de A. pubiflora e estas foram fornecidas a

um ovino seguindo a mesma metodologia das folhas. A planta foi administrada até
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gue 0s animais apresentassem sinais clinicos de intoxicacdo ou até o término da
quantidade de planta. Aliquotas de folhas e sementes de A. pubiflora fornecidas aos
ovinos foram enviadas para dosagem de monofluoracetato. Todos os estagios
vegetativos da planta foram toxicos durante o experimento, mas 0s maiores niveis
de monofluoracetato foram detectados em sementes e brotos. Folhas maduras
(colhidas em agosto e dezembro) e velhas (colhidas em dezembro) também
causaram intoxicacdo fatal. Nossos resultados demonstram que A. pubiflora pode
ser toxica mesmo quando as concentracdes de MFA sdo baixas, evidenciando que
a simples presenca desta substancia € um fator de risco para a ocorréncia da
intoxicacdo. O conhecimento do principio toxico e suas variagbes nos permite
determinar a patogenia das intoxicacfes, assim como condi¢cdes de ocorréncia,
possiveis tratamentos, controle e profilaxia, contribuindo significativamente para a

diminuicdo de perdas econdbmicas a campo devido as intoxicagbes por essas plantas.

Palavras — chave: Amorimia pubiflora, Monofluoracetato, Morte subita, Plantas

toxicas

Introducéao

Plantas toxicas que causam morte subita em animais de producdo sao
encontradas principalmente em paises como Austrdlia, Africa do Sul e Brasil
ocasionando importantes prejuizos econdmicos (Lee et al., 2014). O principio téxico
detectado, na maioria dessas plantas € o monofluoracetato (MFA), atualmente
reconhecido e quantificado pela adaptacdo do método HPLC-APCI-MS por Lee et al.
(2012), metodologia que anteriormente era aplicada apenas na identificacdo desse
composto em alimentos.

A toxicidade do MFA é resultante da acdo do seu metabdlito ativo, o
fluorocitrato, produzido por meio da “sintese letal’, que interrompe o Ciclo de Krebs
e a producédo de adenosina trifosfato (ATP), prejudicando érgdos com maiores taxas
metabdlicas, como o coracao (Krebs et al., 1994, Santos et al., 2014).

Na Australia, plantas que contém MFA pertencem aos géneros Gastrolobium

e Oxylobium, estdo amplamente distribuidas, acometem bovinos, ovinos, caprinos e
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equinos e sdo consideradas importantes causas de perdas econdmicas para
pecuaristas (Lee et al., 2014). Na Africa do Sul, Dichapelatum cymosum também
conhecida como “gifblaar’ é considerada a terceira planta téxica mais importante da
regido, responsavel por 8% das mortes de bovinos intoxicados por plantas e
micotoxinas (Kellerman et al., 2005).

No Brasil estima-se que 50% das mortes de bovinos causadas por plantas
sejam devido a ingestdo de espécies que conttm MFA. Dentre elas destacam-se
plantas dos géneros Palicourea e Amorimia por apresentarem ampla distribuicao
geografica e boa palatabilidade. O MFA foi identificado em P. marcgravii, P.
aeneofusca, P. amapaensis, P. grandflora, P. aff. juruana, P. longiflora, P. aff.
longiflora, P. macarthurorum, P. nigricans, P. vacillans, P. barraensis, A. amozonica,
A. camporum, A. exotropica, A. pubiflora, A. rigida, A. septentrionalis e Tanaecium
bilabiatum. Apesar de causar quadros de morte subita, MFA nao foi encontrado em
Pseudocalymma elegans (Lee et al., 2012; Tokarnia et al.,, 2012). O diagnéstico
presuntivo de intoxicacdes por MFA ou plantas com este principio toxico pode ser
realizado com base no historico, sinais clinicos apresentados pelos animais, achados
de necropsia e presenca das plantas nas propriedades.

A confirmacdo pode ser realizada através da observacdo de degeneracéo
hidropico-vacuolar nos tibulos contorcidos distais dos rins e da detec¢ao do principio
em amostras bioldgicas, porém a confirmacéo por estes métodos é dificil, ja que os
animais acometidos nem sempre apresentam alteracdes tubulares e a meia-vida do
MFA é curta no organismo restringindo seu periodo de identificacdo em amostras
biolégicas (Nogueira et al., 2011; Tokarnia et al., 2012). Recentemente, a detec¢ao
de MFA na cera da orelha de bovinos intoxicados experimentalmente com P.
marcgravii demonstrou-se um método diagnéstico promissor, pois além de ser
menos invasivo, pode ser realizado em animais vivos e permite a identificacdo de
animais que ingeriram a planta ha pelo menos um més (Shokry et al., 2017).

Experimentos realizados com plantas do género Palicourea e Amorimia,
demonstraram que ha variacdo em sua toxicidade de acordo com a época do ano e
com o estagio vegetativo em que se encontram (brotos, folhas maduras, folhas

velhas e sementes) (Tokarnia et al., 2012; Becker et al., 2013), contudo ndo existem
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estudos que quantifiguem a variagcdo do principio toxico nos diferentes estagios
vegetativos, épocas do ano e seu efeito nos animais. Esse é um aspecto fundamental
para a avaliacdo de risco de ocorréncia da intoxicacdo espontanea, pois a partir do
conhecimento das variac6es do MFA nos diferentes estagios vegetativos da planta
e nos diferentes periodos do ano, é possivel adotar medidas de manejo que evitem
aintroducdo de animais em areas com a presenca da planta hos momentos em que
esta é mais toxica. Este tipo de estudo se torna ainda mais relevante pelo fato de
poder ser aplicado a qualquer espécie de planta que contenha MFA.

O objetivo deste estudo foi determinar a quantidade de MFA presente em
brotos, folhas maduras, folhas velhas e sementes de Amorimiapubiflora colhidas em

diferentes épocas do ano e seu efeito toxico em ovinos.

Material e métodos

Este experimento foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFMS e protocolado sob o n° 537/2013.

As amostras de A. pubiflora utilizadas no experimento foram colhidas em uma
propriedade localizada a 20° 24' 32.56"S, 56° 20' 31.85"0O no municipio de Miranda
no Estado de Mato Grosso do Sul, onde surtos de intoxicacdo pela planta foram
relatados pelo proprietario. Para padronizar as amostras colhidas, areas com
elevada densidade da planta dentro de um mesmo piquete foram cercadas com
gaiolas teladas para evitar 0 acesso de bovinos. Posteriormente estas areas foram
rocadas e deixadas em repouso por um periodo de 60 dias objetivando a brotacéo
da planta. Apos este periodo, foram realizadas coletas sucessivas a cada quatro
meses, aproximadamente.

O experimento foi realizado em quatro periodos, de acordo com a época de
coleta da planta (04/2015, 08/2015, 12/2015 e 03/2016), de forma que todos os
procedimentos descritos a seguir foram repetidos em cada um deles. O tempo entre
as coletas da planta e o inicio dos experimentos variou de 14 a 35 dias.

A cada coleta as folhas eram separadas em brotos (folhas verde claras,
pequenas, macias, localizadas na porcdo mais apical da planta), folhas maduras

(folhas verde claras, de tamanho médio, um pouco mais fibrosas que os brotos,
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localizadas na porcao intermediaria da planta) e folhas velhas (folhas verdes
escuras, grandes, fibrosas, localizadas na porcdo basal da planta). Quando
presentes, as sementes também eram colhidas. Apds, as amostras eram
depositadas em sacos plasticos, acondicionadas em caixa de isopor com gelo
reciclavel e transportadas a Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, onde
passavam por dessecacdo em estufa de ventilagdo forcada a 55°C por 72 horas.
Posteriormente, as folhas e sementes dessecadas eram trituradas em moinho com
peneira de 2mm e armazenadas em sacos plasticos vedados. Para o célculo da
perda de agua, 1 kg de folhas frescas de cada categoria era pesado apos a
dessecacédo e a porcentagem de reducdo do peso era usada no célculo das doses
fornecidas aos ovinos. O mesmo foi feito com as sementes.

Aliquotas da planta dessecada foram enviadas ao Toxic Plant Laboratory,
Agricultural Research Service, United States DepartmentofAgriculture, Logan, UT,
USA para dosagem do monofluoaraceto através do método HPLC—-APCHMS (Lee
et al., 2012). O tempo entre a coleta das amostras e o envio para dosagem de MFA
foi de dois meses para as amostras do primeiro periodo, 14 meses para as do
segundo, 8 meses para as do terceiro e 4 meses para as do quarto periodo.

Para avaliar a toxicidade, cada estagio vegetativo da planta dessecada foi
fornecido a um ovino, em doses diarias equivalentes a 5 g/kg de folhas frescas,
através de canula ruminal. A administracdo da planta era interrompida se o animal
apresentasse sinais clinicos de intoxicacdo ou ao término da planta.

Todos os ovinos utilizados no experimento eram provenientes de areas sem
a ocorréncia de plantas que causam morte subita, sem raca definida, adultos,
pesando entre 23 e 51 kg, previamente vermifugados (Ripercol®). Os animais foram
mantidos em baias individuais, teladas, de 2,0 m? e piso de chao, alimentados racéo
comercial para a espécie (equivalente a 1% do PV), silagem de milho, sal mineral e
agua a vontade. Cada animal foi submetido a um exame clinico completo antes do
fornecimento da planta, com realizacdo de novo exame clinico durante a

apresentacao de sinais clinicos da intoxicacéo.
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Os ovinos que morreram foram necropsiados e todos os oOrgados foram
coletados e fixados em formol tamponado a 10%. Apos a fixagdo, os fragmentos

clivados passaram por processamento histologico de rotina.

Resultados

Todos os estagios vegetativos da planta apresentaram toxicidade durante o
periodo experimental, porém as sementes e 0s brotos demonstraram ser mais
toxicos. As concentracdes de monofluoracetato em Amorimia pubiflora de acordo
com os estagios vegetativos e periodos do ano, dose da planta administrada a cada

ovino e desfecho clinico encontram-se dispostos no Quadro 1.

Quadro 1. Concentracdo de monofluoracetato em Amorimia pubiflora de acordo com os
estagios vegetativos e periodos do ano, dose de planta administrada a cada ovino e desfecho
clinico durante o periodo experimental.

Fase vegetativa Dose total Concentragdo Dose total MFA Desfecho
Ovinos Peso da planta de planta deMFA administrado (mg) clinico
(kg) administrada (g/kg) (ng/mg)
Planta colhidaem 04/2015
01 334 brotos 20 0,140 93,52 Morte
02 37,0 maduras 50 0,120 2220 Ndo morreu
03 45,0 velhas 105 0,067 31,65 N3o morreu

Planta colhidaem 08/2015

04 23,0 brotos 10 0,012 2,88 Ndo morreu
05 29,8 maduras 15 0,018 795 Morte
06 51,1 velhas 15 0,007 5,38 Ndo morreu
07 Sementes 5 0,100 21,0 Morte
Planta colhida em 12/2015

08 335 brotos 10 0,140 46,90 Morte
09 27,5 maduras 40 0,008 9,13 Morte
10 46,5 velhas 90 0,009 39,33 Morte
Planta colhida em 03/2016

11 32,0 brotos 10 0,220 70,40 Morte
12 44,5 maduras 45 0,021 42,05 Ndo morreu

13 39,5 velhas 175 0,021 145,16 Ndo morreu
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Em todas as etapas, 0os ovinos aos quais foram fornecidas folhas maduras e
velhas receberam maior nimero de doses. Este fato deve-se a maior disponibilidade
de folhas maduras e velhas de A. pubiflora presentes nas areas isoladas para coleta,
que sempre foram superiores a quantidade de brotos. Apenas no més de
agosto/2015 coletou-se sementes da planta, que demonstraram ser a parte mais
toxica, com dose letal de 5 g/kg e maior concentracdo de MFA quando comparada
as folhas. .Com excecdo do ovino 4, todos 0os que consumiram brotos morreram,
independente do periodo do ano. Dentre os que consumiram folhas velhas apenas
o ovino 10 morreu. Os animais que apresentaram sinais clinicos da intoxicacao
morreram. A evolucdo clinica variou entre 2h30 e 96 horas até o 6bito. Os principais
sinais clinicos foram a apatia, anorexia, decubito esternal, tremores musculares,
incoordenacdo motora e quedas.

As alteragbes observadas na necropsia consistram em mucosa oral
levemente ciandtica, ingurgitamento de grandes vasos, hidropericardio discreto e
edema pulmonar leve a moderado. No exame histopatolégico ndo foram observadas

lesbes significativas em nenhum dos animais.

Discusséao

Amorimia pubiflora, nas doses empregadas, demonstrou ser potencialmente
toxica para ovinos em todas as épocas do ano e em todos 0s estagios vegetativos,
porém a planta foi mais toxica no més de dezembro, quando todos os estagios
vegetativos causaram intoxicacdo fatal. Observou-se maior concentracdo do
principio toxico nos brotos e sementes, exceto no periodo de agosto, quando a
concentracdo de MFA foi maior nas folhas maduras. Relatos anteriores (Tokarnia et
al., 2012; Becker et al., 2013) descrevem maior toxicidade dos brotos e sementes de
A. pubiflora com base na quantidade de planta necesséria para causar intoxicacao
fatal, porém, até o momento, ndo h4 estudos comparando a concentracdo do
principio toxico nos diferentes estagios vegetativos.

A Unica ocasidao em que a brotacdo da planta ndo demonstrou ser toxica foi
em agosto. Entretanto, se compararmos os teores de MFA encontrados nestes

brotos aos detectados em folhas maduras e velhas colhidas em dezembro, que
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causaram intoxicacdo fatal, notamos que os brotos de agosto continham 1,5 e 1,3
vezes mais MFA que as folhas maduras e velhas de dezembro, respectivamente. O
fato dos ovinos ndo apresentarem intoxicacao apos a ingestédo da brotacéo de agosto
sugere que outros fatores além da concentracdo do principio ativo podem estar
envolvidos na ocorréncia da intoxicacdo. Um dos possiveis fatores é a variacdo na
sensibilidade individual dos ovinos ao MFA, que ja foi demonstrada em experimentos
com plantas que contém esse principio (Becker et al., 2013; Oliveira et al., 2013;
Barbosa et al., 2015), assim como com o principio em sua forma pura (Peixoto et al.,
2010; Santos et al., 2014).A menor suscetibilidade de alguns animais ao MFA é
atribuida a presenca intrarruminal ou a ingestdo de bactérias com capacidade de
degradar esta substancia (Duarte et al., 2013; Oliveira et al., 2013; Pessoa et al.,
2015; Silva et al., 2016; Becker et al., 2016).

Ainda considerando os resultados das dosagens de MFA obtidas nas
amostras de agosto em nosso experimento, podemos atribuir a maior frequéncia dos
casos de intoxicacdo espontanea relatados em Mato Grosso do Sul entre 0s meses
de agosto e setembro a caréncia alimentar e ndo a maior concentragdo do principio
toxico na planta. Neste periodo h& reducdo na oferta de pastagem e brotagcdo de A.
pubiflora (Tokarnia et al., 2012), fatores que favorecem sua ingestdo. Essa
observacdo é fundamental para o controle da intoxicagdo, pois 0 manejo alimentar
adequado dos bovinos nesta época pode reduzir o risco de intoxicacoes.

Destaca-se que no presente estudo a coleta das amostras foi realizada
sempre no mesmo local, de modo que as mesmas plantas eram coletadas diversas
vezes durante o ano, favorecendo a brotac&o. Esta metodologia de coleta pode né&o
fornecer resultados fidedignos sobre a variacéo dos teores de MFA encontrados em
A. pubiflora ao longo do ano em condi¢des naturais, entretanto, as concentragdes de
MFA no presente estudo, encontradas em folhas jovens colhidas no més de
dezembro, sao semelhantes as encontradas em relatos anteriores avaliadas em
novembro em Mato Grosso (Becker et al.,, 2013). Apesar da semelhanca nas
concentragdes do principio toéxico, em nosso estudo foram necessarios 20g/kg/PV
de planta para causar intoxicacdo fatal, enquanto que Becker et al. (2013) relatam

que 1,5 g/kg/PV causaram sinais clinicos de intoxicagdo em ovinos e 2 g/kg/PV
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causaram a morte. Esses dados reforcam o fato anteriormente abordado que a
quantidade do principio téxico ndo € o Unico fator para a ocorréncia da intoxicagao.
Entretanto, até o momento, ndo é possivel explicar quais outros fatores poderiam
favorecer a intoxicacao neste caso.

Todos o0s ovinos que manifestaram sinais clinicos, mesmo o0 ovino que
recebeu a planta por maior periodo de tempo (dezoito dias), morreram de forma
subita e ndo apresentaram lesdes macroscopicas ou histologicas significativas.
Relatos anteriores mencionam que, mesmo em animais com evolucdo crbnica, a
morte é precedida por uma fase terminal dramatica aguda caracteristica de morte
subita (Schons et al., 2011). Por outro lado, les6es macroscépicas e histolégicas sdo
descritas em intoxicacdes cronicas por MFA ou plantas que contém esse principio
ativo, como A. sepium, A. exotropica e A. septentrionalis (Schultz et al., 1982; Schons
et al., 2011; Soares et al., 2011; Albuguerque et al., 2014), mas ndo na intoxicagao
por A. pubiflora.

Esses resultados demonstram que A. pubiflora pode ser toxica mesmo
qguando as concentracdes de MFA sao baixas, evidenciando que a simples presenca
desta substancia é um fator de risco para a ocorréncia da intoxicacdo. Esses dados
confirmam a importancia ndo so da identificacado do principio ativo de plantas tdéxicas
para animais de producdo, mas também de sua variagdo ao longo do ano. O
conhecimento do principio toxico e suas variagcbes nos permite determinar a
patogenia das intoxicacdes, assim como condicbes de ocorréncia, possiveis
tratamentos, controle e profilaxia, contribuindo significativamente para a diminuicdo

de perdas econdmicas a campo devido as intoxica¢des por plantas.
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Resumo

Para testar a suscetibilidade de ovinos a V. rubricaulis e estabelecer os sinais
clinicos, achados laboratoriais e patolégicos, oito ovinos foram alimentados com
doses variadas da planta. O inicio dos sinais clinicos ocorreu entre 6 e 48 horas ap0s
a administracao de V. rubricaulis e os cursos clinicos duraram de 6 a 56 horas apos
a ingestdo. As atividades séricas de aspartato aminotransferase, gama-glutamil
transferase e fosfatase alcalina foram elevadas e os niveis sanguineos de glicose
diminuiram nos ovinos acometidos. Os sinais clinicos consistiam em apatia,
anorexia, focinho seco, desconforto respiratério, dor abdominal e fezes pastosas
com estrias de sangue e muco. Dois ovinos tinham sinais neuroldgicos, incluindo
fasciculacdo muscular, nistagmo, movimentos de remo e cegueira. Necrose hepética
foi detectada antes da morte por meio de biépsia. Cinco animais morreram e trés se
recuperaram. O figado foi acometido em todos 0s ovinos necropsiados: aumento de
volume e acentuacdo do padrdo lobular com areas vermelhas deprimidas
intercaladas com uma rede amarelo palida. Ascite e hidropericardio foram achados
consistentes. Microscopicamente necrose coagulativa centrolobular a massiva foi
observada. Necrose coagulativa também foi observada em alguns tubulos renais
proximais. Lesdes microscopicas ndo foram encontradas em nenhum outro 6rgao. A
gravidade das lesGes hepéticas foi proporcional ao tamanho da dose. A andlise
quimica do carboxiantractilo no material vegetal de V. rubricaulis apresentou
resultado negativo. Conclui-se que o envenenamento por V. rubricaulis em ovinos

possui caracteristica clinica, bioquimica e patolégica de uma hepatoxicose aguda.

Palavras-chave: Doencas de ovinos, intoxicacao por plantas, Vernonia rubricaulis,

insuficiéncia hepética aguda, hepatotoxicidade.

Introducéo

A Vernonia rubricaulis (familia Asteraceae) € um sub-arbusto que causa alta
taxas de mortalidade em bovinos da regidao do Pantanal (Centro-Oeste) do Brasil
(Tokarnia e Ddbereiner, 1982; Brum et al.,, 2002). Em um levantamento realizado

durante um periodo de 3 anos em 9 fazendas do estado de Mato Grosso do Sul
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(Brum et al., 2002) foram detectadas cerca de 1.000 mortes de bovinos causadas
pela ingestdo dessa planta. A intoxicagcdo acontece principalmente apds o inicio da
estacdo chuvosa quando ocorre a rebrota da V. rubricaulis. Outros fatores também
podem favorecer essa rebrota induzindo o desenvolvimento dos brotos que sdo mais
palataveis para os bovinos. A dose letal para essa espécie é de 10-20 g / kg / peso
corporal (pc). O inicio dos sinais clinicos surge cerca de 24 horas apds a ingestdo da
planta (Tokarnia e D6bereiner, 1982) e o curso clinico varia de 12-48 horas.

A lista de diagnosticos diferenciais deve incluir todos os tdxicos hepaticos
agudos (Ricci et al., 2007; Barros, 2016), ao qual o rebanho bovino brasileiro pode
ser exposto. A presenca da planta, sua distribuicdo geogréfica e sua ecologia,
ajudam a definir o diagnéstico especifico. Outras Vernonias, como V. mollisima
(DObereiner et al. 1976, Tokarnia et al. 1986, Gava et al. 1982) e Vernonia
plantaginoides (Dutra 2016) foram relatadas como téxicas para os bovinos.

Até o0 momento, a intoxicagdo por V. rubricaulis foi documentada apenas em
bovinos (Tokarnia e Do6bereiner, 1982; Brum et al., 2002), mas existem relatos
restritos sobre o envenenamento espontaneo em ovinos. O objetivo deste trabalho
foi determinar os sinais clinicos, os dados laboratoriais, as lesGes vasculares e
histopatolégicas e a suscetibilidade dos ovinos a V. rubricaulis, para auxiliar
profissionais veterinarios de campo a diagnosticar esta intoxicagdo. Uma tentativa

em determinar o principio téxico da V. rubricaulis também foi realizada.

Material e métodos

O experimento foi realizado com a aprovacdo do Comité de Etica para Uso de
Animais em Experimentos (CEUA) da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul
(UFMS), sob o protocolo CEUA-UFMS 657/2015.

Oito ovinos, sem raca definida, com idade entre 3-4 anos e peso meédio de
40kg foram utilizados no estudo. No inicio do experimento, foram vermifugados e
identificados por nimeros sequenciais de 1- 8 (Tabela 1). Um més antes do
experimento, cada animal foi canulado com uma céanula intraruminal permanente.
Durante um periodo de sete dias, periodo de adaptacéo, e ao longo do experimento,

0s animais foram mantidos dentro de quatro baias de 5x2m (dois animais por baia),
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com acesso a agua e alimentacdo correspondente a 2% do seu peso corporal em
matéria seca composta por silagem de milho e racdo comercial ovina. Um exame
clinico erarealizado duas vezes ao dia em cada animal.

Para a determinacdo da atividade sérica da aspartato aminotransferase
(AST), gamma-glutamil transferase (GGT) e fosfatase alcalina (AP), e da
concentragao de glicose, foram colhidas amostras de sangue dos ovinos antes do
inicio do experimento e varios dias depois.

Brotos frescos de V. rubricaulis foram administrados intraruminalmente aos
ovinos nas doses de 2, 3, 6 e 12 mg / kg / peso corporal. Para testar um possivel
efeito acumulativo da planta, um animal (ovino 8) a recebeu na dose de 6 mg / kg /
pc dividida em 3 doses de 2 mg / kg / pc com intervalos de 24 horas e outro (ovino
6) foi alimentado com 6 mg / kg / pc dividido em 2 doses de 3 mg / kg / pc com
intervalo de 24 horas. Todos os outros animais foram alimentados uma Unica vez
com V. rubricaulis.

Os ovinos que morreram foram imediatamente necropsiados. O delineamento
experimental e os resultados constam na Tabela 1. Foram realizadas biopsias de
figado em todos os animais no dia zero (D0) e em diferentes fases do experimento
em trés ovinos, nomeadamente ovino 5 (em DO, D4, D7 e D15), ovino 6 (DO e D2) e
Ovino 7 (em DO, D7 e D15 do experimento). A biopsia apos DO ndo estava disponivel
nos outros ovinos devido ao curso agudo da doenca.

Uma vez que o carboxiatractilosideos (CAT) esta presente em outras plantas
gue causam hepatotoxicoses com lesdo semelhante a encontrada na intoxicagao por
V. rubricaulis (Rissi et al., 2007), uma analise quimica em busca de uma possivel
presenca de CAT como o principio toxico da V. rubricaulis foi realizada. Brotos de V.
rubricaulis foram coletados em 6 de fevereiro de 2017 e 2 de junho de 2017 no
municipio de Campo Grande, MS (S 2026'34 "W 54 ° 38'47"), submetidos a secagem
a temperatura ambiente, triturados e peneirados em uma tela de 2mm.

Amostras de Xanthium strumarium foram coletadas em 23 de agosto de 2016
proximo a Benson, Cache County, Utah (N 41° 48 '05 "W) secas a temperatura

ambiente. Uma solucdo de 0,01 yg / mL do padrao de carboxiatractilosideos de
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potassio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foi preparado em metanol: agua destilada
deionizada (50:50 v:v).

O material vegetal das plantas para a analise de carboxiatractilosideo foi
extraido pesando uma amostra da planta triturada (100 mg) dentro de um tubo de
ensaio (8ml) com tampas de rosca revestidas com teflon (Pierce, Rockford, IL, EUA).
Metanol (2 mL) foi adicionado aos tubos de teste e colocados em agitador mecanico
por 16h, entdo centrifugado para separar o residuo vegetal e o extrato de metanol.
O extrato do metanol (0,5 mL) foi transferido para um frasco automatico de amostra
de 1,5 mL. Agua destilada deionizada (0,5 mL) foi adicionada ao frasco com extrato
de metanol e homogeneizado.

Para analisar a Vernonia rubricaulis por HPLC-MS (cromatografia liquida de
alta eficiéncia) para identificac@o do carboxiatractilosideos, foi injetada uma amostra
(10 pL) para a coluna analitica de fase reversa Betasil-C18 (100 x 2,1 mm, 5 ym)
(Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) protegida por uma coluna de guarda
composta com o mesmo material (10 x 2.1 mm, 5 ym) (Thermo Electron Corporation,
Waltham, MA, EUA).

O carboxiatractilosideo foi eluido na coluna com fase movel de 20mM de
acetato de amonio acetonitrilo a um fluxo de 0,4 mL /min. A fase movel foi
programada com 20 mM acetato de amonio: acetonitrila, 95:5 v.v durante 1 minuto
seguida por um gradiente linear para uma composicdo de 60:40 viv. 20 mM de
acetato de amonio: acetonitrila ao longo de 1 a 8 min. Ao término da fase mével as
amostras foram injetadas usando o sistema HPLC série 1200 (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA) e a coluna eluente foi conectada ao electrospray ionization da
VELOS PRO LTQ (Thermo Scientific).A analise foi realizada com o espectrémetro
de massa operando no modo positivo com 0s seguintes parametros operacionais;
temperatura capilar 275°C, temperatura do aquecedor da fonte 300 ° C, fluxo de gas
de solvatacdo 40 I/h, fluxo de gas 5 unidades arbitrarias, voltagem da fonte 3,5 kV,
corrente da fonte 100 pA a partir de 0-4 min. O excesso de fluxo da coluna foi
desviado para descarte, a partir de 4-8 min. o fluxo foi direcionado para a fonte de
jons. Foram coletados dados de verificacdo de massa para uma faixa de 100 a 800

a.m.u. Os cromatogramas reconstruiram ions MH*, m / z = 69, tempo de eluicao de
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7,1 min consistentes com o0 0,01 ug / mL de carboxiatractilosideo de potassio que foi

utilizado para identificar o carboxiatractilosideo nas amostras das plantas.

Resultados

Os resultados laboratoriais constam nas figuras 1-4 e o desenho experimental

com os resultados obtidos estdo resumidos na Tabela 1.

Tabela 1. Delineamento experimental e resultados obtidos.

Ovinos Dose Inicio dos sinais clinicos Duracaodocurso  Desfecho

(horas apds dministragcdo  clinico (horas)

da planta)
01 12 g/kag/pc 6 6 Morte espontanea
02 12 g/kg/pc 8 6 Eutanasia
03 12 g/kg/pc 6 6 Eutanasia
04 6 g/kg/pc 48 14 Morte espontanea
052 6 g/kg/pc 48 48 Sobreviveu
06 6 g/kg/pc (duas dosesde 48 56 Eutanasia
3g/kg/pc)
07 3 g/kg/pc 48 24 Sobreviveu
08 6 g/kg/pc (trés doses de Sem sinais clinicos Sem sinais Sobreviveu
2g/kg/pc) clinicos

a administrado brotos mais maduros.

Comexcecao do ovino 8,todos os outros ficaram doentes. Os principais sinais
clinicos foram a apatia, anorexia, focinho seco, dificuldade respiratéria e dor
abdominal, também se observou fezes com muco e estrias de sangue em todos 0s
ovinos que adoeceram. Os ovinos 1 e 6 apresentaram sinais nervosos, incluindo
fasciculagcdo muscular, nistagmo, movimentos de pedalagem e cegueira.

Houve elevacdo nas atividades séricas de AST, GGT e FA (Fig. 1-3) nos
animais doentes. Os niveis de glicose diminuiram do periodo pré-experimental de 50
a 80 mg /dL para concentracbes entre 1,3-27 mg/dL em cinco ovinos com sinais

clinicos (Fig.4).
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Fig.1. Enzimas hepaticas aspartato aminotransferase (AST), gamma-glutamil transferase (GGT) e
fosfatase alcalina (AP) para trés ovinos tratados com 12g / kg / peso corporal dos brotos frescos de
V. rubricaulis (Kaneko etal.,2008)
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Fig. 2 Valores médios das enzimas hepaticas aspartato aminotransferase (AST), gamma-glutamil
transferase (GGT) e fosfatase alcalina (AP) para trés ovinos que se intoxicaram consumindo 6 / mg/
peso corporal dos brotos frescos de Vernonia rubricaulis. Os nimeros expressam Ul / L. Os valores
das referéncias estdo na linha na parte inferior do gréfico.
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Fig. 3 Grafico representando valores das enzimas hepaticas aspartato aminotransferase (AST),
gammaglutamil transferase (GGT) e fosfatase alcalina (AF) para uma ovino afetada alimentada com
3/ mg / peso corporal dos brotos frescos de Vernonia rubricaulis. Os nimeros expressam Ul / L. Os
valores das referéncias estdo na linha na parte inferior do grafico (Kaneko et al., 2008).
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Fig. 4. Valores séricos de glicose dos oito ovinos do experimento nas fases inicial
e final do experimento (Kaneko et al., 2008).

Cinco ovinos morreram e trés se recuperaram. Os animais 2 e 3 devido ao
mau prognostico foram eutanasiados. Lesdes hepaticas constituidas por necrose
coagulativa centrolobular foram detectadas nos ovinos 5 em D4-D7 e no ovino 6 em
D2 do experimento. O Ovino 6 morreu no D3. As subsequentes bidpsias do ovino 5

revelaram que as lesdes diminuiram até D15, quando o0 ovino Se recuperou
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clinicamente e as enzimas hepaticas retornaram aos valores normais. O D4 do ovino
5 coincidiu com a elevagédo das enzimas hepéticas.

As lesdes macroscopicas consistram em equimoses e petéquias nas
membranas serosas, principalmente do epicardio. A vesicula biliar estava distendida
e edematosa. O figado de todos os ovinos necropsiados foi acometido. Aumento de
volume e marcada acentuacao do padrdo lobular com areas vermelhas deprimidas
intercaladas com regibes amarelo palido (Fig. 5) foram achados consistentes.
Microscopicamente foi observada necrose coagulativa centrolobular massiva (Fig.
6). Em alguns casos, areas necroticas hemorragicas confluentes formando pontes
de necrose. A necrose coagulativa também foi observada no rim em alguns tdbulos
contorcidos proximais. Nao foram encontradas lesées microscépicas em outros
orgdos de nenhum animal. A gravidade das lesdes hepéticas foi proporcional ao
tamanho da dose.

O carboxiatractilosideo foi detectado em 0,01 ug / mL de carboxiatractilosideo
de potassio em 5X a S/N. O carboxiatractilosideo estava presente nas sementes X.

strumarium, mas ndo foi detectado na amostra da planta V. rubricaulis.

Fig. 5.Intoxicagdo experimental por Vernonia rubricaulis Fig. 6. Intoxicag8es experimental por Vernonia rubricaulis

em ovinos. A acentuacgao do padréo lobular apreciada na em ovinos. O aspecto microscoépico do figado. Necrose

superficie cortada, onde as areas vermelhas e deprimidas coagulativa massiva é observada no centro do l6bulo. CV

aparecemintercaladas com redes amarelo pélida. = veia centrolobular; PT = triade do portal.
Discussao

A administracdo experimental de doses de 6-12/ g/kg/pc de V. rubricaulis para
ovinos resultou em doenca hepatotoxica letal. As lesdes hepaticas observadas nos
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ovinos deste experimento séo tipicas daqueles derivados da acéo de toxicos de acao
aguda que causam insuficiéncia hepéatica. A doenca do figado nos casos do
experimento atual é indicada por uma marcada elevacdo nas atividades séricas de
enzimas hepaticas. Varias toxinas de plantas, bactérias, fungos, insetos e drogas
podem causar semelhantes lesdes e sinais clinicos em animais domésticos (Rissi et
al., 2007, Tessele et al., 2012, Barros, 2016). Por razdes evidentes, plantas toxicas
sao a principal causa desse tipo de lesdo em herbivoros.

O diagnéstico de uma hepatotoxicose aguda nos casos experimentais foi
realizado com base no padréo de lesédo hepatica (centrolobular e necrose coagulativa
submassiva) que € caracteristico deste tipo de lesdo em ruminantes e foram vistos
tanto em bidpsias quanto em espécimes de necropsia e elevacdo de enzimas de
lesdo hepética.

A identificacdo quimica das hepatotoxinas contidas na V. rubricaulis ainda
nao foi determinada. No entanto, sua acdo é semelhante ade outras toxinas agudas,
principalmente fitotoxinas que s&o reconhecidas como causa de insuficiéncia
hepatica aguda em animais de producdo. A necrose centrolobular aguda como
observada nos casos atuais nado é especifico para nenhuma dessas hepatotoxinas
agudas, mas ocorre de forma semelhante atodas as hepatotoxinas (Ricci et al. 2007,
Barros, 2016). Sucintamente, hepatotoxinas que passam pela biotransformacao
tende a exercer seu efeito em hepatocitos de Zona 3 - o centro do I6bulo (Barros
2016). O motivo pelo qual o centro do I6bulo € mais wulneravel a um insulto toxico
comparado aos hepatdcitos localizados perifericamente (Zona 1) € que,
aparentemente, 0s hepatocitos nesta regido tém enzimas mais abundantes que
transformam os compostos lipossoliveis em substancias tdxicas e porque 0s
hepatdcitos centrolobulares tém niveis mais baixos de oxigénio e glutationa
peroxidase (Barros 2016). Nas hepatotoxinas que ndo precisam de biotransformacéo
para exercer seus danos - a chamada "acéo direta" das hepatotoxinas - tendem a
atuar em hepatocitos da periferia lobular (zona 1) devido a proximidade desses
hepatdcitos periportais com o0 sangue que transporta a toxina e chegando em ramos

da veia porta e da artéria hepética (Barros, 2016).



64

E preciso diferenciar as denominacées dadas a estas lesdes hepaticas agudas
como - centrolobular, centrolobular a mediozonal e massiva — na realidade significa
apenas o grau de severidade da leséo dependente da dose. Por exemplo, uma dose
maior de V. rubricaulis causa necrose hepatica massiva enquanto doses menores
causam necrose restrita as areas centrolobulares do l6ébulo (necrose centrolobular).
Esse foi 0 caso dos ovinos deste experimento. Além disso, "centrolobular a
mediozonal " € uma expressao errbnea, uma vez que a regido mediozonal é uma
faixa de necrose hepatocelular restrita a area mediozonal (zona 2) do figado, ndo
afetando a area centrolobular e raramente descrita em animais (Brown et al., 2017).

Os ovinos deste experimento apresentavam sinais neurolégicos claramente
observaveis, incluindo incoordenacédo e opistétono. Sinais neurolégicos associados
com lesdo hepética aguda estéo relacionadas a encefalopatia hepética. No entanto,
em nenhum cérebro as lesGes foram detectadas microscopicamente. Geralmente,
as lesdes de encefalopatia hepatica em ruminantes sé&o observadas em animais que
morrem por insuficiéncia hepética cronica. Eles consistem de vacuolos ovais ou
alongados, cinco a 40 mm de diametro, localizados principalmente na interface da
substancia branco-cinzenta. Esses vaclolos s&o resultantes de edema intra-
mielinicos (Barros et al., 2006).

Recentemente, as alteracdes nos astrécitos, como a transformacdo de
Alzheimer dotipo ll, foram descritos em associacdo com insuficiéncia hepatica aguda
em bovinos (Wouters et al., 2017). N&o se detectou lesdes semelhantes no cérebro
dos ovinos deste estudo. Os ovinos acometidos na intoxicacdo experimental também
desenvolveram hipoglicemia, e isso poderia explicar a sinais neurologicos. No
entanto, o dano cerebral hipoglicémico causa necrose de neurbnio (neurdnios
vermelhos) geralmente envolvendo cortex cerebral, hipocampo e o nicleo caudado
(Vinters e Kleinschmidt-Demasters, 2008), essas lesdes estavam ausentes nos
cérebros destes ovinos.

Sinais clinicos, achados macroscopicos e histopatoldgicos no ovino do
experimento atual foi semelhante aos relatados na intoxicagdo por X. strumarium,
por isso amostras de V. rubricaulis foram analisadas por HPLC-MS para identificar a

presenca de carboxiatractilosideo, reportado em intoxicacdo X. strumarium (Cole et
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al 1980, Rissi et al. 2007). Enquanto o carboxiatractilosideo foi detectado na amostra
de X. strumarium, nas amostras de V. rubricaulis ndo foi detectado. Isso exclui
carboxiatractilosideo como o principio toxico da V. rubricaulis. Assim, o0 principio
hepatotoxico da V.rublicaulis permanece desconhecido. Diversas substancias
citotoxicas foram isoladas de outras espécies de Vernonia (Ndhlala et al., 2013,
Toyang e Verpoorte 2013). Estas incluem lactonas sesquiterpénicas da V. nudiflora
e V.mollissima. (Babalola et al., 2001, Catalan et al., 1986), mas somente um nimero
limitado de principios com atividade toxica foram avaliados e o responséavel pelo
efeito ndo identificado. A hepatotoxicidade causada por extratos de V. amigdalina foi
relatada em camundongos (Ndhlala et al.2013) e por V. colorata em ratos (leh e
Onyechi 2010). Paradoxalmente, a fracdo terpenoide de Vernonia spp. parece
proteger os ratos da hepatotoxicidade do acetaminofeno e do tetracloreto de carbono
(Babalola et al. 2001, Ekam et al 2012), embora as enzimas hepaticas aumentem
com o tempo (Ojiako e Nwanjo 2006), isso parece indicar que, quando consumida
grandes quantidades de Vernonia, as plantas podem causar lesdes hepaticas.
Medidas para controlar a planta s&o dificeis de aplicar. Areas onde grandes
guantidades de Vernonia spp. existem devem ser isolados durante ou logo apos a

estacao chuvosa.
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