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ABSTRACT.-- Peixoto T.C., Nogueira V.A,, Caldas S.A,, Franca T.N., Anjos B.L., Aragdo A.P. & Pei-
xoto PV. 2012. [Protective effect of acetamide in cattle indicates that monofluoroacetate
is the toxic principle of Palicourea marcgravii (Rubiaceae).] Efeito protetor da acetamida
em bovinos indica monofluoroacetato como principio téxico de Palicourea marcgravii (Ru-
biaceae). Pesquisa Veterindria Brasileira 32(4):219-328. Projeto Sanidade Animal Embrapa/
UFRR]J, Seropédica, R] 23890-000, Brazil. E-mail: tiagocpeixoto@yahoo.com.br

The aim of the study was to evaluate and compare the protective effect of acetamide in
experimental poisoning by fresh leaves of Palicourea marcgravii and monofluoroacetate
(MF) in catlle, in order to prove in a practical way that this compound is the toxic princi-
ple responsible for the clinical signs and death of animals that ingested the plant. MF was
administered orally in single doses of 0.5mg/kg to three cows; a few minutes later, two of
these cows received, orally, single doses of acetamide (0.38 or 2.0g/kg). Two other cows
ingested 1.0g/kg of P marcgravii, and one of these cows received some minutes later 1.0g/
kg of acetamide. Adequate doses of acetamide, administered right after the poisoning by P
marcgravii or MF, were able to prevented the onset of clinical signs and avoid the death of
all animals. One week later, the experiments were repeated, but without the antidote. All
animals not treated with acetamide showed symptoms of poisoning and died suddenly. MF
and P. marcgravii caused the same clinical and pathological picture of “sudden death” in
cattle. Clinically, the cattle presented palpitation, abdominal breathing, muscle tremors, en-
gorged jugular vein with positive pulse, pollakiuria, slight loss of balance with sometimes
swaying gait, the animals laying down and with the head on their flank. In the “dramatic
phase”, all the animals fell into lateral decubitus, stretched the limbs, made paddling mo-
vements, presented opistotonus, arrhythmia, nystagmus, and died. The “dramatic phase”
lasted from 2 to 26 minutes. At postmortem examination, the heart auricles, jugulars and
pulmonary veins were slightly to moderately ingurgitated; slight to marked edema of the
subserosa was seen in fixation sites of gall bladder to the liver. In one cow, pulmonary ede-
ma was observed. Histopathology revealed in all cows slight to marked hydropic-vacuolar
degeneration of the epithelial cells of the distal convoluted uriniferous tubules associated
with nuclear pyknosis. Coagulation necrosis of individual or groups of hepatocytes and sli-
ght to moderate hepatic congestion with numerous shock corpuscles were also observed.
The experimental results showed in practice that MF is the toxic principle responsible for
the clinical-pathological picture and death of the cattle that ingested P marcgravii, since
acetamide acts as an efficient antidote (antagonistic effect), identical in both poisonings.

INDEX TERMS: Monofluoroacetate, acetamide, Palicourea marcgravii, cattle.

1 Recebido em 4 de novembro de 2011. * Bolsista de Pés-Doutorado Junior CNPq, Convénio UFRR], Seropédica,
Aceito para publicagdo em 8 de dezembro de 2011. RJ.
Parte da Tese de Doutorado do primeiro autor, defendida na Universi- *Laboratério de Patologia Veterinaria, Universidade Federal do Pampa
dade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRR]), Seropédica, R] Brasil. (Unipampa) - Campus Uruguaiana, BR 472, Km 592, 97500-970, Uru-
2 Curso de Pos-Graduagdo em Ciéncias Veterindrias, Instituto de Vete- guaiana, RS, Brasil.
rinaria, UFRR], Seropédica, R] 23890-000. Autor para correspondéncia: 6 Curso de Pés-Graduagdo em Ciéncias Veterinarias, UFRR], Seropédica, R].
tiagocpeixoto@yahoo.com.br 7 Departamento de Nutricdo Animal e Pastagem, Instituto de Zootec-
3 Departamento de Epidemiologia e Satde Publica, Instituto de Veteri- nia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRR]), Seropédica, RJ
naria, UFRR], Seropédica, RJ. 23890-000.

319



320 Tiago C. Peixoto et al.

RESUMO.- O presente trabalho teve como objetivo avaliar
e comparar o efeito protetor da acetamida nas intoxica¢des
experimentais por monofluoroacetato (MF) e por folhas
frescas de Palicourea marcgravii em bovinos, no intuito de
confirmar, de forma pratica, que esse composto é o prin-
cipio téxico responsavel pelo quadro clinico-patolégico e
pela morte dos animais intoxicados por essa planta. Trés
bovinos receberam MF, por via oral, na dose de 0,5mg/kg e,
em seguida, a dois desses animais administraram-se aceta-
mida, por via oral, nas doses de 0,38 e 2,0g/kg. Outros dois
bovinos receberam 1,0g/kg de P. marcgravii, em seguida, a
um deles administrou-se 1,0 g/kg de acetamida. Acetamida,
quando administrada em quantidades suficientes (maior
dose), evitou o aparecimento dos sinais clinicos e a morte
de todos os animais que receberam MF ou P. marcgravii. Tal
efeito protetor foi, de fato, confirmado ap6s uma semana,
quando o mesmo protocolo experimental foi repetido, para
cada bovino, porém sem a administracdo de acetamida. To-
dos os bovinos ndo tratados com acetamida manifestaram
sinais clinicos e morreram subitamente. O quadro clinico-
-patolégico manifestado pelos bovinos intoxicados por
MF ou P. marcgravii foi semelhante e, caracterizou-se por
“morte subita”. Os animais em geral, apresentaram taqui-
cardia, taquipnéia, tremores musculares, jugular repleta
com pulso venoso positivo, polaquitria, instabilidade, per-
da de equilibrio, por vezes, cambaleavam e apoiavam a ca-
beca no flanco. Na fase final, todos os animais deitavam-se
e levantavam-se com maior frequencia, deitavam ou caiam
em decubito lateral, esticavam os membros, faziam movi-
mentos de pedalagem, apresentavam respiracdo ofegante,
arritmia, opistétono, nistagmo, mugiam e morriam. A du-
ragdo da “fase dramatica” variou de 2 a 26min. A necropsia
verificaram-se, em geral, auriculas, jugulares, azigos e pul-
monares leve a moderadamente ingurgitadas, leve a acen-
tuado edema da subserosa da vesicula biliar, sobretudo, na
sua inser¢do no figado, bem como moderada quantidade de
liquido espumoso réseo na traquéia e bronquios. O exame
histopatolégico revelou, no rim de todos os animais, leve
até acentuada degeneragao hidrépico-vacuolar das células
epiteliais dos tdbulos uriniferos contornados distais asso-
ciada a picnose nuclear; no figado, havia leve a moderada
congestdo, discreta a moderada tumefacdo e moderada
vacuolizacdo de hepatécitos, predominantemente, cen-
trolobular, necrose de coagulacdo individual ou de grupos
de hepatocitos e corpusculos de choque. Os dados obtidos
neste trabalho comprovam, de forma pratica, que MF é o
principio téxico de P. marcgravii responsavel pelo quadro
clinico-patolégico e a morte dos animais que ingerem e
se intoxicam naturalmente por essa planta, uma vez que a
acetamida atua como antidoto eficaz (efeito antagdnico) de
forma idéntica em ambas as intoxicagoes.

TERMOS DE INDEXACAO: Monofluoroacetato, acetamida, Palicou-
rea marcgravii, bovinos.

INTRODUCAO

No Brasil sdo conhecidas, até o momento, 12 plantas que
causam “morte subita” (PBCMS). Nesse grupo, estdo inclu-
idas as plantas toxicas de interesse pecudrio mais impor-
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tantes do palis, e que sdo responsaveis por centenas de mi-
lhares de mortes de bovinos, todos os anos. Dentre essas,
destaca-se Palicourea marcgravii, por sua elevada toxidez,
ampla distribui¢do, boa palatabilidade e efeito acumulativo
(Tokarnia et al. 2000). Desde a década de 1930, P. marcgra-
vii tem sido objeto de diversos estudos, sobretudo, no que
se refere a identificacdo e a quantificacdo de possiveis subs-
tancias toxicas ou com agdo farmacoldgica, contudo, ainda
hoje, ha duvidas sobre qual substancia, dentre as diversas
ja isoladas, seria, de fato, o principio téxico da planta capaz
de determinar o quadro clinico-patolégico e a morte dos
animais intoxicados.

Em 1959, foi detectada no rim de bovinos intoxicados
por P marcgravii, uma lesdao designada degeneracdo hi-
drépico-vacuolar (DHV) dos tubulos contornados distais
(TCD), que foi considerada tipica para essa intoxica¢do, em
funcdo de sua distribuicdo seletiva, quase exclusiva, a es-
ses tubulos e pela marcada picnose nuclear (Dobereiner &
Tokarnia 1959). Mais tarde, verificou-se que tal lesdo tam-
bém aparecia no rim de parte dos animais intoxicados por
todas as outras 11 PBCMS. Recentemente, demonstrou-se
que o quadro clinico-patolégico manifestado por bovinos
(Nogueira et al. 2010), ovinos (Peixoto et al. 2010), coe-
lhos (Peixoto, comunicacdo pessoal) e ratos (Peixoto et al.
2011b) intoxicados experimentalmente com monofluoroa-
cetato (MF) corresponde, em diversos aspectos, ao obser-
vado em casos de intoxicacdo por PBCMS e, que, a tipica
DHV dos TCD associada a picnose nuclear é uma lesdo ca-
racteristica da intoxicagdo por MF em algumas espécies
animais (Nogueira et al. 2011, Peixoto et al. 2011a).

MEF, uma das substancias mais tdéxicas ja descobertas,
tem sido isolado de diversas plantas cuja ingestdo de-
termina “morte stbita” em bovinos na Africa do Sul e na
Australia; no Brasil, essa substancia foi identificada por
cromatografia em camada delgada em P. marcgravii (Oli-
veira 1963) e, através de espectroscopia por ressonancia
magnética nuclear flior!® (RMN'F) tanto em P marcgra-
vii, quanto em Arrabidaea bilabiata (Krebs et al. 1994) por
técnicas cromatograficas; ha ainda indicios da presenca de
MF em Amorimia (Mascagnia) rigida (Cunha 2008). Alguns
autores, contudo, acreditam que esse composto ndo seria
o principio téxico determinante das mortes dos animais
que ingerem essas plantas (Habermehl 1986, Gonzalez et
al. 2000) ou que haveria outras substancias que poderiam
causar a morte dos animais (Peckolt 1868, Corréa 1869,
Guimardes 1934, Hoehne 1939, Mello & Fernandes 1940,
Goérniak 1986) ou contribuir para a toxicidade dessas plan-
tas (Gorniak 1988, Coelho et al. 2007).

Diversas substancias tém sido testadas como antidoto
contra a intoxicacdo por MF, em especial, em ratos e ca-
mundongos. Dentre essas, a acetamida (CH,CONH,) tem
demonstrado consideravel efeito protetor. De fato, quando
administrada a ratos, previamente a intoxicacdo por algu-
mas PBCMS (P. marcgravii, P. jururana, A. bilabiata, Pseudo-
calymma elegans, A. rigida, A. exotropica, M. pubiflora) ou
MF, a acetamida evita o desenvolvimento dos sinais clinicos
e a morte dos animais (Peixoto et al. 2011b). Convém dizer
que o efeito protetor da acetamida ja havia sido demonstra-
do em ratos intoxicados com P. marcgravii e por MF (Gor-
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niak et al. 1994), entretanto, curiosamente, esses autores
ndo mencionaram em suas conclusdes que MF seria o prin-
cipio téxico determinante da morte dos animais intoxica-
dos por essa planta. Efeito protetor semelhante foi recen-
temente descrito em ovinos, caprinos e coelhos intoxicados
por P, elegans (Helayel et al. 2011). Além disso, verificou-se
a eficacia da utilizacdo desse antidoto em cobaios e ovinos
intoxicados por Dichapetalum cymosum, uma importan-
te planta africana que contém MF como principio téxico
(Egyed & Schultz 1986). Em relagio aos bovinos, ha relatos
de que a acetamida nio seria eficaz na reversio da intoxica-
¢do por P. marcgravii (Soto-Blanco et al., 2004).

Ainda néo foi comprovado, portanto, se a administragdo
de acetamida é capaz de evitar o aparecimento dos sinais
clinicos e a morte de bovinos intoxicados com P. marcgravii
ou por MF, ou seja, se esse composto &, de fato, o respon-
savel pela morte dos ruminantes que ingerem e se intoxi-
cam espontaneamente por essas plantas. Tal demonstra¢do
comprovaria de forma pratica que esse composto é o prin-
cipio toxico determinante da morte dos bovinos intoxicados
por P marcgravii.

Essa comprovacdo, além do seu significado diagnds-
tico, pode ter grande relevancia econdmica na pecuaria,
uma vez que estudos genéticos com o objetivo de capacitar
bactérias ruminais a metabolizar MF, tornando-o in6cuo,
tém sido desenvolvidos na Australia (Gregg et al. 1998). No
Brasil, esses estudos encontram-se em fase inicial de de-
senvolvimento pelo intitulado Projeto Milénio coordenado
pelo Dr. Franklin Riet-Correa®. Tal condigio possibilitaria a
profilaxia da intoxica¢do natural por PBCMS, uma vez que,
em termos praticos, o tratamento é inviavel através da uti-
lizagdo de antidotos, como a prdpria acetamida, dada a ra-
pidez da evolucio clinica.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas cinco vacas adultas, com pesos entre 292 e
465kg, mesticas de Holandés, soropositivas para brucelose, sem
alteragdes clinicas, procedentes da Pesagro, R] e que, deveriam
ser eutanasiadas para atender a legislacdo brasileira.

Utilizou-se monofluoroacetato AMF) (Sigma-Aldrich Co)?’,
com grau de pureza 295%, pertencente ao lote 23207046. A dose
de MF administrada aos bovinos foi estabelecida com base na
LD, descrita por Humphreys (1988). A acetamida (CH,CONH,),
PA=59,07 (Proquimios)'’, empregada nesse estudo pertencia ao
lote 08/107. As doses administradas aos bovinos foram determi-
nadas tendo como parametro os estudos pioneiros de Egyed &
Schultz (1986). As doses de MF, bem como de acetamida forneci-
da aos bovinos foram previamente pesadas em balanga eletroni-
ca de precisdo e diluidas, no momento de sua administracdo, em
50mL e 500mL a 2L de 4gua destilada, respectivamente, conforme
demonstrado no Quadro 1. Palicourea marcgravii utilizada nos
experimentos (folhas jovens e maduras) foi coletada no munici-
pio de Valenga, Rio de Janeiro, em 14, 21 e 22 abr. 2009, acondi-

8 Franklin Riet-Correa, Laboratério de Anatomia Patoldgica, Centro de
Saude e Tecnologia Rural (CSTR), Universidade Federal de Campina Gran-
de (UFCG), Campus de Patos, Santa Cecilia, Patos, PB 58700-000, Brasil.

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

10 Proquimios, Rua Coronel Tamarindo 3010, Bangu, Rio de Janeiro, R]
21848-440, Brasil, <http://www.proquimios.com.br>

cionada em sacos de pano e mantidas em geladeira a 4°C, por no
maximo, 24 horas.

Os experimentos e as necropsias foram realizados entre abril
e maio de 2009 no Setor de Anatomia Patolégica do Projeto Sa-
nidade Animal Embrapa/UFRR], municipio de Seropédica, R]. Os
bovinos foram mantidos em baias individuais de alvenaria com
area de 4,0m? e piso de cimento, com acesso a agua e capim pica-
do (Panicum maximum) a vontade. O processamento do material
coletado durante as necropsias, assim como a confecgdo de lami-
nas para o exame histolégico, foram realizados no Laboratdrio de
Histopatologia do Setor acima mencionado.

0 experimento piloto, denominado de auto-direcional, foi rea-
lizado em trés animais, com o objetivo de utilizar o menor niimero
possivel destes, por se tratar de um estudo descritivo. Os expe-
rimentos subsequentes foram executados de forma sucessiva, na
dependéncia dos primeiros resultados obtidos.

Trés bovinos foram receberam monofluoroacetato (Sigma-
-Aldrich Co), por via oral, na dose de 0,5mg/kg e, em seguida, a
dois desses animais administraram-se acetamida, por via oral
(sonda orogastrica), nas doses de 0,38 e 2,0g/kg. Outros dois
bovinos receberam manualmente na boca, folhas frescas de P.
marcgravii na dose de 1,0g/kg, sendo que um deles recebeu, em
seguida, 1,0g/kg de acetamida, por via oral, conforme apresen-
tado no Quadro 1. Os animais intoxicados por MF ou P. marcgra-
vii, cuja administracdo de acetamida preveniu os sinais clinicos
e 0 Obito, receberam novamente, apds uma semana, a mesma
dose de MF ou P. marcgravii anteriormente utilizada, porém sem
acetamida. Desta forma, os animais cuja acetamida foi capaz de
induzir efeito protetor, serviram como controle deles mesmos, o
que evitou a ocorréncia de possiveis varia¢des individuais, além
de permitir a utilizagdo de um menor nimero de animais nos
experimentos.

Os animais foram observados continuamente e submetidos a
exames clinicos, no minimo, a cada duas horas, ap6s o comego do
experimento até a morte, exceto nos animais cuja administragio
de acetamida evitou o aparecimento dos sinais clinicos e do 6bito,
nesses casos, os animais foram acompanhados clinicamente por
72 horas. Durante o exame clinico era realizada a avaliacdo dos
seguintes parametros clinicos: frequéncias cardiaca e respirato-
ria, presenc¢a ou ndo de pulso venoso, bem como a postura e o
comportamento dos animais. Foram observados ainda, a ingestao
de 4gua e capim, além da frequéncia da micgdo e defecagdo dos
animais no decorrer do experimento. Quando os animais comega-
ram a manifestar sinais clinicos, a frequéncia dos exames clinicos
foi intensificada.

Todos os bovinos foram necropsiados imediatamente apds a
morte. Fragmentos de diversos érgios foram coletados, fixados
em formol 10%, processados rotineiramente para histopatologia
e corados pela Hematoxilina e Eosina.

RESULTADOS

Os principais dados sobre o delineamento experimental e o
desfecho encontram-se no Quadro 1.

Efeito protetor da acetamida

A acetamida administrada imediatamente apds a intoxi-
cacdo por monofluoroacetato (0,5mg/kg) ou folhas frescas
de Palicourea marcgravii (1,0g/kg), evitou o aparecimen-
to dos sinais clinicos e a morte de todos os animais, exce-
to no Bovino 235, que foi intoxicado com 0,5mg/kg de MF
e, mesmo apds receber 0,38g/kg de acetamida, manifestou
sinais clinicos e morreu.

Pesq. Vet. Bras. 32(4):219-328, abril 2012
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Tal efeito protetor foi, de fato, confirmado apés uma
semana, quando o mesmo protocolo experimental foi re-
petido, para cada bovino, porém sem a administracdo de
acetamida. Nessa etapa, todos os bovinos manifestaram
sinais clinicos e morreram. Desta maneira, descartamos
eventuais varia¢des individuais quanto a sensibilidade dos
bovinos ao MF ou P. marcgravii.

Pesq. Vet. Bras. 32(4):219-328, abril 2012

Inicio dos sinais clinicos e durac¢ao dos sinais clinicos
leves e graves

Nos experimentos em que a acetamida nao foi ad-
ministrada, todas as vacas intoxicadas por monofluoroa-
cetato (0,5mg/kg) ou pelas folhas frescas de P marcgravii
(1,0g/kg) apresentaram sinais clinicos e morreram.

0 tempo decorrido entre a administragcio de MF e a ma-
nifestacdo dos primeiros sinais clinicos leves variou entre
11h43min e 14h2min; ja os sinais clinicos graves, se inicia-
ram entre 14h e 15h3min apoés a intoxicagao por MF. Nos
experimentos realizados com P. marcgravii (1,0g/kg), os
primeiros sintomas leves foram observados de 6h23min
a 7h25min e os graves de 6h38min a 9h44min. A duragdo
dos sinais clinicos graves (“fase dramatica”) variou de 2 a
20min, nos animais intoxicados por MF, e de 5 a 26min, nos
experimentos com P. marcgravil.

Quadro clinico geral

Nesse estudo, o quadro clinico manifestado pelos bo-
vinos intoxicados por monofluoroacetato (Bovinos 6, 54
e 235) correspondeu totalmente ao observados nos ani-
mais intoxicados por P. marcgravii (Bov. 2 e 232), e carac-
terizou-se, em geral, por taquicardia, taquipnéia, tremo-
res musculares, jugular repleta (Fig.1) com pulso venoso
positivo, instabilidade, incoordenacgao, ligeira perda de
equilibrio, por vezes cambaleavam, apoiavam a cabec¢a no
flanco (postura de auto-auscultacdo), inquietacdo (levan-
tavam e deitavam repetidamente). Quatro animais tive-
ram arritmia (Bowv. 2, 54, 232 e 235), trés midriase (Bowv.
6,232 e 235), polaquitria (Bov. 6, 54 e 235) e apatia (Bow.
6, 54 e 232). Observou-se ainda em dois animais veias da
face ingurgitadas (Bov. 235 e 232). Na “fase final” da in-
toxicacao, todos os animais deitavam-se e levantavam-se
com maior frequencia, deitavam ou cafam (Fig.2) em de-
cubito lateral, esticavam os membros, faziam movimentos
de pedalagem, apresentavam hiperpneia (respiracao ofe-
gante), opistétono, nistagmo, por vezes, mugidos e mor-
riam em poucos minutos.

Fig.1. Intoxicacdo experimental com folhas frescas de Palicourea
marcgravii (1,0g/kg). Bovino 2 em decubito lateral esquerdo,
com opistétono e a veia jugular acentuadamente ingurgitada,
na “fase final” da intoxicagdo.
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Fig.. Intoxicagdo exerimental com monofluoroacetato de sédio (O,Smg/kg. equéncia de fotos evi-

denciando perda do equilibrio e queda stbita ao solo. Bovino 6 no inicio da “fase dramatica” final

da intoxicagao.

Achados de necropsia

A necropsia dos bovinos intoxicados por P marcgravii e
monofluoroacetato, em geral, evidenciou, veias jugulares,
auriculas, veias cava cranial e caudal, 4zigos, costo cervi-
cal e pulmonares leve a moderadamente ingurgitadas. Ha-
via raras equimoses subepicardicas no ventriculo direito
(proximo as coronarias) e no apice do ventriculo esquerdo
(Bow. 6), bem como moderada quantidade de liquido espu-
moso réseo da traquéia aos bronquios (Bov. 232). Trés ani-
mais (Bov. 2, 6 e 54) apresentaram leve a acentuado edema

da subserosa da vesicula biliar, sobretudo, na sua inser¢do
no figado; no Bovino 2, verificou-se também, leve edema
por extensdo entre pancreas e duodeno. Os demais achados
constituiram-se de discretas petéquias na mucosa da tra-
quéia (Bov. 6), leve a moderada congestdo pulmonar (Bov.
6 e 232), renal (Bov. 235) e da mucosa da vesicula biliar
(Bov. 6), leve hidropericardio (Bov. 54) e areas enfisemato-
sas nos bordos dos lobos craniais e caudas do pulmao (Bov.
235). Observaram-se ainda nos dois animais (Bov. 2 e 232)
intoxicados com folhas frescas de P. marcgravii (1,0g/kg),
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fragmentos reconheciveis das folhas da planta no rimen
(Fig.3). Nos demais 6rgdos nao foram encontradas altera-
¢oOes dignas de nota.

Achados histopatoldgicos

O exame histopatolégico evidenciou, no rim de todos os
bovinos leve (Bov. 2 e 54) a acentuada (Bov. 6 e 235) dege-
neracdo hidrépico-vacuolar das células epiteliais dos tubu-
los uriniferos contornados distais (TCD) e, por vezes, dos
tubulos retos (Bov. 232 e 235), associada a picnose nuclear
(Fig.4). Alguns TCD exibiam diferentes estagios da mesma
lesdo (incipiente e avangada). Havia ainda, leve (Bov. 2) a
moderada (Bov. 235) congestao, leve infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario intersticial (Bov. 2, 6 e 235), leve dilata-

e

¢do da capsula de Bowman (Bov. 6) e filtrado glomerular em
forma de globulos (Bov. 6, 232 e 235). No figado, em geral,
observaram-se leve a moderada congestao, necrose de co-
agulacio focal ou individual aleatoria, discreta a moderada
tumefacdo e moderada vacuolizacdo de hepatdcitos, predo-
minantemente, centrolobular e discreto a moderado infiltra-
do inflamatério linfoplasmocitario periportal, bem como es-
férulas eosinofilicas nos sinuso6ides hepaticos (corpusculos
de choque) e dilatagdo dos sinusoides, especialmente, da re-
gido centrolobular. No cora¢do observaram-se fibras muscu-
lares individuais ou grupos de cardiomiécitos com aumento
da eosinofilia sarcoplasmatica, perda das estriacdes e, por
vezes, nucleos picnoticos (Bov. 6, 232 e 235). Nos demais 6r-
gdos ndo foram encontradas alterag¢des significativas.

.

Fig.3. Intoxica(;ﬁoiexperimental com folhas frescas de Palicourea marcgravii (1,0g/kg). Fragmentos de folhas da planta, ainda reconheci-

veis, recuperados do rimen durante a necropsia do Bovino 232.
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Fig.4. Degeneracdo hidrépico-vacuolar das células epiteliais dos
tibulos uriniferos contornados distais associada a picnose
nuclear (Seta preta: lesdo incipiente. Cabec¢a da seta: lesdo
mais avan¢ada, caracterizada por marcada picnose nuclear).
Notar que um tibulo exibe diferentes estagios da mesma le-
sdo (incipiente e avangada) (Seta branca). HE, obj.20x. Bovino
6 (SAP 31770) intoxicado experimentalmente com monofluo-

roacetato (0,5mg/kg).

DISCUSSAO

Neste estudo, demonstrou-se que a acetamida, quando ad-
ministrada em quantidades suficientes, minutos apés os bo-
vinos receberem, por via oral, monofluoroacetato (0,5mg/
kg) ou Palicourea marcgravii (1,0g/kg), exerce efeito pro-
tetor idéntico para ambos os agentes, uma vez que evitou
o aparecimento dos sinais clinicos e a morte de todos os
animais. A acetamida, dessa forma, pode ser considerada
um antidoto eficaz para ambas as intoxicagdes, o que indi-
ca que monofluoroacetato (MF) é o principio téxico desta
planta. Tal efeito protetor foi, de fato, confirmado apds uma
semana, quando o mesmo protocolo experimental foi repe-
tido, para cada bovino, porém sem a administracdo de ace-
tamida; nesta etapa, todos os bovinos manifestaram sinais
clinicos e morreram subitamente. O emprego dessa meto-
dologia possibilitou que os animais intoxicados por MF ou
P. marcgravii servissem como controle deles mesmos, o que
descartou a ocorréncia de possiveis variagdes individuais
(sensibilidade) e valorizou os resultados obtidos, além de
permitir a utilizagdo de um menor niimero de animais nos
experimentos.

Esses resultados foram semelhantes aos recentemente
descritos por Helayel et al. (2011), os quais demonstraram
que a administragdo prévia acetamida também possui efei-
to antagoOnico protetor em ovinos, caprinos e coelhos que
receberam experimentalmente Pseudocalymma elegans,
planta que também causa morte subita. Adicionalmente,
estudos complementares realizados em ratos confirmaram
que a acetamida, quando administrada previamente, evita
tanto a manifestagdo dos sinais clinicos, quanto a morte
dos ratos que ingeriram folhas frescas de Palicourea mar-
cgravii ou os extratos concentrados de P. marcgravii, P. ju-
ruana, Pseudocalymma elegans, Arrabidaea bilabiata, Mas-
cagnia pubiflora, Amorimia rigida e A. exotropica, e por MF

(Peixoto et al. 2011b). Convém dizer que o efeito protetor
da acetamida ja havia sido anteriormente demonstrado em
ratos que receberam extrato aquoso de P. marcgravii e MF;
no entanto, neste caso, a acetamida foi administrada por
via intraperitoneal (Gérniak et al. 1994) e, curiosamente,
esses autores ndo concluiram que o MF é o principio téxico
determinante da morte dos animais. E importante mencio-
nar que o trabalho pioneiro, com a finalidade de avaliar a
eficacia da acetamida em casos de intoxicacdo por planta
que contém MF, foi desenvolvido na Africa do Sul por Egyed
& Schultz (1986), em cobaios e ovinos intoxicados por Di-
chapetalum cymosum.

Por outro lado, hd relatos na literatura de que a aceta-
mida ndo é eficaz na reversdo da intoxicagao por P. marc-
gravii em bovinos (Soto-Blanco et al. 2004). Neste ponto
cabem algumas considerag¢des. Egyed & Schultz (1986) ja
mencionavam que a eficacia da acetamida depende de di-
versos fatores, como a toxidez da planta em questao, tempo
decorrido entre a intoxica¢cdo e fornecimento do antido-
to, doses de acetamida e da planta administradas. Ao que
parece, algum desses fatores pode justificar, pelo menos
em parte, essa divergéncia descrita por Soto-Blanco et al.
(2004) e aos achados verificados nesse estudo. Além disso,
é 0bvio que a eficacia da acetamida na reversao da intoxi-
cagdo por P marcgravii ou MF, isto é, ap6s inicio dos sinais
clinicos, é sem duivida muito menor do que sua capacidade
de evitar ou prevenir essas intoxica¢des, quando sua admi-
nistracao é feita de forma prévia ou imediatamente apoés a
administracao dos compostos téxicos, seja a planta ou MFE.
Em ratos, entretanto, ja foi demonstrado que a reversdo da
intoxicacdo por folhas frescas P. marcgravii (4,0g/kg) é, por
vezes, possivel mesmo ap6s o animal manifestar sintomas
graves (2 horas apds o consumo da planta) através do tra-
tamento com 4,0g/kg de acetamida (Peixoto et al. 2011b).
Ao que tudo indica, essa reversao, so se verifica em animais
que apresentam quadro mais protraido, com evolucgéo cli-
nica mais longa. Portanto, embora seja verdade que a aceta-
mida nao é eficaz na reversdo do quadro de intoxicagdo por
P. marcgravii - nao ha tempo habil, pela evolugao de poucos
minutos - ela o é, na prevencdo da intoxica¢do, quando ad-
ministrada previamente em quantidades suficientes.

Nao obstante, algumas consideracdes devem ser feitas
em relagao ao Bovino 235 que, apesar de ter recebido aceta-
mida (0,38g/kg), logo ap6s intoxicagdo por MF (0,5mg/kg)
manifestou sinais clinicos e morreu. Tudo indica que, neste
caso a quantidade de acetamida administrada (menor dose
utilizada nos experimentos) foi insuficiente para antagoni-
zar a quantidade de MF. Esse achado demonstra claramente
que a eficacia da acetamida é dose-dependente como postu-
lam Egyed & Schultz (1986). Também corroboram com esta
hipétese resultados similares descritos por outros autores,
cuja administragdo de baixas doses de acetamida (quantida-
des insuficientes) e/ou doses elevadas de plantas brasileiras
que causam morte subita (PBCMS) ou ME nao foram capazes
de evitar o aparecimento dos sinais clinicos e/ou morte de
ovinos, caprinos (Helayel et al. 2011) e ratos (Peixoto et al.
2011b), nestes experimentos, contudo, ap6s ajuste da dose
de acetamida e/ou da PBCMS utilizada, o efeito protetor da
acetamida também pode ser evidenciado.

Pesq. Vet. Bras. 32(4):219-328, abril 2012



326 Tiago C. Peixoto et al.

Antes da comparacdo e demonstracdo do efeito prote-
tor da acetamida nas intoxica¢des por P marcgravii e MF
em bovinos, observada neste estudo, ja havia fortes evidén-
cias circunstanciais de que MF seria a causa, ou pelo me-
nos um dos compostos importantes envolvidos na génese
e no desfecho das intoxicacdes por PBCMS. De fato, recen-
temente demonstrou-se que o quadro clinico-patolégico
manifestado por bovinos (Nogueira et al. 2010) e ovinos
(Peixoto et al. 2010) intoxicados experimentalmente com
MF corresponde, em diversos aspectos, ao observado em
casos de intoxicagdo por PBCMS e, que, a tipica degene-
racao hidrépico-vacuolar (DHV) dos tubulos contornados
distais (TCD) associada a picnose nuclear, verificada no rim
de bovinos intoxicados natural e experimentalmente com
todas as PBCMS (Tokarnia et al. 2000, Barbosa et al. 2003,
Oliveira et al. 2004, Helayel et al. 2009) é uma lesdo carac-
teristica da intoxica¢do por MF em bovinos (Nogueira et al.
2010) e ovinos (Peixoto et al. 2010). Além disso, diversas
outras substadncias que ja foram isoladas dessas plantas,
em especial, de P marcgravii, como alcaléides, saponinas,
acidos malico, palicirico e mioctonico, salicilato de meti-
la, cristais de oxalato de calcio, tanoides, acidos salicilico
e o-metoxibenzoico, cafeina, alcaldides N-metiltiramina e
2-metiltetrahidro-f-carbolina (Guimardes 1934, Mello &
Fernandes 1940, Barnes & Gilbert 1960, Cascon & Mors
1962, Peckolt 1868, Gagnin & Maravalhas 1969, Gérniak
1988, Morita et al. 1989, Kemmerling 1996, Coelho et al.
2007) ndo induzem o quadro clinico-patolégico de “morte
subita” e, muito menos a DHV. Outros autores, contudo, sdo
da opinido que MF ndo seria o principio determinante das
mortes dos animais que ingerem essas plantas (Habermehl
1986, Gonzalez et al. 2000) ou que haveria outros com-
postos que poderiam causar a morte dos animais (Guima-
raes 1934, Hoehne 1939, Mello & Fernandes 1940, Peckolt
1868, Corréa 1969, Gorniak et al. 1986), ter efeito sinérgico
com MF (Kemmerling 1996) ou ainda contribuir para a to-
xicidade da planta (Gérniak 1988, Coelho et al. 2007).

Nesse estudo, a intoxicacdo por folhas frescas de P. mar-
cgravii ou MF, nos experimentos em que a acetamida nao
foi administrada aos bovinos, provocaram quadros cli-
nico-patolégicos semelhantes, caracterizados por “mor-
te subita”, isto é, uma intoxicacdo de evolucdo superaguda.
Esses achados corresponderam, em diversos aspectos, ao
observado nos casos de intoxicacdo por PBCMS (Tokarnia
etal. 2000).

No presente estudo, o exame histopatolégico revelou,
em todos os bovinos, o aparecimento da tipica DHV dos
TCD associada a cariopicnose, lesdo idéntica a descrita por
Dobereiner & Tokarnia (1959) no rim de bovinos intoxi-
cados por P marcgravii. Mais tarde esta lesdo também foi
observada no rim de bovinos intoxicados natural e experi-
mentalmente com todas as outras PBCMS (Tokarnia et al.
2000, Barbosa et al. 2003, Oliveira et al. 2004, Helayel et
al. 2009) e recentemente na intoxicagdo por MF em bovi-
nos (Nogueira et al. 2010), ovinos (Peixoto et al. 2010) e
ratos (Peixoto et al. 2011b). A vacuolizacio de hepatdcitos
observada nesse estudo pode ou ndo ser associada ao efei-
to direto do MF, pois nao se pode descartar que esta lesao
seja resultado da anéxia determinada pela insuficiéncia
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cardiaca prévia a fase dramatica da morte subita (Nogueira
et al. 2010). Achados similares foram descritos em casos
de intoxicacdo de bovinos, por MF (Nogueira et al. 2010)
e diversas PBCMS (Dobereiner & Tokarnia 1982, Tokarnia
etal. 1969, 1990, 2004, Consorte et al. 1994, Oliveira et al.
2004, Helayel et al. 2009). No coracdo de trés dos cinco
bovinos que receberam MF ou P marcgravii, verificaram-
-se fibras musculares individuais ou grupos de cardiomi-
6citos com aumento da eosinofilia sarcoplasmatica, perda
das estriacdes e, por vezes, nucleos picnéticos. Este achado
pode estar relacionado aos efeitos toxicos diretos ou in-
diretos do MF, entretanto, é mais provavel que esta lesdo
seja secundaria a deplegdo dos niveis de ATP e a hipoxia do
miocardio. De fato, estudos eletrocardiograficos em gatos
intoxicados por MF demonstraram arritmias ventriculares
e alteracdes inespecificas de repolarizagao ventricular, tais
como supradesnivel de ST e aumento da onda T, o que su-
gere lesoes de hipéxia do miocardio (Collicchio-Zuanaze &
Andrade 2011). Convém dizer que em outros estudos con-
duzidos em bovinos, ovinos, caprinos, coelhos e ratos in-
toxicados por MF ou outras PBCMS tais lesdes regressivas
tem sido observadas com certa frequéncia (Peixoto, dados
ndo publicados) e que, estudos imuno-histoquimicos deve-
rao ser realizados para permitir uma melhor interpretacdo
desse achado.

Embora a comercializacdo do MF seja proibida no pais
(Adesp 2007), sabe-se que este composto ainda é ilegal-
mente comercializado por ambulantes (Apevisa 2009) e
que, se armazenado sob condi¢cdes adequadas, a sua toxidez
é mantida por décadas (Eisler 1995). Recente prova disso
ocorreu na Fundac¢do Parque Zoolégico de Sdo Paulo, onde
pelo menos 73 animais de diversas espécies morreram in-
toxicados, de forma criminosa, por esse composto segundo
a pericia (Ortis 2005), e em seres humanos no Estado do
Rio Grande do Sul em 2005-2009, onde foram confirmados
17 casos de intoxicacdo por MF (Nicolella et al. 2005, 2006,
2007,2008/2009).

Em relacdo a questdo da nomenclatura dos rodenticidas
de uso legalizado ou ndo no Brasil, cabem algumas conside-
racdes. E importante ressaltar que os médicos veterinarios
devem ficar atentos, uma vez que a bromadiolona (broma-
diolone) é comercialmente encontrada com o nome Mao
Branca®, que é o nome comercial original de outro famoso
raticida ilegal no pais, o MF. O clinico, contudo, deve ter co-
nhecimento deste fato, que pode gerar confusdes, e saber
distinguir o Mado Branca® falso (bromodiolona, um antico-
agulante, peletizado cor de rosa) do Mao Branca® original
(MF, liquido azul). Além disso, é importante lembrar que
ndo é rara a intoxicagdo criminosa pelo MF, associado a ou-
tros raticidas para aumentar o poder letal, como por exem-
plo, a associagdo com carbamato aldicarb (“chumbinho”)
e anticoagulantes (Collicchio-Zuanaze & Andrade 2011), o
que obviamente altera o quadro clinico e pode dificultar o
diagnéstico.

O presente estudo demonstra a eficacia da utilizacao
concomitante da acetamida na prevencdo da morte de
bovinos que ingeriram MF, o que corrobora com os re-
sultados ja relatados, especialmente, em ratos (Gorniak et
al. 1994, Peixoto et al. 2011b). Desta forma, a utilizacdo da
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acetamida na tentativa do tratamento de animais (sobre-
tudo, naqueles cujo quadro clinico de intoxicacdo for mais
protraido) ou seres humanos intoxicados por MF deve ser
realizada sempre que possivel. Em relacdo aos bovinos, to-
davia, o emprego da acetamida no tratamento da intoxica-
¢do por PBCMS, deve ser vista com cautela, uma vez que,
para ser eficaz, este composto deve ser administrado aos
animais poucas horas antes ou imediatamente apds o ani-
mal ingerir a planta, o que, em termos praticos, é inviavel,
para a grande maioria dos casos, dada a rapida evolugdo
clinica, bem como pelo alto valor comercial deste antidoto
e sua dificil aquisicdo e disponibilidade no campo. Apesar
disso, outros autores sugerem um “potencial tratamento
racional” da intoxicagdo por P marcgravii em bovinos, atra-
vés da administracdo de acetamida (Gorniak et al. 1994).

Convém ressaltar que o presente estudo nio teve como
objetivo testar a eficiéncia de potenciais antidotos com o
intuito de instituir tratamentos, muito menos, sugerir ou
difundir a sua utilizacdo em casos de bovinos intoxicados
por PBCMS, e sim comprovar de forma pratica que o MF é
o principio téxico de P marcgravii responsavel pelos sinais
clinicos e a morte dos animais, com a finalidade de forne-
cer subsidios para o desenvolvimento de estudos no Bra-
sil que envolvam a metabolizacao de MF por bactérias
ruminais, o que teria grande aplicabilidade econ6mica,
uma vez que pelo menos 500.000 bovinos morrem, anual-
mente, intoxicados por essa planta (Tokarnia et al. 2002).
Cabe dizer que, pesquisadores australianos modificaram
geneticamente a bactéria ruminal Butyrivibrio fibrisolvens,
através da introducdo de um gene isolado de Moxarella
sp., que codifica uma dehalogenase, capaz de hidrolizar o
MF tornando-o indcuo (Gregg et al. 1994, 1998). No Bra-
sil, pesquisadores envolvidos no Projeto Milénio isolaram
nove bactérias (duas ruminais e sete do solo, proximo a
plantas que contém MF), que hidrolizam o MF, as quais se-
rao na proxima etapa deste projeto, inoculadas no rimen
de caprinos no intuito de avaliar se tais bactérias conferem
aresiténcia desejada aos animais que ingerem plantas que
contém MF (Riet-Correa, comunicagdo pessoal). A imple-
mentacdo dessa tecnologia no rebanho bovino brasileiro
seria uma técnica profilatica viavel contra a intoxicagdo
por plantas que contém o MF como principio ativo.
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