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Resumo

LIMA, S. C. Modelo experimental para avaliagdo da resisténcia a intoxicacdo por
monofluoracetato em ovinos. 2016. 26 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS,
2016.

Plantas que contém monofluoracetato (MFA) estdo relacionadas a casos de morte stbita em
rebanhos da Autralia, Africa do Sul e Brasil. Diversas medidas de controle sdo estudadas e
envolvem o fornecimento constante de plantas que conttm MFA ou bactérias capazes de
degradar este composto. A identificacdo e selecdo de animais resistentes é uma alternativa
promissora para a reducdo de perdas, que pode ser mantida independente do fornecimento
continuo de bactérias ou plantas aos animais. Objetivou-se com este estudo: 1) desenvolver
um modelo experimental para identificacdo de ovinos resistentes a intoxicacdo por MFA
através da mensuragdo de marcadores ndo especificos de injaria cardiaca como
creatinaquinase fracdo MB (CK-MB) e aspartato-transaminase (AST) e outros analitos como
calcio ionizado e glicose. 2) estimar a quantidade equivalente de plantas que conttm MFA
necessaria para atingir as doses de MFA utilizadas neste experimento. Cinco ovinos (G1)
receberam doses crescentes ndo letais de MFA diluido em 10 ml de agua deionizada, por via
intrarruminal, por seis periodos: 0,05 mg/Kg por 5 dias; 0,08 mg/Kg por 4 dias; 0,08 mg/Kg
por 4 dias; 0,1 mg/Kg por 3 dias; 0,1 mg/Kg por 3 dias e 0,25 mg/Kg por 3 dias. Entre cada
periodo houve um intervalo de 10 dias sem a administracdo. Outros cinco ovinos (G2)
receberam apenas 10 ml de agua deionizada, também por via intrarruminal, nos mesmos
periodos e respeitando os mesmos intervalos que os ovinos do G1. Amostras de sangue foram
colhidas no primeiro dia de cada periodo (imediatamente antes do fornecimento das doses de
MFA ou agua deionizada) e 48 e 120 horas apds a primeira coleta para mensuracdo dos niveis
séricos de CK-MB, AST, glicose e célcio ionizado. As doses de MFA recebidas pelos animais
do presente estudo foram comparadas a quantidade desta substancia presente em espécies de
Amorimia e Palicourea. Os ovinos ndo se demonstraram resistentes a intoxicacdo. Ndo houve
diferenca significativa nos niveis séricos de CK-MB, AST, glicose e célcio ionizado entre os
grupos G1 e G2, entretanto alguns animais apresentaram hiperglicemia no momento da
apresentacdo dos sinais clinicos. As doses toxicas de MFA administradas no presente estudo
sdo inferiores a quantidade minima de folhas necessaria para causar intoxicacdo,
considerando-se a quantidade deste principio presente em cada espécie de planta. Portanto, o
principio quando administrado em sua forma pura, é mais toxico do que quando ingerido
através do consumo de plantas dos géneros Amorimia e Palicourea

Palavras-chave: Monofluoroacetato, marcadores de injaria cardiaca, miocardio, ovinos.



Abstract

LIMA, S.C. Experimental models to evaluate resistence to the intoxication by
monofluoracetate in sheep. 2016. 26 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS,
2016.

Plants containing monofluoracetate (MFA) are related to sudden death in cattle of Australia,
South Africa and Brazil. Several control measures are studied and involved the constant
providing of plants containing MFA or bacterias capable of degrading this compound. The
identification and selection of resistant animal is a promising alternative to reduce losses,
which can be maintained regardless of the continuous supply of bacteria to animals and
plants. The aim of this study: 1) develop an experimental model for identification of resistent
sheep to intoxication for MFA throught the mesure of non specific markers of cardiac injury
as serum creatine kinase MB (CK-MB) fraction and aspartate transaminase (AST) and others
analytes as ionized calcium and glucose. 2) To estimate the equivalent amount of plants
containig MFA necessary to achieve MFA doses used in this experiment. Five sheep (G1)
recieved crescent non lethal doses of MFA diluted in 10 ml of deionized water, intraruminal,
for six periods: 0,05 mg/kg for 5 days; 0,08 mg/kg for 4 days; 0.08 mg/kg for 4 days; 0,1
mg/kg for 3 days; 0,1 mg/ kg for 3 days and 0,25 mg/kg for 3 days. Between each period there
was an intervalo of 10 days without the administration. Others five sheep (G2) recieved only
10 ml of deionized water, also by intraruminal, at the same periods and respecting the same
intervals as the sheeps of G1. Blood samples were colected at the first day of each period
(immediately before supply of the doses of MFA or deionized water) and 48 and 120 hours
after the first collection for mesure of serum levels of CK-MB, AST, glucose and ionized
calcium. The doses of MFA recieved for animals of the current study were compared to the
quantity of this substance present in species of Amorimia e Palicourea. The sheep don’t
demonstrate to be resistent to intoxication. There was no significant difference in serum levels
of CK-MB, AST, glucose and ionized calcium between G1 and G2, however few animals
presented hyperglycemia at the moment of the clinical signs presentation. The toxic doses of
MFA administered in this study are less than the minimum amount of sheets required to cause
intoxication considering the amount of this principle present in each plant species. Therefore,
the principle when administered in its pure form is more toxic than when ingested by
consuming plants of Amorimia and Palicourea genres.

Keywords:  Monofluoroacetate, cardiac  injury  markers,  myocardial, sheep.
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INTRODUCAO

O monofluoracetato (MFA) € uma substancia altamente tdxica, sintetizada pela
primeira vez na Bélgica e posteriormente identificada como principio tdxico de algumas
espéecies de plantas (CHENOWETH & GILMAN, 1946; EISLER, 1995). Este composto
também é conhecido como fluoracetato, monofluoracetato de sodio, 4cido monofluoracético,
mé&o branca e composto 1080 (CLARKE, 1991).

Sua toxicidade ocorre através do bloqueio do Ciclo de Krebs e consequente
interrupcdo da respiracdo celular e producdo de energia das células. Depois de ingerido, o
MFA se liga a acetil-CoA formando fluoroacetil-CoA que substitui a acetil-CoA no ciclo.
Fluoroacetil-CoA reage com oxaloacetato originando fluorocitrato que é o metabdlito
responsavel pela toxicidade do MFA. Fluorocitrato inibe a enzima aconitase que
fisiologicamente faz a conversdo de citrato em isocitrato. Desta forma ndo ha producéo de
NADH e FADH e consequentemente ndo hé conversdo de ADP em ATP (GONCHAROV et
al., 2005).

Com a interrupcao da transformacéo de citrato em isocitrato este primeiro se acumula
nos tecidos e no sangue exercendo papel importante na patogenia desta intoxicacdo (BUFFA
& PETERS, 1949). O citrato tem efeito quelante sobre o célcio gerando hipocalcemia e a
principal consequéncia deste fato € o risco de arritmias ventriculares (CHENOWETH &
GILMAN, 1947).

Animais intoxicados também apresentam aumento dos niveis séricos de glicose devido
ao aumento dos niveis de cortisol. Este aumento de cortisol ocorre pela falta de metabolizacdo
hepética deste horménio devido a diminuicdo da disponibilidade de ATP para o0s hepatdcitos
(BALLARD & HYDE, 1967).

Todas as espécies sdo susceptiveis a intoxicacdo por MFA, porém demonstram niveis
de sensibilidade diferentes. Sabe-se que canideos sdo 0s mais sensiveis, enquanto aves,
anfibios e primatas toleram doses maiores desta substancia (CHENOWETH & GILMAN,
1947). Na Tabela 1 estdo relacionadas as espécies e as doses letais de MFA para cada uma
delas.

Os sinais clinicos apresentados pelos animais intoxicados ocorrem devido aos efeitos
principalmente sobre o sistema nervoso central (SNC) e o sistema cardiaco e seu inicio é
bastante variavel apos a ingestdo do monofluoracetato. Os sinais de origem neurolégica se
devem a diminuicdo da disponibilidade de ATP para 0s neurdnios que resulta em convulsdes,
ataxia e hiperexitabilidade (CHENOWETH & GILMAN, 1946). Ja no coragdo, ocorre



insuficiéncia cardiaca aguda derivada da necrose de cardiomidcitos gerando taquicardia,
arritmia e jugular ingurgitada com pulso venoso positivo (PEIXOTO et al.,, 2010;
NOGUEIRA et al., 2011; SANTOS et al., 2014).

Tabela 1 Doses letais de monofluoracetato para as diferentes espécies.

Espécies Dose letal (mg/kg por via oral)
Cées 0,06 - 0,20
Bovinos 0,15-0,62
Ratos 0,10-3,0
Ovinos 0,25 - 0,50
Caprinos 0,30-0,70
Gatos 0,30 - 0,50
Suinos 0,30 - 0,40
Cobaios 05-1,0
Equinos 0,50-1,75
Camundongos 0,50 -17,0
Coelhos 0,80
Passeriformes 2,50
Galinhas 5,0-7,50
Macacos 10,0-12,0
Sapos 150,0*
Homem 2,0-10,0

* Via subcutanea.
Fonte: Nogueira et al., 2011.

Em 1946, CHENOWETH & GILMAN propuseram um sistema de classificacdo
baseado nos sinais clinicos decorrentes da intoxicacdo por monofluoracetato apresentados por
cada espéecie e atualmente NOGUEIRA et al., (2011) complementaram esta classificacdo
(Tabela 2).

Os achados de necropsia variam de acordo com a espécie. Em bovinos e ovinos
intoxicados experimentalmente por monofluoracetato as alteragcfes macroscopicas observadas
foram semelhantes e caracterizadas por veias e auriculas ingurgitadas, graus variados de
dilatacdo cardiaca e edema pulmonar, hidropericardio, petéquias no epicardio e na superficie
pleural dos pulmdes (PEIXOTO et al., 2010; NOGUEIRA et al., 2011; SANTOS et al., 2014).
Em gatos observou-se edema, congestao e graus variados de hemorragia pulmonar, petéquias
e sufusdes no endocardio e pericardio, dilatacdo cardiaca direita além de hidropericéardio,
degeneracdo e congestdo hepatica, gastroenterite catarral, efusdo peritoneal, congestédo,
hemorragias e degeneracdo renais (COLLICCHIO-ZUANAZE et al., 2010).

As alteracGes histoldgicas mais importantes observadas em bovinos e ovinos ocorrem

nos rins e sdo consideradas fundamentais para o diagndstico da intoxicacdo, consistindo de



graus variados de degeneragdo hidropico-vacuolar dos tabulos uriniferos contornados distais e

picnose nuclear.

Tabela 2 Classificacdo das espécies de acordo com os sinais clinicos apresentados na intoxicacgéo por
monofluoracetato.

Categoria Espécie animal Acéo do monofluoracetato
I Bovinos, ovinos, caprinos e coelhos Efeito sobre o coracdo
I Gatos, equinos e suinos Efeito sobre o SNC e coracdo
11l Caes, cobaios, ratos e hamsters Efeito sobre o SNC
v Outras espécies Sintomatologia atipica (fraqueza e bradicardia)

Lesdes hepaticas como congestdo, tumefacdo, vacuolizacdo e necrose individual de
hepatdcitos também sdo encontradas assim como edema pulmonar, porém sdo consideradas
lesbes de pouca importancia no diagnéstico (PEIXOTO et al., 2010; NOGUEIRA et al., 2011;
SANTOS et al.,, 2014). J& em gatos, foram descritas lesdes microscopicas no miocérdio,
pulmdes, figado, rins e encéfalo. No miocardio observou-se edema, congestdo, hemorragia e
necrose multifocal; nos pulmdes edema, congestdo e hemorragia acentuados; congestdo com
degeneracfes hidropica e gordurosa no figado além de infiltrado mononuclear; nos rins
estavam presentes degeneracOes tubular e hialina; e no encéfalo congestdo das substancias
cinzenta e branca, gliose, sateliose e neuronofagia, tumefacdo celular, cromatélise e multiplos
focos hemorragicos (COLLICCHIO-ZUANAZE et al., 2010).

Em animais de producdo a intoxicacdo por MFA é descrita apenas experimentalmente,
no entanto estas espécies sdo as mais susceptiveis a intoxicactes por plantas que contém MFA
como principio toxico. Esta substdncia foi identificada em vérias espécies de plantas
associadas a quadros de morte stbita em rebanhos (LEE et al., 2014). Sua identificacdo nestas
plantas é possivel através de técnicas de andlise como cromatografia em camada delgada,
espectroscopia por ressonancia magnética nuclear flior’® (** NMR) e mais recentemente
HPLC-APCI-MS (OLIVEIRA, 1963; BARON et al., 1987; LEE et al., 2012). Apesar de
algumas espécies de plantas encontradas no Brasil e Africa do Sul estarem associadas a casos
de morte subita, 0 MFA ndo foi identificado como principio toxico, o que pode ser explicado
por falhas na amostragem, ja que muitas vezes as analises sdo realizadas em plantas cultivas
em herbarios por longos periodos (LEE et al., 2012).

Na Australia, plantas que contétm MFA pertencentes aos géneros Gastrolobium e
Oxylobium estdo amplamente distribuidas pelo pais e relacionadas a prejuizos econémicos na
pecuaria, principalmente devido a intoxicacdo de bovinos, ovinos, caprinos e equinos (LEE et

al., 2014). Na Africa do Sul, MFA foi identificado em sete espécies de Dichapelatum spp.,



entretanto Dichapelatum cymosum também conhecida como “gifblaar” é considerada a
terceira planta toxica 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 & ingestdo de espécies que contém MFA. Dentre elas destacam-se plantas dos géneros
Palicourea e Amorimia devido a sua ampla distribuicdo geografica. Apesar destas plantas
serem consideradas importantes por apresentarem boa palatabilidade (TOKARNIA et al.,
2012), na préatica seu consumo é atribuido a falta de alimento disponivel para os animais.
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, A.
amozonica, A. camporum, A. exotropica, A. pubiflora, A. rigida, A. septentrionalis e
Arrabidaea bilabiata. Apesar de causar quadros de morte subita, o principio nao foi
encontrado em Pseudocalymma elegans (LEE et al., 2012; TOKARNIA et al., 2012).

Algumas medidas s&o indicadas para controlar a quantidade destas plantas presentes
nas pastagens, entretanto tornam-se inviaveis em regides severamente invadidas. As medidas
recomendadas para o controle de Palicourea spp. sdo arrancar a planta e depositar herbicida
no interior da cova e cercar areas de mata onde a planta esta presente. No caso de Amorimia
spp. a dificuldade encontra-se no sistema radicular profundo da planta que permite a rebrota
apos rogadas, queimadas e uso de herbicidas o que poderia predispor as intoxicacGes ja que 0s
brotos sdo considerados mais toxicos (TOKARNIA et al., 2012).

O tratamento de animais intoxicados por plantas que conttm MFA ¢é bastante dificil
uma vez que esta substancia age rapidamente no organismo e na maioria das vezes 0s animais
séo encontrados mortos (TOKARNIA et al., 2012). Estudos em cobaias e pequenos animais
demonstraram que gluconato de calcio, tiossulfato de magnésio, etanol, monoacetato de
glicerol e acetamida podem agir como antidotos na intoxicacdo por MFA (HUTCHENS et al.,
1949; CHENOWETH et al.,, 1951; PEREIRA & PEREIRA, 2005; COLLICCHIO-
ZUANAZE & SAKATE, 2005; PEIXOTO et al., 2011).

A acetamida foi testada em ovinos e caprinos experimentalmente intoxicados por
Pseudocalymma elegans e em bovinos intoxicados por Palicourea. marcgravii e
monofluoracetato no Brasil. Em todos os casos esta substancia demonstrou-se eficaz na
protecdo dos animais quando administrada na dose de 2g/kg, por via oral, a0 mesmo tempo ou
logo apos a ingestdo das plantas, entretanto seu efeito ndo é duradouro (HELAYEL et al.,

2011; PEIXOTO et al., 2012). Seu uso € considerado pouco promissor a campo por alguns



fatores como: dificuldade na observagdo dos sinais clinicos para o tratamento, alto custo e
dificil aquisicdo (PEIXOTO et al., 2012).

Devido as dificuldades encontradas no controle e tratamento das intoxicacdes por estas
plantas, métodos alternativos como a aversdo alimentar condicionada estdo sendo estudados
(BARBOSA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2014). Os modelos de aversdo condicionada se
baseiam na administracdo de cloreto de litio apds a ingestdo espontdnea da planta pelos
animais, que associam o mal estar causado por esta substancia ao sabor da planta e passam a
evitar seu consumo (RALPHS et al., 2001). Esta técnica reduziu drasticamente ou evitou que
ovinos e caprinos consumissem Palicourea spp. e Amorimia spp. em condi¢des experimentais
(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
facilitacdo social, ou seja, a introducdo 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).

Outra metodologia alternativa € a inducdo de resisténcia através da administracdo de
doses ndo tdxicas de MFA ou de plantas que causam morte stbita. Em ruminantes, acredita-se
que o fornecimento de doses ndo letais de MFA ou de plantas com este principio téxico possa
auxiliar a proliferacdo de bactérias que degradam MFA naturalmente presentes no rdmen
(CAMBOIM et al., 2012b; DUARTE et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013).

Estudos realizados em ratos demonstraram que animais que receberam doses subletais
de MFA 4 a 24 horas antes da dose tdxica apresentaram maior resisténcia a intoxicacao
(ATZERT, 1971). Casos de resisténcia adquirida pela ingestdo de pequenas doses de plantas
gue causam morte sUbita sdo naturalmente observados na Australia. Mamiferos, aves e répteis
gue habitam regiGes onde existem plantas toxicas que contém MFA e se alimentam delas, sdo
mais resistentes a intoxicagdo quando comparados a animais que vivem em &reas livres destas
plantas (TWIGG, 1994).

A resisténcia a intoxicacdo por Amorimia septentrionalis (DUARTE et al., 2013),
Palicourea aeneofusca (OLIVEIRA et al., 2013) e Amorimia pubiflora (BECKER et al.,
2016) foi induzida em caprinos e ovinos através do fornecimento de doses ndo letais destas
plantas. Adicionalmente, verificou-se que a resisténcia adquirida a Amorimia septentrionalis e
Amorimia pubiflora pode ser transferida a outros animais da mesma espécie através de
transfaunacdo (DUARTE et al., 2013; BECKER et al., 2016). Doses sucessivas ndo toxicas de



MFA também foram utilizadas para induzir resisténcia em ovinos, entretanto os resultados
n&o indicaram resisténcia dos animais (SANTOS et al., 2014).

Alguns estudos demonstram que a resisténcia a intoxicacdo por MFA também pode ser
adquirida pela colonizacao ruminal por bactérias com capacidade de degradar este composto.
Estas bactérias produzem enzimas conhecidas como dehalogenases que clivam a ligacéo
carbono-fltor presente no MFA para utilizar o carbono como fonte de energia (CAMBOIM et
al., 2012ab). Espécies de Pseudomonas sp., Moraxella sp., Burkolderia sp., Xanthobacter
autotrophicus, Sphingobium sp. e Sphingomonas sp. produzem enzimas dehalogenases e sdo
utilizadas no processo de detoxificagdo ambiental jA& que a maioria dos compostos
halogenados é poluente como inseticidas, fungicidas, herbicidas e solventes (GOLDMAN,
1965; LIU et al., 1998; KURIHARA et al., 2003; FRANKEN et al., 1991; MASAI et al., 2007,
NAGATA et al., 1997).

Bactérias com capacidade de produzir estas enzimas também foram isoladas do solo,
folhas de plantas e do rumen de caprinos no Brasil (CAMBOIM et al., 2012ab) e
administradas por via oral a animais desta mesma espécie que receberam Amorimia
septentrionalis. Tanto as bactérias isoladas do ramen (Ancylobacter dichloromethanicus e
Pigmentiphaga kullae) quanto as isoladas do solo e folhas de plantas (Ralstonia sp.,
Burkholderia sp., Paenibacillus sp. e Cupriavidus sp.) foram capazes de prevenir a
intoxicacdo (PESSOA et al., 2015; SILVA et al.,, 2016), entretanto a manutencdo da
resisténcia adquirida sé é possivel com a continua ingestao das bactérias (SILVA et al., 2016).

Na Australia cepas de Butyrivibrio fibrisolvens foram modificadas para atividade
dehalogenase através da introducdo de um gene (plasmidio pBHf). As cepas de Butyrivibrio
fibrisolvens geneticamente modificadas foram fornecidas a ovinos, e apds o estabelecimento
desta populagdo bacteriana, os animais receberam doses fracionadas de MFA. Com a dose
acumulativa de 0,225 mg/kg, os animais testados apresentaram sinais clinicos leves e se
recuperaram, ja 0s ovinos do grupo controle apresentaram sinais clinicos mais acentuados.
Com 0,492 mg/kg todos os animais do grupo controle e um animal do grupo tratado
morreram. Os demais ovinos do grupo tratado ndo demonstraram alteracdes (GREGG et al.,
1998).

Outra alternativa promissora é a selecdo de animais geneticamente resistentes a
intoxicacdo por MFA. HOWARD et al., (1973) demonstraram que ratos (Rattus norvergicus)

podem adquirir resisténcia hereditaria a0 MFA. Estes autores observaram que na quinta



geracdo, a dose letal aumentou de 2 mg/kg para 3,5 mg/kg, demonstrando uma maior
tolerancia.

Um estudo realizado na Nova Zelandia permitiu selecionar rebanhos de bovinos
resistentes ao eczema facial através da exposicdo dos animais a baixas concentracdes de
esporidesmina. A selecdo de animais resistentes foi realizada através do monitoramento de
gama glutamiltransferase (GGT) para deteccdo de lesGes hepaticas. Os bovinos que nao
apresentaram alteracbes nos padrdes enzimaticos foram considerados resistentes.
Posteriormente, demonstrou-se que a resisténcia era de origem genética e estes animais foram
selecionados para reproducdo (MORRIS et al., 1991).

No caso de animais intoxicados por MFA, a existéncia de ovinos naturalmente
resistentes a intoxicacdo ja foi demonstrada experimentalmente. Em um estudo visando
induzir resisténcia a intoxicacdo através do fornecimento de doses ndo letais de MFA, nédo
ocorreu resisténcia com as doses utilizadas, porém tanto ovinos do grupo tratado quanto do
grupo controle sobreviveram ao desafio com uma dose letal deste principio toxico (1 mg/kg)
(SANTOS et al., 2014).

Uma metodologia semelhante poderia ser utilizada associando a mensuracdo de
enzimas que podem indicar lesdo cardiaca & resisténcia dos animais. A troponina | cardiaca
(cTnl) é um importante marcador de lesdo miocéardica validado na identificacdo de lesdes
cardiacas isquémicas em ovinos (LEONARDI et al., 2008) e bovinos (VARGA et al., 2009).
Ja o peptideo natriurético NT-ProBNP, eficiente marcador de hipertrofia ventricular e
insuficiéncia cardiaca congestiva foi utilizado em ovinos para detectar sobrecarga cardiaca
(PEMBERTON et al., 1998).

Outros marcadores como aspartato-transaminase (AST), creatina quinase (CK),
associada a dosagem de creatinaquinase fracdo MB (CK-MB) também sdo utilizados como
biomarcadores de lesdo em cardiomiocitos em animais domésticos, entretanto sdo
considerados ndo especificos.

Pardmetros como calcio ionizado e glicose também podem estar alterados nos casos de
intoxicacdo por MFA, levando-se em consideracdo o mecanismo de acdo desta substancia. A
diminuicdo do célcio sérico total e o aumento de glicose sdo considerados inversamente
proporcionais a quantidade de citrato no organismo (BOSAKOWSKI & LEVIN, 1986).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi: 1) desenvolver um modelo experimental para
identificacdo de ovinos resistentes a intoxicagdo por MFA através da mensuracdo de

marcadores ndo especificos de injaria cardiaca e outros analitos como calcio ionizado e



glicose. 2) estimar a quantidade equivalente de plantas que contétm MFA necesséria para
atingir as doses de MFA utilizadas neste experimento.
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Modelo experimental para avaliacdo da resisténcia a intoxicacdo por monofluoracetato
: 1
em ovinos
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Souza#4, Danilo C. Gomes* & Ricardo A.A. Lemos*

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 models to evaluate resistence to the intoxication by monofluoracetate in
sheep.] Modelo experimental para avaliacdo da resisténcia a intoxicacdo por monofluoracetato em ovinos.
Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Av. Senador Filinto Miiller 2443, Campo Grande, MS 79074-460, Brazil. E-
mail: lap.famez@ufms.br

Plants containing monofluoracetate (MFA) are related to sudden death in cattle of Australia, South Africa
and Brazil. Several control measures are studied and involved the constant providing of plants containing
MFA or bacterias capable of degrading this compound. The identification and selection of resistant animal
is a promising alternative to reduce losses, which can be maintained regardless of the continuous supply
of bacteria to animals and plants. The aim of this study: 1) develop an experimental model for
identification of resistent sheep to intoxication for MFA throught the mesure of non specific markers of
cardiac injury as serum creatine kinase MB (CK-MB) fraction and aspartate transaminase (AST) and
others analytes as ionized calcium and glucose. 2) To estimate the equivalent amount of plants containig
MFA necessary to achieve MFA doses used in this experiment. Five sheep (G1) recieved crescent non
lethal doses of MFA diluted in 10 ml of deionized water, intraruminal, for six periods: 0,05 mg/kg for 5
days; 0,08 mg/kg for 4 days; 0.08 mg/kg for 4 days; 0,1 mg/kg for 3 days; 0,1 mg/ kg for 3 days and 0,25
mg/kg for 3 days. Between each period there was an intervalo of 10 days without the administration.
Others five sheep (G2) recieved only 10 ml of deionized water, also by intraruminal, at the same periods
and respecting the same intervals as the sheeps of G1. Blood samples were colected at the first day of each
period (immediately before supply of the doses of MFA or deionized water) and 48 and 120 hours after
the first collection for mesure of serum levels of CK-MB, AST, glucose and ionized calcium. The doses of
MFA recieved for animals of the current study were compared to the quantity of this substance present in
species of Amorimia e Palicourea. The sheep don’t demonstrate to be resistent to intoxication. There was
no significant difference in serum levels of CK-MB, AST, glucose and ionized calcium between G1 and G2,
however few animals presented hyperglycemia at the moment of the clinical signs presentation. The toxic
doses of MFA administered in this study are less than the minimum amount of sheets required to cause
intoxication considering the amount of this principle present in each plant species. Therefore, the
principle when administered in its pure form is more toxic than when ingested by consuming plants of
Amorimia and Palicourea genres.

INDEX TERMS.- Monofluoroacetate, cardiac injury markers, myocardial, sheep.

RESUMO.- Plantas que contém monofluoracetato (MFA) estdo relacionadas a casos de morte sibita em
rebanhos da Autralia, Africa do Sul e Brasil. Diversas medidas de controle sdo estudadas e envolvem o
fornecimento constante de plantas que contém MFA ou bactérias capazes de degradar este composto. A
identificacdo e selecdo de animais resistentes é uma alternativa promissora para a reducdo de perdas, que
pode ser mantida independente do fornecimento continuo de bactérias ou plantas aos animais. Objetivou-
se com este estudo: 1) desenvolver um modelo experimental para identificacio de ovinos resistentes a
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intoxica¢do por MFA através da mensuracdo de marcadores nio especificos de injuria cardiaca como
creatinaquinase fracdo MB (CK-MB) e aspartato-transaminase (AST) e outros analitos como calcio
ionizado e glicose. 2) estimar a quantidade equivalente de plantas que contém MFA necessaria para atingir
as doses de MFA utilizadas neste experimento. Cinco ovinos (G1) receberam doses crescentes nio letais de
MFA diluido em 10 ml de agua deionizada, por via intrarruminal, por seis periodos: 0,05 mg/Kg por 5 dias;
0,08 mg/Kg por 4 dias; 0,08 mg/Kg por 4 dias; 0,1 mg/Kg por 3 dias; 0,1 mg/Kg por 3 dias e 0,25 mg/Kg
por 3 dias. Entre cada periodo houve um intervalo de 10 dias sem a administracdo. Outros cinco ovinos
(G2) receberam apenas 10 ml de 4gua deionizada, também por via intrarruminal, nos mesmos periodos e
respeitando os mesmos intervalos que os ovinos do G1. Amostras de sangue foram colhidas no primeiro
dia de cada periodo (imediatamente antes do fornecimento das doses de MFA ou agua deionizada) e 48 e
120 horas apds a primeira coleta para mensuracdo dos niveis séricos de CK-MB, AST, glicose e calcio
ionizado. As doses de MFA recebidas pelos animais do presente estudo foram comparadas a quantidade
desta substancia presente em espécies de Amorimia e Palicourea. Os ovinos ndo se demonstraram
resistentes a intoxicacdo. Nao houve diferenca significativa nos niveis séricos de CK-MB, AST, glicose e
calcio ionizado entre os grupos G1 e G2, entretanto alguns animais apresentaram hiperglicemia no
momento da apresentacio dos sinais clinicos. As doses toxicas de MFA administradas no presente estudo
sdo inferiores a quantidade minima de folhas necessaria para causar intoxicacdo, considerando-se a
quantidade deste principio presente em cada espécie de planta. Portanto, o principio quando
administrado em sua forma pura, é mais téxico do que quando ingerido através do consumo de plantas
dos géneros Amorimia e Palicourea

TERMOS DE INDEXA(,‘AO.- Monofluoroacetato, marcadores de injdria cardiaca, miocardio, ovinos.

INTRODUCAO

Plantas téxicas que causam morte subita sdo encontradas principalmente em paises como
Australia, Africa do Sul e Brasil ocasionando prejuizos econdmicos (Lee et al. 2014). A toxicidade destas
plantas se deve a presenc¢a de monofluoracetato (MFA), substancia altamente téxica que bloqueia o Ciclo
de Krebs prejudicando a respiracao celular e a producio de energia (Krebs et al. 1994, Lee et al. 2012).

No Brasil, quadros de morte subita sdo causados por varias espécies de plantas, entretanto as
pertencentes aos géneros Palicourea e Amorimia destacam-se por apresentarem ampla distribuicdo
geografica (Lee etal. 2012, Tokarnia et al. 2012).

Devido as dificuldades encontradas no controle e tratamento das intoxicacbes por estas plantas,
metodologias alternativas como aversdo alimentar condicionada e indugdo de resisténcia estdo sendo
estudados (Barbosa et al. 2008, Oliveira et al. 2014).

Os modelos de aversdo condicionada se baseiam na administra¢do de cloreto de litio apés a
ingestdo espontanea da planta pelos animais, que associam o mal estar causado por esta substancia ao
sabor da planta e passam a evitar seu consumo (Ralphs et al. 2001). Esta técnica reduziu drasticamente ou
evitou que ovinos e caprinos consumissem Palicourea spp. e Amorimia spp. em condi¢ées experimentais
(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 facilitacdo social, ou seja, a introducdo 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 inoculagdo 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 intoxica¢do por Amorimia septentrionalis, porém a manutencao da resisténcia adquirida s6 é
possivel com a continua ingestido das bactérias (Pessoa et al. 2015; Silva et al. 2016). Resultados positivos
também foram obtidos através do fornecimento de doses crescentes nio tdxicas de Palicourea sp. e
Amorimia sp., entretanto, nestes casos nio se sabe a duragio da resisténcia adquirida (Duarte et al. 2013;
Oliveira et al. 2013, Becker et al. 2016).

Por outro lado, a tentativa de inducdo de resisténcia com doses nao letais de MFA ndo obteve
sucesso (Santos et al. 2014). Apesar disso, este estudo demonstrou a existéncia de animais naturalmente
resistentes a intoxicacdo por esta substincia. A identificacdo e selecdo de animais resistentes é uma
alternativa promissora para a reducdo de perdas que pode ser mantida independente do fornecimento
continuo de bactérias ou plantas aos animais.

Um estudo realizado na Nova Zelandia permitiu selecionar rebanhos de bovinos resistentes ao
eczema facial através da exposicdo dos animais a baixas concentracdes de esporidesmina. A selecdo de
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animais resistentes foi realizada através do monitoramento de gama glutamiltransferase (GGT) para
detecgdo da lesdo hepatica. Os bovinos que ndo apresentaram alteragdes nos padrdes enzimaticos foram
considerados resistentes (Morris et al, 1991). Uma metodologia semelhante poderia ser utilizada
associando a mensurac¢io de enzimas que podem indicar lesdo cardiaca a resisténcia dos animais.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi: 1) desenvolver um modelo experimental para
identificacdo de ovinos resistentes a intoxicacdo por MFA através da mensuracdo de marcadores nio
especificos de injuria cardiaca como aspartato-transaminase (AST) e creatinaquinase fragdo MB (CK-MB)
e outros analitos como cdlcio ionizado e glicose. 2) estimar a quantidade equivalente de plantas que
contém MFA necessaria para atingir as doses de MFA utilizadas neste experimento.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 10 ovinos (oito machos e duas fémeas), clinicamente sadios, sem raga 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 nio
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 administragio, visando
minimizar o efeito acumulativo do MFA.

0 Grupo 2 (G2) foi composto por outros cinco ovinos (6, 7, 8, 9, 10) que receberam apenas 10 mL
de 4gua 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 punc¢do da veia jugular, acondicionadas em tubos
sem anticoagulante até a formacdo de coagulo, centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos para obtencido 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 agua deionizada) e 48 e 120 horas apds a primeira coleta. Nos intervalos entre os
periodos nido foram colhidas amostras de sangue.

As dosagens das atividades séricas das enzimas aspartato transaminase (AST) e creatina quinase
fragdo MB (CK-MB) foram utilizados como marcadores de lesdo cardiaca, enquanto os niveis de glicose e
calcio ionizado foram utilizados para detec¢do dos efeitos indiretos do MFA no organismo. 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
c111).

No inicio de cada periodo era realizado exame fisico para avaliagao 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 observacgdes intensificadas quando
havia manifestac¢io de sinais clinicos.

Todos os ovinos que apresentaram sinais clinicos brandos foram mantidos em repouso até total
recuperacdo. Quando os sinais clinicos eram mais graves, os animais eram tratados com 2 g/kg de
acetamida, diluida em 4gua e administrada pela canula ruminal.

Nos casos com evolugdo fatal realizou-se a necropsia com coleta de fragmentos dos diversos
orgaos em formol tamponado 10% que foram processados rotineiramente para exame histopatolégico. O
coracdo de cada animal foi seccionado transversalmente em cinco sec¢des equidistantes (C1, C2, C3,C4 e
C5) para avaliagcdo do miocardio e fragmentos de ventriculo esquerdo e direito, septo interventricular,
musculo papilar direito e esquerdo foram coletados.

Para fins de comparagdo entre as doses de MFA recebidas pelos animais do presente estudo e a
quantidade desta substancia presente em espécies de Amorimia e Palicourea, elaborou-se um quadro
contendo as doses de principio téxico identificadas nestas plantas. As doses selecionadas para composi¢io
do quadro foram retiradas de artigos que utilizaram a mesma metodologia para determinagdo do
principio téxico e relataram intoxicagcdo espontinea ou reproduziram intoxicacdo experimental.

Os niveis séricos das enzimas AST e CK-MB, assim como os niveis de glicose e calcio ionizado
foram comparados entre os grupos Gl e G2 através do teste nao-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 intoxicacdo por MFA. Os primeiros sinais clinicos de intoxicacdo 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 ap6s receberem uma dose total de 0,32 mg/kg. Todos
os ovinos que adoeceram nos periodos 2 e 3 se recuperaram espontaneamente.

0 primeiro caso de intoxicagdo fatal ocorreu no periodo 4, apés 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 apos 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 ndo haviam apresentado sinais clinicos durante o
experimento, foram encontrados mortos sem apresentacio 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 acentamida. Os ovinos do G2 ndo apresentaram qualquer
alteracdo na frequéncia cardiaca ou comportamento durante o experimento. Os sinais clinicos, dose
ingerida, frequéncia cardiaca no inicio dos periodos e durante a apresentacdo dos sinais clinicos e
desfecho dos ovinos do G1 durante o periodo experimental estio 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. J4 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 fracio 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, codgulo no
ventriculo esquerdo e figado discretamente aumentado com padrao lobular evidente. Os rins do Ovino 1
estavam discretamente palidos e na superficie subcapsular préximo ao polo caudal do rim esquerdo havia
poucas petéquias. Ja os rins do Ovino 4 estavam difusamente palidos e do Ovino 5 difusamente
avermelhados. Nos Ovinos 1 e 5 a por¢do inicial do duodeno apresentava mucosas difusamente
avermelhadas. Nao foram observadas alteracdes macroscopicas no miocardio destes animais.

As lesdes histoldgicas foram semelhantes em todos os animais variando apenas na intensidade e
consistiram principalmente de grupos aleatérios de cardiomi6citos com citoplasma fortemente
eosinofilico, por vezes sem estriacdes, nucleo picnoético e vacuolizado. Adicionalmente havia areas
discretas e aleatérias de edema, fibrose e infiltrado inflamatoério linfocitico ndo associado as lesdes,
congestdo e edema pulmonares discretos e discreta congestao hepatica (Ovinos 1 e 4). Os demais érgdos
ndo apresentaram alteragdes.

0 Quadro 2 apresenta uma comparagdo entre as doses de MFA recebidas pelos animais do
presente estudo e a quantidade desta substancia presente em espécies de Amorimia e Palicourea

DISCUSSAO

0 modelo experimental adotado reproduziu a intoxicagdo por MFA em ovinos, porém a
metodologia empregada ndo foi eficiente para identificar ovinos resistentes. Os sinais clinicos
apresentados pelos ovinos foram caracteristicos de intoxicagdo por MFA (Peixoto et al. 2010, Santos et al.
2014). Apesar da recuperacio dos animais que receberam acetamida, ndo se pode afirmar que a mesma
funcionou como antidoto, j@ que quando mantidos em repouso os animais podem se recuperar
espontaneamente. Peixoto et al. (2012) demonstraram seu efeito protetor em bovinos que receberam
MFA, porém neste caso a acetamida foi fornecida juntamente com este composto.

Neste estudo ndo foram observadas lesdes macroscépicas no coracdo dos ovinos, o que também é
relatado por outros autores (Nogueira et al. 2010, Peixoto et al. 2010). Em bovinos naturalmente
intoxicados por Amorimia exotropica, areas focais, arredondadas, bem delimitadas, de coloragido branca a
avermelhada foram vistas principalmente no musculo papilar esquerdo. Estas dreas correspondiam a
necrose de cardiomiocitos ou proliferagido de tecido conjuntivo fibroso imaturo (Bandinelli et al. 2014).
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As areas discretas de fibrose no miocardio sdo indicativas de ocorréncia de lesdes cronicas,
entretanto ndo podem ser consideradas como a causa da morte dos animais, jA que em nenhum deles
foram observados sinais clinicos compativeis com lesdes cronicas. Assim, as mortes podem ser atribuidas
ao efeito acumulativo do MFA. Até o momento ndo ha descricdes de alteracGes cardiacas cronicas em
animais que ingerem MFA ou plantas do género Palicourea em pequenas doses por periodos prolongados
(Santos et al. 2014, Barbosa et al. 2015). Em contraste, casos de fibrose cardiaca sdo descritos em
intoxicag¢des por plantas do género Amorimia (Schons et al. 2011, Soares et al. 2011, Albuquerque et al.
2014). Isto pode ser explicado pela menor concentracdo de MFA presente nas espécies de Amorimia (Lee
et al. 2012), que proporcionaria uma possibilidade de ingestdo de pequenas doses, o que ndo ocorre em
casos de intoxicacdo por MFA ou Palicourea sp

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 até mesmo a especificidade do kit utilizado, ja4 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 ndo houve altera¢cdes nos niveis
séricos de CK-MB e AST (Lopes et al. 2016).

Em outras espécies animais, a mensuracdo desta isoenzima utilizando Kits humanos é aplicada na
detec¢do de cardiomiopatias principalmente em caes (Fredericks et al. 2001, Diniz et al. 2007), porém ja
foi utilizada experimentalmente para detec¢io de possiveis lesdes cardiacas causadas pela intoxica¢ido por
Amorimia rigida em camundongos (Melo et al. 2008) e coelhos (Borboleta et al. 2011) e em gatos
intoxicados por MFA (Collichio-Zuannaze, 2006).

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¢do do calcio sérico
total em cées, porém em ratos esta alteracdo nao foi observada. Estes autores ainda mencionam aumento
da glicemia nestas duas espécies e apontam uma relagdo inversamente proporcional entre a diminuicdo
do calcio total e aumento na glicemia e os niveis de citrato sérico.

No presente estudo nenhum dos ovinos foi resistente a intoxicagdo por MFA quando receberam
doses de 0,25-0,5 mg/kg, diferindo do observado por Santos et al. (2014) que relatam a existéncia de
ovinos resistentes a dose de 1 mg/kg de MFA. Destaca-se que a metodologia utilizada nos dois
experimentos foi semelhante, entretanto no presente estudo houve um intervalo de 10 dias entre cada
periodo, enquanto que no estudo de Santos et al. (2014), os intervalos foram de 10 dias entre os periodos,
até o periodo 3. A partir do periodo 3 o intervalo passou a ser de 15 dias. A maior sensibilidade a
intoxicacdo observada neste experimento ndo pode ser atribuida ao efeito acumulativo do MFA, pois os
primeiros sinais clinicos de intoxica¢ao 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 apds a apresentacio de sinais clinicos pelo
ovino 3 e a morte do ovino 1. Apesar destas diferencas, todos os ovinos que se intoxicaram ingeriram
doses minimas consideradas como letais (Humphreys, 1988). A ampla variacdo nas doses letais do MFA
em ovinos é descrita (Humphreys, 1988), no entanto em nenhum dos relatos anteriores encontramos
mencdo a existéncia de diferencas na sensibilidade em um mesmo animal, fato observado no ovino que se
intoxicou no periodo 4 e ndo se intoxicou no periodo seguinte. A ocorréncia de intoxicacdo por MFA foi
descrita em ovinos que também apresentavam deficiéncia de vitamina E e Selénio. Considerando o papel
antioxidante destas substancias, os autores consideram que sua deficiéncia possa potencializar o efeito do
MFA (Giannitti et al. 2013).

Estes resultados ndo confirmam a hipdtese de que doses ndo letais de MFA, em sua forma pura,
seriam capazes de induzir a resisténcia (Oliveira et al. 2013), porém alguns aspectos da intoxicacdo
permanecem obscuros. Dentre estes, podemos citar a grande variacdo na sensibilidade a intoxicacdo
mesmo entre individuos da mesma espécie e também a razdo pela qual, alguns ovinos deste estudo
desenvolveram intoxicacdo grave apds receberem uma determinada dose do MFA e ndo se intoxicaram
quando receberam a mesma dose dez dias apds.

Conforme demonstrado no Quadro 2, as doses toxicas de MFA administradas no presente estudo
sdo inferiores a quantidade minima de folhas necessaria para causar intoxicacdo, considerando-se a
quantidade deste principio presente em cada espécie de planta. Portanto, o principio quando
administrado em sua forma pura, é mais téxico do que quando ingerido através do consumo de plantas
dos géneros Amorimia e Palicourea
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Legendas das figuras

Fig.1. Valores médios de aspartato aminotransferase (AST), creatina quinase fracio 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 inicial e final de cada periodo e desfecho da indu¢ao de resisténcia a

administracdo de monofluoroacetato (MFA) em ovinos.

Dose Frequéncia Frequéncia
recebida cardiaca cardiaca Sinais clinicos Desfecho
inicial final
Periodo 2
Anorexia, apatia, relutancia em
Ovino 1 4 doses de 60 bpm* NA** movimentar-se, afastamento dos Recuperacgio
0,08 mg/kg membros pélvicos, incoordenacio,
tremores musculares
4 doses de Anorexia, apatia, relutancia em
Ovino 2 0,08 mg/kg 73 bpm 109 bpm movimentar-se e afastamento dos Recuperacdo
membros pélvicos.
Periodo 3
Ovino 1 4 doses de 62 bpm 77 bpm Anorexia, incoordenacao. Recuperacao
0,08 mg/kg
Anorexia, apatia, incoordenacio,
Ovino 3 4 doses de 55 bpm 163 bpm membros pélvicos afastados e Recuperacgio
0,08 mg/kg decubito esternal.
Periodo 4
Ovino 1 2 doses de 57 bpm NA Auséncia de sinais clinicos. Morte
0,1 mg/kg
Anorexia, apatia, incoordenacio, Recuperacdo
Ovino 3 3 doses de 55 bpm 77 bpm membros pélvicos afastados, tremores  (tratamento
0,1 mg/kg musculares, quedas frequentes. com
acetamida)
Periodo 6
Recuperacao
Ovino 2 2 doses de 69 bpm 101 bpm Incoordenagao e tremores musculares.  (tratamento
0,25 mg/kg com
acetamida)
Recuperacao
Ovino 3 2 doses de 63 bpm 81 bpm Incoordenacgao e tremores musculares.  (tratamento
0,25 mg/kg 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 — ndo avaliado.
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Quadro 2 - Comparacao entre as doses de MFA recebidas pelos animais do presente estudo
e a quantidade desta substiancia presente em espécies de Amorimia e Palicourea

Quantidade equivalente de planta

Plantas Teores de MFA*  Doses minimas necessaria para atingir as doses utilizadas
toxicas** no experimento
(ng/mg) (8/kg) (g/kg)
0,25 (mg/kg) 0,5 (mg/kg)
A. pubiflora 0,15 5 1,66 3,33
A. exotropica 0,2 5 1,25 2,5
A. rigida 0,02 5 12,5 25
A. septentrionalis 0,029 5 8,62 17,24
P. marcgravii 9,6 0,5 0,026 0,05
(folhas jovens)
P. marcgravii 3,8 0,5 0,065 0,31
(folhas maduras)
P. aneofusca 1,4 0,6 0,178 0,223

*Lee etal. 2012 e Becker et al. 2013.
**Tokarnia et al. 2012.
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