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Todo o conhecimento humano comegou com intuigdes,
passou dai aos conceitos, e terminou com ideias.

Immanuel Kant
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Resumo

O monofluoracetato de sddio (MFA) é considerado uma das substancias mais toxicas
existentes, sendo encontrado naturalmente em plantas responsaveis por causar a
sindrome da morte subita em ruminantes. Devido ao carater hiperagudo da intoxicacdo e
a impossibilidade de tratamento eficaz, a inducdo da resisténcia animal deve ser a
melhor ferramenta no controle da intoxicagdo em ruminantes. Este estudo teve por
objetivo promover resisténcia em bovinos aos efeitos toxicos do MFA, por meio da sua
degradacdo pela microbiota ruminal pela administracdo de trifluoroacetato de sddio
(TFA). Foram utilizados 10 bovinos, separados em dois grupos: grupo controle (N=3) e
grupo tratado (N=7). Os animais do grupo tratado receberam TFA, enquanto o0s do
grupo controle receberam agua, ambos por 28 dias consecutivos. Os animais foram
submetidos a avaliacéo fisica diaria e a determinagdo bioquimica sanguinea semanal:
glicose, lactato, proteinas totais, albumina, GGT, AST, creatinina e ureia, com intuito de
identificar qualquer sinal de intoxicacdo. No final dos 28 dias de tratamento com TFA
ou agua, foi realizada a administracdo das folhas de Palicourea marcgravii, para
determinar a ocorréncia de resisténcia. A aplicacdo do TFA ndo foi responsavel por
nenhuma alteracdo clinica ou bioquimica sanguinea. A administracdo de P. marcgravii
induziu alteracdes clinicas nos bovinos do grupo controle, mas nenhuma alteracdo foi
observada nos animais do grupo tratado. Assim, a administracdo do TFA a bovinos
induz a resisténcia a intoxicagédo pelo MFA.

Palavras-chave: intoxicacdo, monofluoracetato, morte subita, antitoxico, substrato,
Palicuorea.



Abstract

Monofluoroacetate (MFA) is considered one of the most toxic substances known, and it
is found naturally in plants responsible for causing sudden death syndrome in
ruminants. Due to the hyperacute evolution of the poisoning and the impossibility of
effective treatment, the induction of animal resistance might be the best tool to control
MFA poisoning in ruminants. The objective of this study was to promote resistance in
cattle to the toxic effects of MFA through its degradation by the ruminal microbiota
after administration of sodium trifluoroacetate (TFA). Ten calves were used, distributed
into two groups: control group (N=3) and treated group (N=7). The animals from the
treated group received TFA, while those in the control group received water, both for 28
consecutive days. The animals were submitted to daily clinical evaluation and weekly
blood biochemical determination, in order to identify any sign of poisoning. After 28
days of administration of TFA or water, application of the leaves of Palicourea
marcgravii was performed to determine the occurrence of resistance. The administration
of TFA was not responsible for any clinical or biochemical changes in blood. The
administration of P. marcgravii induced clinical changes in the control group of cattle,
but no alteration was observed in the animals of the treated group. Thus, the
administration of TFA to cattle induces resistance to MFA poisoning.

Keywords: intoxication, monofluoracetate, sudden death, antitoxic, substrate, Palicuorea.
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1. INTRODUCAO

O monofluoracetato de sédio (MFA), também conhecido como composto 1080, é
considerado uma das substancias mais téxicas conhecidas. Foi extraido e sintetizado
pela primeira vez na Bélgica, em 1896, a partir de extrato da planta Dichapetalum
cymosum, conhecida como gifblaar (termo em africander que significa “folha de
veneno” (Chenoweth et al., 1949). Foi patenteado em 1927 como um potente preventivo
contra tragas, se destacando no cenario mundial como peca fundamental em campanhas
publicas de combate a determinadas pragas. Entretanto, devido a sua elevada toxicidade,
foi responsavel por inimeros casos de intoxicagfes acidentais e intencionais,
frequentemente fatais, tanto de humanos quanto de animais (Sayama e Brunetti, 1952).

Este composto halogenado pertence a classe de produtos quimicos conhecidos como
fluoroacetatos, com férmula quimica FCH,COONa, é um pé branco, inodoro, ndo
volatil e solivel em agua. Na natureza, é sintetizado por meio do mecanismo de
halogenagdo, que se baseia na introdugdo enzimatica de um halogénio no caso Fluor
(F2), em substituicdo de um hidrogénio (H) do hidrocarboneto. Esse composto pode ser
encontrado naturalmente em plantas responsaveis por causar a sindrome da morte
subita, ou na forma sintética como um “sal”. As plantas produtoras de fluoroacetato no
Brasil pertencem a trés familias botanicas amplamente distribuidas pelo territorio:
Rubiacea, Malpighiaceae e Bignoniaceae. Além dessas, existem inumeras outras
familias com caracteristicas botanicas diferentes que compartilham o mesmo composto
toxico, distribuidas por varios paises, como Austrélia e continente africano (Nogueira et
al., 2011; Tokarnia et al., 2012).

No Brasil, o prejuizo decorrente da intoxicacdo por plantas toxicas é frequente na
atividade dos pecuaristas, se baseando principalmente em perdas por obito dos animais
acometidos e substituicdo do rebanho. Devido a gravidade das alteracdes clinicas, 0s
animais geralmente vém a ébito antes que haja qualquer possibilidade de atendimento
clinico, caso contrario, tentativas de tratamento, geralmente pouco eficientes,
resultariam em maiores perdas econdmicas. Adicionalmente, pode haver 6bito de
animais multiplicadores, e consequente perda do valor genético do rebanho, além de
gastos com exames para auxiliar no diagnéstico e mudanca de manejo com o intuito de
evitar areas ou pastagens com maior ocorréncia (Riet-Correa e Medeiros, 2001).

Levantamentos em arquivos de laboratorios de analises clinicas em Medicina
Veterinaria revelaram que, dos casos de bovinos analisados, aproximadamente 5% estdo
relacionados a 6bito por acdo de plantas toxicas no periodo de um ano. Sendo assim,
aproximadamente trés mil bovinos morrem intoxicados diariamente no Brasil ao longo
do ano. Possibilitando que as plantas toxicas assumam a terceira posi¢do de destaque
entre as principais causas de mortalidade de bovinos no pais, perdendo apenas para
toxinfeccdo por botulismo e infeccéo pelo virus da raiva (Pessoa et al., 2013).

Na maioria dos casos de intoxicacdo animal com ocorréncia de Obito, ndo ha
diagndstico concreto e/ou geralmente ndo sdo enviadas amostras para laboratério para
realizacdo de analises, devido muitas vezes, a distancia entre as propriedades e 0s

11



centros urbanos e, consequentemente, laboratorios. Ja outra situacdo que corrobora para
0 desconhecimento da etiopatogénia, ¢ a falta de interesse do proprietario ou até mesmo
do profissional que esta atendendo o caso, em obter diagnostico mais preciso. Uma vez
que o sinal clinico de intoxicagcdo na maioria das vezes ndo € patognomadnico, com isso
dificultando um diagndstico somente com necropsia e sem exames complementares
(Silva et al., 2016).

Portanto, a dificuldade para mensurar as reais perdas econémicas causadas pela ingestéo
de plantas toxicas estd associada a escassez de informagdes e de uma possivel
dependéncia dos dados elaborados por laboratdrios de diagndstico, que geralmente se
restringem as suas respectivas areas de abrangéncia, que nem sempre coincidem com
locais de prevaléncia da producdo pecuaria, levando a subestimacdo das reais perdas
econdmicas na pecudria brasileira em decorréncia de intoxicacdo por plantas tdxicas
(Rondelli et al., 2017).

A intoxicacao pelo MFA ocorre pela sua semelhanca estrutural entre os radicais FCH,N
do fluoracetato com o radical CH; do acetato, possibilitando que o MFA seja
incorporado ao ciclo de Krebs, por mimetismo. Nesse ciclo, 0 MFA reage com a acetil-
coenzima A, formando o fluoroacetilCoA, que entdo conjuga o oxaloacetato por meio
da condensacdo da citrato-sintetase, resultando em fluorocitrato. Esse ultimo inibe a
enzima aconitase, ocasionando interrup¢do do metabolismo energético celular e,
consequentemente, hipdxia citotoxica (Collicchio-Zuanaze e Sakate, 2005). Deste
modo, o efeito toxico ndo é produzido pela acdo direta do MFA, mas sim pela formacéo
do metabolito ativo “fluorocitrato”. Esse mecanismo é, portanto, conhecido como
“sintese letal”, por ocasionar morte do individuo por hipdxia celular (Riet-Correa et al.,
2001).

Uma das consequéncias da interferéncia do MFA sobre o ciclo de Krebs é o acimulo de
citrato, devido a sua ndo utilizacao, e de lactato, em decorréncia da maior formacéo por
meio da glicdlise anaerdbica. O acumulo de citrato ocorre em praticamente todos 0s
tecidos, principalmente no miocardio, no SNC e, em menor quantidade, no figado.
Adicionalmente combina-se com o calcio, quelando-o, levando a consequente
hipocalcemia (Melo et al., 2005). Ja o lactato o aumento da sua concentracdo é
responsavel pela queda do pH sanguineo (Collicchio-Zuanaze et al., 2005).

O tratamento da intoxicacdo geralmente € inviavel, devido a evolucdo clinica
hiperaguda (Nogueira et al., 2011; Tokarnia et al., 2012). Deste modo, a mortalidade de
ruminantes por plantas toxicas que contém o fluoroacetato é muito grande, com
prevaléncia estimada em 5% da populacdo total, com a incidéncia variavel em
decorréncia do efeito da sazonalidade na producéo das pastagens (Silva et al., 2016).
Assim, o desenvolvimento de uma forma de prevengdo para esta mortalidade
representard um impacto econdmico significativo na pecuéria nacional. Uma das
técnicas disponiveis para evitar a intoxicacao é a indugdo do condicionamento aversivo,
fazendo com que os animais sejam condicionados a associar a ingestdo da planta com
desconforto. No entanto, este condicionamento deve ser aplicado por pessoal treinado e
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repetido em todo o rebanho anualmente (Barbosa et al., 2008; Pacifico da Silva e Soto-
Blanco, 2010). Assim, é necessario o desenvolvimento de outra técnica de prevencéao
que seja de facil aplicacdo e de baixo custo.

Uma estratégia para prevencdo da intoxicacdo por diversos compostos em ruminantes
estd na manipulacdo da microbiota ruminal (Dominguez-Bello, 1996; Cheeke, 1998;
Berny et al., 2006). Neste sentido, a indugdo da resisténcia ao MFA mediada pela
utilizacdo de bactérias que produzem dehalogenases, enzimas inativadoras desse
composto téxico, vem sendo estudada com o objetivo de minimizar ou mesmo evitar a
ocorréncia de casos de intoxicacdes (Pessoa et al., 2015).

Diante desse contexto, a solucdo pratica para a prevencao da intoxicacdo por plantas que
contém MFA, exemplo, Palicourea marcgravii, vulgarmente conhecida como:
cafezinho, café-bravo, erva de rato, roxinha, vick. Estd na utilizacdo de analogos
atoxicos desse composto, que apresentam ampla margem de seguranca toxicoldgica,
para induzir a proliferacdo de bacterias produtoras da halogenase no rimen dos animais
a partir da presenca do substrato.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Promover resisténcia em bovinos aos efeitos toxicos do MFA, por meio da sua
degradacdo pela microbiota ruminal pela administracdo do substrato trifluoroacetato de
sodio (TFA).

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar a seguranca toxicologica do uso do trifluoroacetato de sodio em
bovinos, em doses capazes de induzir a proliferacdo de bactérias produtoras de
halogenase.

e Determinar se ha resisténcia em bovinos a intoxicacdo por P. marcgravii apos a
administracao diaria de trifluoroacetato de sodio.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Intoxicacgdes por plantas toxicas em animais de producéo do Brasil

Historicamente, a pecuéria € uma das mais importantes e tradicionais atividades
econdmicas no Brasil. Essa atividade ocupou, inicialmente, terras da regido do Nordeste
brasileiro, mas, com o avancar das inovacfes tecnoldgicas e a expansdo das fronteiras
agricolas, dispersou-se por todo o territorio nacional. Segundo dados do Censo
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Agropecuario do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o rebanho
bovino brasileiro no corrente ano foi estimado em torno de 218 milhGes de cabeca de
gado. Segundo a Organizacdo das Nacbes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO, 2015), este niumero supera a populacdo humana, representando o maior rebanho
comercial do mundo, e o segundo colocado no ranking mundial dos maiores rebanhos
bovino, atras apenas da India.

No Brasil, 0 processo de ocupacdo e povoamento do territério geralmente é descrito
pelo ditado popular como “seguiu o rastro do boi”. A pecuéria desenvolveu-se
inicialmente em torno dos engenhos de cana-de-agUcar situados no Nordeste do pais. O
gado criado nesses locais era utilizado na alimentacdo, producao de couro e leite, além
da tragcdo animal fundamental nos trabalhos para a obtencdo do agtcar. Com a expansdo
das lavouras de cana-de-aclcar ao redor dos engenhos, foi necessario encontrar
pastagens cada vez mais distantes para a criacdo de gado (Valverde, 1967).

A migragéo e expansdo da pecuéria demandaram novas areas, geralmente ndo utilizadas
para atividades econémicas concorrentes, possibilitando a ocupacdo de regides antes
pouco povoadas, a exemplo do Centro-Oeste e Norte do pais, especialmente na regido
Amazonica. O processo de deslocamento da pecuaria pelo territério nacional a procura
de terras mais baratas, permitiu 0 contato com novas plantas toxicas, visto que, a flora
nativa brasileira apresenta grande diversidade de plantas tdxicas particulares de cada
regido, principalmente aquelas responsaveis por produzirem o composto toxico MFA
(Pessoa et al., 2013).

Na maioria dos estabelecimentos agropecuarios, os animais de producdo ainda sdo
criados em sistema extensivo ou semiextensivo utilizando, para isso, pastagens nativas
ou cultivadas, permitindo maior acesso dos animais as plantas toxicas (Gomes, 2006).
Esses sistemas de producdo sdo amplamente utilizados no Brasil, devido a sua ampla
extensdo territorial. Em algumas situagdes, também pode ser devido a existéncia de uma
cultura extrativista predatoria, atividade caracterizada por retirar da natureza recursos
que no caso da pecudria sdo: minerais, vegetais e dgua de forma indiscriminada sem
preocupacao de preserva-los ou até mesmo restitui-los.

Adicionalmente, segundo estudos realizados pela FAO (2009), o Brasil possui em torno
de 20% das pastagens em situacdo de degradacdo localizadas, principalmente nas
regibes com maior aglomeracao de animais. Além disso, grande parte dessas pastagens
se apresentam em locais de recente desmatamento ou com grau severo de degradacao,
com solos lixiviados, compactados e com grande presenca de plantas invasoras. Esses
fatores colaboram para aumentar a incidéncia de casos de intoxicacdo por plantas
toxicas no territdrio brasileiro (Tokarnia et al., 2012).

Entretanto, existem inimeros outros fatores na epidemiologia da intoxicacdo dos
animais, tdo importantes quanto a simples presenca destas plantas produtoras de MFA
coabitando com o0s animais, para determinacdo dos casos de intoxicag&o. Situagdes
como a “facilitacao social”, quando ocorre influéncia de um animal adaptado a
determinadas plantas, sobre outros recém-introduzidos no local. No caso de animais
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debilitados e/ou submetidos a situacdo de fome, sede e pastagens degradadas, estes
perdem momentaneamente parte da capacidade de discernimento e acabam ingerindo
plantas que normalmente ndo seriam ingeridas (Tokarnia et al., 2012; Oliveira et al.,
2013).

3.2 Plantas toxicas responsaveis pela “morte subita”

A expressdo “morte subita” geralmente ¢ empregada para descrever a circunstancia em
que o animal morre em curto periodo, geralmente minutos, ap6s o inicio da
manifestacdo da sintomatologia clinica. Quando da ocorréncia da intoxicacdo pelo
MFA, a hiperagudicidade decorrentes da hipdxia, hipocalcemia e queda do pH, faz com
que, muitas vezes, 0 proprietario ja encontre 0 animal morto ou simplesmente seja
possivel apenas observa a estase da jugular, que € a alteracdo primaria nos bovinos antes
do obito (Riet-Correa et al., 2001; Pedroza, 2015).

Geralmente, o MFA ¢ encontrado em plantas tropicais e subtropicais em diversas
concentracgdes, devido a influéncia do solo, idade, época do ano e espécie vegetal. Essas
plantas crescem em uma variedade ampla de tipos de solo e pH, abrangendo territorios
de solo acido a baésico, incluindo também solos arenosos a argilosos. No continente
Africano, as plantas que produzem MFA pertencem ao género Dichapetalum, ocupando
geralmente as regides de baixo relevo das savanas. Diferente das outras espécies
produtoras de MFA em outras regifes, onde sdo nas folhas que ha a maior concentracao
do composto toxico, 0 principio toxico encontra-se majoritariamente nas sementes,
podendo atingir aproximadamente 8000 mg/kg, concentracdo mais alta ja registrada em
partes de plantas (Leong et al., 2017).

Na Austrélia, existem cerca de 40 espécies de plantas comprovadamente capazes de
produzir o MFA, pertencentes aos géneros Gastrolobium, Oxylobium e Acacia. Essas
plantas sdo amplamente distribuidas pelo territorio daquele pais. Entretanto,
Gastrolobium grandiforum, que contém por volta de 2600 mg/kg de MFA, mesmo nédo
sendo a mais toxica, é responsavel pela maioria dos casos de intoxicacdo em bovinos
devido a sua maior abundancia nas regides de pratica da pecuaria (Stephen et al., 2014).

Ja na América do Sul, diferente dos outros locais, a planta que tem se destacado é a
Palicourea marcgravii, a qual pode conter niveis de até 500 mg/kg de MFA,
principalmente localizado em suas folhas. Isso se deve pelo caracteristico regime
pluviométrico mais distribuido, solos mais acidos, entre outros fatores edafoclimaticos
presentes na regido. Entretanto, existem inimeras outras plantas sul-americanas que ja
foram confirmadas com a presenca do MFA, como por exemplo, as dos géneros
Amorimia e Fridericia (anteriormente Arrabidaea). E provavel que existam outras
espécies que ainda ndo foram identificadas no continente Sul-Americano devido
principalmente, a uma possivel existéncia dessas plantas em locais ainda pouco
explorados e pela grande diversidade botanica (Brand et al., 2005).
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No Brasil, devido a similaridade das caracteristicas edafocliméticas entre os paises Sul-
americanos, ndo existe uma grande divergéncia das espécies botanicas relacionadas a
producdo do MFA. No entanto, observa-se maior presenca dessas plantas
principalmente em areas de solos béasicos e férteis. Com isso os géneros Palicourea,
Amorimia e Fridericia também estdo catalogados no Brasil como em paises vizinhos
(Tokarnia e Dobereiner, 1981).

As espécies de plantas responsaveis por “morte subita” no Brasil ja sdo bastante
estudadas e pertencem as familias Rubiaceae, Malpighiaceae e Bignoniaceae (Lee et al.,
2012; Tokarnia et al., 2012). As espécies da familia Rubiaceae incluem Palicourea
marcgravii (Moraes, 1993), Palicourea aeneofusca (Vasconcelos et al., 2008b),
Palicourea juruana (Oliveira et al., 2004) e Palicourea grandiflora (Schons et al.,
2012), e se caracterizam por arbustos que podem atingir até dois metros de altura e com
boa palatabilidade. A familia Malpighiaceae inclui as espécies Amorimia (Mascagnia)
rigida (Vasconcelos et al., 2008a), Amorimia (Mascagnia) pubiflora (Becker, 2013),
Amorimia (Mascagnia) exotropica (Pavarini et al., 2011) e Amorimia (Mascagnia)
amazonica (Lee et al., 2012), enquanto a familia Bignoniaceae inclui as espécies
Fridericia (Pseudocalymma) elegans (Tavares et al., 1974), Tanaecium bilabiatum
(Arrabidaea bilabiata) (Krebs et al., 1994) e Fridericia (Arrabidaea) japurensis
(Tokarnia e Dobereiner, 1981). Nessas duas familias, as plantas sdo de porte arbustivo
ou cipd, consideradas as plantas toxicas mais importantes, conhecidas e difundidas da
regido nordeste, principalmente nos estados da Bahia, Piaui, norte de Minas Gerais e
uma pequena parte da regido sudeste do Brasil (Vasconcelos et al., 2008b).

P. marcgravii € popularmente conhecida como “Erva-de-rato verdadeira”, “Cafezinho”,
“Café-bravo”, “Erva-café¢” e “Roxinha” (Barbosa et al., 2003). As plantas do género
Amoriminia sd8o denominadas como ‘“Tingui”, “Timbd”, “Quebra-bucho”, “Pela-
bucho”, “Salsa-rosa”, “Rama-amarela”, “Suma-branca” e “Suma-roxa” (Tokarnia et al.,
2012). T. bilabiatum é conhecida como ‘“Chibata”, “Gibata” ¢ “Cipé corimbo”
(Tokarnia et al., 2004).

O principio toxico da maioria das plantas que causam “morte subita” no Brasil foi
identificado como MFA (Lee et al., 2012; Cook et al., 2014), mas provavelmente outras
plantas também devam conter 0 mesmo principio toxico. Entretanto devido a dimenséo
territorial e a diversidade de biomas, é provavel que ainda existam espécies deste grupo
de plantas que ainda ndo tiveram o principio toxico determinado, mas que de alguma
forma também possivelmente participem das frequentes intoxicacdes (Tokarnia et al.,
2012)

3.3. Intoxicagdo por MFA
3.3.1 Producéo natural do MFA

A fluoragéo, processo pelo qual sdo produzidos compostos halogenados a partir da
adicdo do F2 em substratos orgénicos, € convenientemente dividida em trés grupos, de
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acordo com o produto obtido: perfluoracdo, trifluorometilacdo e fluoracgao seletiva. Aqui
aborda-se a fluoracdo seletiva direta, a qual substitui hidrogénio por flior (converte uma
ligagdo C-H especifica de um substrato em uma ligagdo C-F), portanto o que acontece
na sintese natural da molécula do MFA em plantas, bactérias e fungos (Boechat et al.,
2014).

Na bactéria Streptomyces cattleya, o processo de fluoracdo é catalisado pela enzima
fluorinase. Essa enzima catalisa a primeira etapa da via de sintese de metabdlitos
fluorados como o fluoroacetato e a 4-fluorotreonina, que consiste na formacdo de uma
ligacdo C-F através de um ataque nucleofilico do fluor sobre a coenzima S-adenosil-L-
metionina. Concomitantemente, ha liberacdo de L-metionina para gerar a 5-fluoro-5-
desoxiadenosina, o qual é posteriormente convertido no MFA (Leong, 2017).

Porém, o mecanismo de resisténcia da Streptomyces cattleya ao MFA ndo esta bem
esclarecido. Acredita-se que estd relacionado com a producdo de uma tioesterase
especifica de fluoroacetil-CoA, a qual hidrolisa seletivamente fluoroacetil-CoA sobre
acetil-CoA e exibe uma eficiéncia catalitica 106 vezes maior para fluoroacetil-CoA em
comparagdo com acetil-CoA (Domg et al., 2004). No caso das plantas, ainda ndo foi
comprovado se os metabolitos fluorados produzidos séo sintetizados através de um
mecanismo semelhante, mas pelo que se observa a reacdo de fluoracdo é uma reacéo
exergonica necessitando, portanto, de enzimas especificas para catalisar o processo, ndo
diferente do que ocorre em outros organismos produtores de MFA (Cardoso, 2015).

3.3.2 Toxicidade do MFA

Em toxicologia, a DL50 (dose letal mediana) é a dose necessaria de uma dada
substancia para matar 50% de uma populacdo em teste. Sendo geralmente medida em
miligrama de substancia por quilograma do peso corporal (Peixoto et al., 2010). A
DL50 de MFA para bovinos esta estimada em 0,39 mg/kg, sendo com isso considerada
a substancia mais toxica existente para bovinos e outros mamiferos até o momento
(Tabela 1) (Peixoto et al., 2010; Nogueira et al., 2011).
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Tabela 1: DL50 do MFA para diferentes espécies animal e a diferenca do periodo do
inicio da sintomatologia e 6bito.

Espécie Animal DL50 Inicio dos Intervalo entre
(mg/kg) sintomas apésa  administragédo do
administracdo do MFA e o Obito dos
MFA (horas) animais (horas)
Bovinos (Bos taurus) 0.39 1.5-29 1.5-29.3
Equinos (Equus caballus) 1.0 1.5-2.0 6.0-10.5
Ovinos (Ovies aries) 0.5 6.2-37.6 9.6-61.6
Gatos (Felis gatus) 0.40 1.0-5.6 20.7-21
Coelhos (Oryctolagus 0.34-0.5 1.1-10.1 3.0-44.3
cunicullus)
Porco selvagem (Sus scrofa) 1.0 1.9-47.3 2.8-10
Camundongos (Mus 8.33 1.3-2.8 2.2-68.3
musculus)
Rato-preto (Rattus rattus) 0.76 0.8-27.8 2.4-36.5
Raposa vermelha (Vulpes 0.12 4.1 55
vulpes)

Fonte: Adaptado de Orr e Bentley,( 1994);Barbosa, (2009); Peixoto, (2010)

O MFA possui grande potencial toxico para todos 0s organismos. Sua caracteristica
hidrossoluvel possibilita que o animal se intoxique por diversas formas de contato,
sendo que as mais comuns sdo: digestivo, respiratdrio, conjuntiva e cutanea. A
intoxicacdo pelo MFA pelo trato gastrointestinal é a forma mais comum, porém, tem-se
observado varios relatos de intoxicacao por feridas abertas, mucosas e epitélio pulmonar
(Atzert et al., 1971). E importante salientar que ndo existe diferenca na toxicidade
quanto a via de administracao entre as espécies susceptiveis (Chenoweth et al., 1949).

Desde a sua disponibilidade na forma sintética, 0 MFA esta relacionado a mortalidade
de animais da fauna silvestre, doméstica e em humanos principalmente devido a erros
de manejo, pratica criminosa e uso descontrolado. O composto se apresenta na forma de
um pd de cor branca, inodoro, ndo volatil e muito sollvel, facilmente dispersado e
veiculado na &gua. Essas caracteristicas também favorecem que mucosas, conjuntivas e
até a propria pele integra sejam vias para intoxicacdo (Animal Health Board, 2002).

O MFA sintético foi introduzido no Brasil como rodenticida em 1965; entretanto, em
1980, seu uso tornou-se restrito a campanhas publicas. Contudo, em 1982, sua
fabricacdo, comercializacdo e uso, foram proibidos pelo Ministério da Saude devido a
inimeros relatos de acidentes e crimes envolvendo a forma sintética do MFA.
Entretanto, mesmo apés a proibicdo da producdo e comercializagdo, ainda ha relatos de
casos de intoxicacOes tanto de animais, quanto de humanos por esta substancia, de
forma acidental ou criminosa. Geralmente os ruminantes sdo intoxicados pela sua forma
natural (em plantas), enquanto a maioria das intoxicagdes em monogastricos ocorre pela
forma sintética (Nogueira et al., 2011).
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A ocorréncia dos crimes com o uso do MFA na forma sintética ainda sdo comuns. Um
exemplo ocorreu no zooldgico da cidade de Sado Paulo, em 2004, onde 73 animais
morreram envenenados com substancia (Ortis, 2005). A ocorréncia, 22 anos apos a
proibicdo de uso e comercializa¢do pelo ministério da Saude (MS), é possivel devido a
uma provavel importacdo clandestina do produto e sua comercializacdo ilegal no Brasil,
para uso como praguicida. Também existe a possibilidade da existéncia de estoques
remanescentes do periodo de uso permitido, os quais, devido as caracteristicas estaveis
do produto no ambiente, ainda preservam seu potencial toxico e a possivel producéo de
forma clandestina em laboratorios brasileiros. Portanto, suspeita-se que grande parte de
casos de intoxicacdo por MFA, principalmente em animais de companhia, como caes e
gatos, advém da permanéncia do uso da formulacdo sintética, com preco baixo e livre
acesso por parte da populacdo ao produto no comércio informal (Riet-Correa et al.,
2001).

3.3.3 Mecanismo de acdo do MFA

A semelhanga estrutural entre os radicais FCH2, do fluoracetato com o CH3 do acetato,
permite que o MFA mimetize sua funcéo e se incorpore ao ciclo de Krebs (Collicchio-
Zuanaze e Sakate, 2005). No ciclo de Krebs, ao se ligar a acetil-coenzima A, formando
o fluoroacetilCoA, conjuga o oxaloacetato por meio da condensacao da citratosintetase,
resultando no fluorocitrato. Além de ndo ser transformado em cis-aconitato, o
fluorocitrato inibe a enzima aconitase, a qual € responsavel por transformar o citrato em
isocitrato. Com o bloqueio da aconitase, ha a interrup¢cdo do metabolismo energético
celular, pelo transporte de elétrons e, consequentemente, hipdxia citotoxica. Portanto, o
efeito tdxico ndo é produzido diretamente pela presenca do MFA, mas sim, pela
formacdo do metabdlito ativo fluorocitrato. Deste modo, este mecanismo é conhecido
como “sintese letal” (Riet-Correa et al., 2001).

A “sintese letal” esta relacionada com a sequéncia de alterag¢des clinicas que o animal
apresenta de forma simultdnea. Alteracbes como hipoxia, acUmulo do citrato
responsavel pela lesdo celular e hipocalcemia aguda, e o lactato responsavel pela queda
do pH sanguineo, dos quais ocorrem em praticamente todos os tecidos, principalmente
no miocardio e no sistema nervoso central (SNC) e em menor quantidade no figado,
podendo variar de acordo com a espécie (Collicchio-Zuanaze et al., 2005; Melo et al.,
2005).

3.3.4 Toxicidade do MFA e das plantas que causam “morte subita”

O MFA, além do efeito tdxico irreversivel, possui também efeito acumulativo no
organismo, e com sua agdo toxica pode ser produzida por doses letais individuais,
conforme sensibilidade da espécie e/ou exposicdo prolongada a doses subletais (Eason e
Turk, 2002).
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H& grande diferenca entre algumas espécies animais, quanto a resisténcia ao MFA na
sua formulagdo sintética. Em ordem crescente de resisténcia temos: cdo, bovino,
ovino/caprino ambos praticamente a mesma resisténcia, felino domestico, suino, equino,
aves e homem (Peixoto et al., 2010). No caso dos bubalinos, quando comparado com
bovinos, o primeiro apresenta resisténcia aproximadamente 4 a 6 vezes maior ao efeito
toxico do MFA, fato esse relacionado com as caracteristicas da microbiota particular
dessa espécie de ruminantes (Barbosa et al., 2003).

Na forma natural em plantas a quantidade ingerida necessaria para causar intoxicacao
em bovinos é muito variavel entre as espécies vegetais. No entanto, para 0 composto
toxico MFA sintético, a dose minima toxica estimada esta entre 0,15 a 0,62 g/kg (Santos
et al., 2014). Para ocorrer a intoxicacdo de bovinos pela ingestdo da planta, P.
marcgravii, sabidamente a mais toxica da categoria no Brasil, é necessaria a ingestdo a
partir de 0,5 g/kg de folhas verdes (Barbosa et al., 2003). Baseado no principio da
proporcdo de g/kg de MFA na planta, sdo consideradas menos toxicas as plantas do
género Amoriminia, que apresentam dose toxica letal a partir de 2 g/kg (Becker et al.,
2013) e T. bilabiatum, com dose toxica letal de 5 g/kg (Tokarnia et al., 2004).

3.3.5 Apresentacéo clinica da intoxicacdo por MFA

Para que haja manifestacdo clinica da intoxicacdo, é necessario que se atinja a dose
toxica para 0 organismo em questdo. Fato diretamente relacionado com as variacfes da
sensibilidade e da intensidade dos sinais clinicos manifestados pelas diferentes espécies
de animais, quando intoxicadas pelo MFA. As espécies foram classificadas em trés
categorias, em funcdo da predominancia dos efeitos provocados pelo MFA: (1)
alteracdes cardiacas (I1) acdo no sistema nervoso central; e (I11) acdo equivalente sobre
0 coracao e sistema nervoso central (SNC), citado por Peixoto et al.,( 2010).

Os bovinos e ovinos foram agrupados na categoria I, uma vez que o principal efeito do
MFA nessas espécies se faz sobre o coracdo. Os equinos foram incluidos na categoria 11,
efeito sobre o SNC, e ratos e hamster foram classificados na categoria Ill, sem
predominancia de efeitos sobre coracdo ou SNC, citado por Nogueira et al., (2011).

Tabela 2: Classificacao das espécies animais de acordo com a localizacdo das alteracdes
anatomopatoldgicas decorrentes da intoxicacdo pelo MFA.

Categoria Espécie Animal Alteracoes
anatomopatologicas

| Bovinos e ovinos Alteraces cardiacas

I Suinos, macacos, gatos, cdes e homem  Alteracdes SNC

11 Ratos, hamsters e camundongos Sem predominancia

Fonte: citado por Peixoto, (2010);Nogueira, (2011)
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Nos bovinos, os sinais clinicos da intoxicagdo iniciam em torno de poucas horas apds a
ingestdo da dose letal (Freitas et al., 1995). Os principais sinais clinicos observados séo:
inapeténcia, atonia ruminal, distensdo da jugular, apatia, tremores musculares,
inquietacdo, taquicardia, taquipneia, relutdncia em movimentar-se, queda repentina,
“pedalagem” (movimento que o animal realiza com as patas apds o decubito lateral) e
morte dentro de poucos minutos (Serodio et al., 2012).

No entanto, atitudes como submeter animal intoxicado e/ou sob suspeita de intoxicagédo
por MFA a prética de exercicios fisicos, como andar ou correr e deixa-lo exposto ao sol,
podem precipitar o aparecimento dos sinais clinicos e até mesmo sua morte devido a
aceleracdo do metabolismo e da distribuicdo do principio toxico (Tokarnia et al., 2012).

3.3.6 Diagnadstico da intoxicacao

O diagnostico geralmente é realizado associando as informagGes obtidas na avaliagio
fisica do animal a outros diversos fatores correlatos, tais como o historico do animal,
presenca da planta na pastagem e sinais de predacdo. Caso seja realizada necropsia, €
possivel, em algumas situacdes, observar a presenca da planta no trato gastrintestinal do
animal e alteracdes macroscéopicas como discreta congestdo cardiaca, hepatica, renal e
edema pulmonar moderado. No entanto tais achados da necropsia ndo sdo prescindiveis
para o diagnostico, uma vez que ndo sdo patognomdénicos para tal intoxicacdo (Tokarnia
etal., 2012).

Pode-se ainda realizar exames complementares como bioquimica sanguinea em que se
espera observar, em casos de intoxicacdo por MFA, a presenca de hiperglicemia,
hiperlactatemia e aumento de citrato sérico (Peixoto et al., 2010; Nogueira et al., 2011).
E possivel ainda avaliar a presenca de lesdes hepaticas a partir da determinacdo das
atividades séricas das enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), gama glutamiltransferase (GGT) e fosfatase alcalina (FoAl),
ou ainda avaliar a funcao renal pela dosagem de ureia e creatinina séricas (Peixoto et
al., 2010).

Existem, ainda, exames mais complexos e especificos para o diagndstico de alteragcdes
celulares, como por exemplo, a analise histopatoldgica. Esse exame consiste na analise
microscopica dos tecidos para a deteccdo de possiveis lesBes existentes, com a
finalidade de informar ao clinico a natureza, a gravidade, a extensdo, a evolucao e a
intensidade das lesdes, além de sugerir ou até mesmo confirmar a causa da afeccao
(Almeida et al., 2017).

Em bovinos intoxicados com MFA, as altera¢des histopatoldgicas tém sido observadas
com predominéncia nos rins, figado e coracdo. No entanto, a degeneracdo hidropico-
vacuolar dos tabulos renais, associados a picnose nuclear, tem se mostrado de grande
importancia no diagnostico da intoxicacdo, pela sua predominancia. Em pelo menos
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60% dos animais intoxicados por MFA esta alteracdo esta presente, entretanto, néo
sendo achados patognomdnicos (Tokarnia et al., 2000).

Adicionalmente, pode se constatar no figado a presenca de edema no espaco de Disse,
tumefacdo difusa dos hepatdcitos e moderado infiltrado inflamatério (Nogueira et al.,
2010; Peixoto et al., 2010). No coragdo, ocorre a presenca de severa tumefacdo e
vacuolizacdo de cardiomiocitos, com distribuicdo multifocal a difusa com fibras
cardiacas esparsas e com citoplasma vacuolizado. Pode-se observar ainda, necrose
individual de cardiomidcitos, com distribuicdo esparsa e geralmente de intensidade
discreta, caracterizada por hipereosinofilia citoplasmatica, perda das estriacbes e, por
vezes, cariopicnose (Barbosa et al., 2015).

As alteracbes histopatoldgicas, especificas em cada Orgdo, possivelmente sdo
dependentes de variaveis, como, grau de permeabilidade da membrana celular ao MFA,
demanda energética, capacidade de metabolizagdo do composto toxico e diferencas
morfologicas e funcionais entre grupos celulares. Ja a grande presenca de células
inflamatdrias nos 6rgao lesados € justificada pela lesdo celular ou necrose tecidual no
que resulta na liberacdo de citocinas na circulacdo, que ativam as células de defesa
levando a migracoes de celulas pro-inflamatorias para estes sitios (Peixoto et al., 2010).

No processo da “sintese letal”, a hipoxia provocada pela diminuicdo da fosforilacdo
oxidativa tem como principal consequéncia, o desequilibrio na manutencdo da
integridade das células. Principalmente na bomba de sodio e potassio, onde hd um
aumento do influxo de célcio, 4gua e sodio, com saida de potassio para 0 meio
extracelular. Ao mesmo tempo, ocorre aumento na glicolise, com exaustdo das reservas
de glicogénio, acumulo de acido latico e consequente reducdo do pH sanguineo. Essa
desestruturacdo celular, com alteragdes na permeabilidade da membrana, induz a
liberacdo de fosfolipases, ativa enzimas lisossomicas e libera radicais livres, podendo
evoluir para lesdo irreversivel e morte celular (Collicchio-Zuanaze e Sakate, 2005).

O processo de lesdo e morte celular, causado pela acdo do MFA, pode levar a liberacdo
de enzimas de inducdo ou extravasamento, funcionando assim como mecanismo de
diagndstico em casos de intoxicacdo. Como exemplo a espécie bovina, que apresenta
principalmente acometimento cardiaco, com ocorréncia de lesdes e morte celular, que
resultam no extravasamento das enzimas troponinas (Tn-1 e Tn-T) e creatina quinase
(CK-MB). Essas enzimas podem ser mensuradas a partir de exames de bioquimica
sérica, constituindo importante método de diagnostico para casos de intoxicacdo em
bovinos (Peixoto et al., 2010).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma ferramenta analitica
laboratorial de diagnostico, amplamente utilizada na toxicologia veterinaria para
pesquisa de compostos enddgenos ou exdgenos e/ou seus metabdlitos em matriz
biologica, a exemplo do MFA. Essa metodologia investigativa tem valor qualitativo
quando usada sozinha, indicando a presenca ou auséncia da substancia na amostra (Rissi
et al., 2007). Entretanto, apresenta baixa especificidade devida interferéncia de outras
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substancias na matriz biologica a exemplo do &acido acético muito frequente em
amostras de fluido ruminal (Cassiano et al., 2009).

No entanto, quando a CLAE € usada acoplada ao espectrdmetro de massas
(Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas - LC-MS), tem valor
qualitativo e quantitativo e ndo sofre influéncia de impurezas da amostra. O LC-MS,
além de indicar, a presenca ou auséncia da substancia, ainda faz sua identificacdo
quimica, por meio da sua identidade atémica. Portanto, trata-se de uma metodologia de
alta especificidade e sensibilidade capaz de trabalhar com concentracGes de picogramas
(Langas, 2009).

3.3.6.1 Diagndéstico diferencial

No Brasil existem diversas doencas de bovinos marcadas pela hiperagudicidade das
alteracdes clinico-patologicas. Portanto, sempre que houver a ocorréncia de morte subita
no rebanho, € necessario realizar exame diferencial. Doencas infecciosas a exemplo da
babesiose cerebral e enterotoxissemicas como, carbunculo sintomatico (Silva et al.,
2016). Adicionalmente, plantas cianogénicas, intoxicacdo por ureia e picada de
cascavel, também podem compor a lista de diagndsticos diferenciais (Tokarnia et al.,
2012).

Portanto, diante da diversidade de agentes correlatos para um possivel diagnostico
precoce, € de extrema importancia a realizacdo de exame fisico minucioso, avaliacdo do
histérico do animal e coleta de material biologico, tanto ante mortem quanto post
mortem, para a realizacdo de exames para se obter um diagndstico conclusivo confiavel
(Pavarini et al., 2011).

3.3.7 Tratamento dos bovinos intoxicados

A complexidade e abrangéncia dos mecanismos envolvidos na intoxicacdo pelo MFA
(Moraes, 1993), associado ao carater hiperagudo da doenca (Barbosa et al., 2003),
dificulta a disponibilidade de antidoto especifico para a intoxicacdo ou até mesmo um
tratamento adequado para o animal. Ndo existem substancias que sejam capazes de
reverter, remover, ou inativar o fluorocitrato que ja tenha sido formado, somente
substancias paliativas para efeitos secundarios da sua acumulacdo (Tokarnia et al.,
2012). Produtos denominados doadores de acetato, exemplo da acetamida na
concentracdo 2,5 a 5,0 g/kg, via oral logo ap6s ingestdo da planta, associada a aplicacédo
de acetato de glicerol (Monoacetin®) intramuscular 0,5 mg/kg a cada 30 minutos
durante o tempo de instabilidade do quadro clinico pode apresentar bons resultados na
terapéutica da intoxicacdo (Nogueira et al., 2011).

E importante destacar que a acetamida, dentre os doadores de acetato, ainda se constitui
como o melhor para tratamento da intoxicacdo por MFA em bovinos. Sua caracteristica
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de precursora de acetato (referido como “doador de acetato™), é capaz de reduzir a
inibicdo competitiva do MFA pelo mesmo sitio ativo CoA, impedindo ou reduzindo
assim, a ocorréncia da chamada “sintese letal” (Peixoto et al., 2012).

J& o acetato de glicerol fornece um aporte energético para o animal, que geralmente ja
se encontra com déficit de ATP. Por fim o bicarbonato de calcio pelas suas
caracteristicas tamponantes tem oferecido bons resultados no restabelecimento do pH
decorrente da acidose metabolica, além de fonte de calcio para suprir a hipocalcemia
relacionada a quelacéo pelo citrato (Collicchio-Zuanaze, 2002).

E fundamental a realizacdo de fluidoterapia intravenosa, adicionada de tamponantes,
exemplo do bicarbonato de calcio na concentracéo e volume de acordo com o déficit de
base do animal. Sendo este o melhor protocolo de tratamento e suporte clinico para
bovinos intoxicados por MFA (Cook, 2001;Barbosa et al., 2003). Entretanto, apesar de
se falar deste protocolo, ainda é baixo o indice de tratamento dos animais intoxicados.
Fato esse possivelmente relacionado a rapidez com que Obito ocorre, deficiéncia de
conhecimento técnico dos Médicos Veterinarios sobre uso dos protocolos de tratamento
intensivo na Medicina Veterinaria e da pouca disponibilidade e com alto custo da
acetamida e do acetato de glicerol no mercado (Peixoto et al., 2012).

3.3.8 Controle e profilaxia das intoxicacfes

O conhecimento da epidemiologia das intoxicacbes por plantas toxicas é muito
importante para o estabelecimento e a implantacdo de medidas profilaticas. No Brasil
existem inumeras medidas e ferramentas para mitigacdo de risco de intoxicacdo de
ruminantes. Entretanto, ndo se sabe ao certo por qual motivo, mas especula-se que, por
questdes de erro de manejo ou até mesmo extensao territorial, estas medidas preventivas
muitas vezes se tornam ineficazes (Riet-Correa et al., 2001).

Dentre as opcoes de manejo, a mais importante, € a restricdo de espaco, para evitar que
0s animais entrem em contato ou permanecam no local de presenca de plantas toxica,
(Riet-Correa et al., 2001).

Alternativas, ndo menos importantes incluem o manejo eficiente dos animais e das
pastagens; evitar pastejo excessivo e superlotacdo para que ndo falte forragem em
qualidade e quantidade, principalmente nas épocas de estiagem; suplementacdo mineral
adequada para cada categoria (Tokarnia et al., 2012).

Realizar controle bioldgico com auxilio de microrganismos patogénicos para o tipo de
planta em questdo (Morandi e Bettiol, 2009). Prévio pastoreio de animais de espécies ou
idades resistentes a determinadas plantas; evitar colocar animais recentemente
transportados com fome e/ou sede em pastagens contaminadas por plantas toxicas (Riet-
Correa et al., 2001).
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Também é possivel a realizacdo do controle manual (arrancar ou capinar), mecéanico
(rogadeira ou aracdo) ou quimico (herbicidas) das plantas toxicas. Até mesmo o simples
cuidado na utilizagdo de sementes controladas para evitar a difusdo de espécies toxicas
em pastagens em fase de implantacdo (Tokarnia et al., 2012).

O cercamento das reservas (Reserva Legal e/ou Area de Preservacdo Permanente), tipos
mais comuns de acordo com a legislacdo ambiental brasileira, com arames ou outro
dispositivo de restricdo, tem 0 mesmo principio da restricdo de espago supracitado. No
entanto, muito mais importante ndo so pelos aspectos de preservacdo ecoldgica, mas
também pelo fato de que nestes locais geralmente ha uma concentracdo de plantas
toxicas muito superiores quando comparados as pastagens. Grande parte das espécies de
plantas tdxicas apresenta significativa sensibilidade a variacdo da radiagdo solar.
Portanto, estas plantas encontram-se em menor nimero, ou até mesmo inexistem em
pastagens abertas e estabelecidas onde a radiacdo solar € alta, tambem no interior das
reservas onde a radiacdo solar é muito baixa. Com isso, geralmente se observa maior
concentracdo de plantas toxicas nas bordas de matas (“reservas”), em relagdo aos outros
ambientes supracitados, facilitando seu isolamento dos animais (Riet-Correa et al.,
2001; Tokarnia et al.,2012).

Alguns estudos tém sido realizados no intuito de desenvolver a aversdo alimentar
condicionada, com aplicacdo de cloreto de litio, com auxilio da sonda ruminal ou
pistolas dosadoras logo apds a ingestdo da planta que se quer evitar o consumo. Esta
técnica se mostrou eficaz para evitar que ruminantes ingiram plantas que contenham
MFA, entretanto é de dificil aplicagdo em escala de rebanho, devido a exigéncia do
manejo individual. Ademais, foi observado que os animais perdem a aversao a curto
periodo (Barbosa et al., 2008; Pacifico da Silva e Soto-Blanco, 2010; Oliveira et al.,
2013).

Uma forma interessante de promover a resisténcia dos animais foi o desenvolvimento
de bactérias transgénicas capazes de degradar o fluoroacetato com capacidade de se
adaptar e sobreviver no fluido ruminal. Essas bactérias sdo produtoras da enzima
halogenase, por meio da incorporacdo de plasmideo contendo a codificacdo genética
para a producdo da enzima. Deste modo, a inoculacdo dessas bactérias no contetdo
ruminal visa promover a resisténcia dos animais a intoxicacdo por plantas que
contenham o MFA (Gregg et al., 1994; Mayer e Van Rooyen, 1994; Gregg et al., 1998).

No entanto, por se tratar de um microrganismo geneticamente modificado, deve-se ter
precauces quanto a sua ampla disseminacdo, além de sua producdo, manutencdo e
transporte para evitar a inviabilizacdo do microrganismo. Além disto, a populacdo dessa
bactéria, na microbiota ruminal, sofre reducdo substancial na auséncia do substrato
resultando na necessidade de sua reaplicacdo periddica, ademais o uso de micro-
organismos transgénicos esbarra em legislacGes sanitarias nacionais (Pessoa et al.,
2013).

Alguns estudos revelaram que dentre grupos de animais que ingeriam subdoses de
plantas diariamente, alguns desses morriam em decorréncia da dose téxica pelo efeito
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acumulativo, e outros exigiam doses significativamente altas em relagdo a DL50 para a
espécie ao longo do tempo. Fetzner e Lingers (1994) pesquisando a microbiota de
animais resistentes ao MFA identificaram que tal resisténcia se deve a presenca de
bactérias ruminais que degradavam o MFA via enzima dehalogenase. Observaram que
tais bactérias pelo mecanismo natural de degradacdo no rumem, hidrolisavam o MFA,
tornando-o indisponivel para ser absorvido.

J& pesquisadores brasileiros realizaram diversos experimentos aonde foi possivel
estudar e isolar bactérias que degradam MFA no rumen de bufalos e caprinos, criados
na regido do nordeste brasileiro com grande presenca de plantas do género Amorimia.
Esses estudos demonstraram que estas bactérias ja existiam no rimen em pequeno
nimero, mas que a alimentacdo com plantas que contém MFA estimula a sua
multiplicacdo em decorréncia da presenca do substrato (Camboim et al., 2012b). Este
achado poderia explicar a maior resisténcia de animais mantidos em areas endémicas
para este tipo de planta, em relagdo aos mantidos em éareas livres da planta (Silva et al.,
2016).

Além disso, foi demonstrado que a administracdo de pequenas quantidades de folhas
verdes de plantas das familias Malpighiaceae (Duarte et al., 2013) e Rubiacea (Oliveira
et al., 2013) induz resisténcia parcial em caprinos, quando o fluido ruminal de animais
resistentes foi transfundido para outros animais, estes demonstraram aumento da
resisténcia. Camboim et al. (2012b) ratificaram a hipotese que grande parte do fator de
resisténcia animal a intoxicacdo por MFA se da pela acdo da enzima dehalogenase,
produzida por uma gama de bactéria ruminal primitivas.

A capacidade das bactérias ruminais em processar alimentos de origem vegetal, antes da
sua passagem para as demais porcdes do sistema digestorio, possibilita que o0s
ruminantes sejam frequentemente mais resistentes e adaptados a diferentes regides
quando comparados aos ndo ruminantes. No entanto, a presenca de tais bactérias
ruminais, evolutivamente vai além da simples funcdo digestiva. Grande parte dessas
bactérias, durante a degradacédo da celulose e outros polissacaridios vegetais sdo capazes
de degradar compostos toxicos e proporcionar aos ruminantes a possibilidade de ingerir
plantas toxicas sem que ocorra intoxicacdo (Dominguez-Bello, 1996; Cheeke, 1998).

A capacidade de detoxificacdo ruminal vem sendo estudada como alternativa para
desempenho zootécnico, nutricional, sanitario, e agora no controle de intoxicacdes e
reducdo de perdas econdmicas, muito frequentes no Brasil e no mundo. O estudo das
bactérias detoxificantes de MFA no rumen, iniciadas na Australia, visa ampliar as
possibilidades para controle de intoxicacdes por plantas e micotoxinas. Desta forma, a
detoxificacdo de compostos nocivos ao organismo animal resultara na reducdo das
perdas diretas pela substituicdo dos animais mortos, ou indiretas pelo tratamento dos
doentes (Gregg et al., 1994; Mayer e Van Rooyen, 1994; Gregg et al., 1998).

Nesta linha de promocdo da degradagdo ruminal, foram desenvolvidas bactérias
transgénicas capazes de degradar o fluoroacetato, e com capacidade de se adaptar e
sobreviver no fluido ruminal. Essas bactérias sdo produtoras da enzima halogenase, por
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meio da incorporagdo de plasmideo contendo a codificagdo genética para a producédo da
enzima. Deste modo, a inoculacdo dessas bactérias no contetdo ruminal visa promover
a resisténcia dos animais a intoxicacgdo por plantas que contenham o MFA (Gregg et al.,
1994,; Mayer e Van Rooyen, 1994 Gregg et al., 998). No entanto, por se tratar de um
microrganismo geneticamente modificado, deve-se ter precau¢des quanto a sua ampla
disseminacdo, além de sua produgdo, manutencdo e transporte para evitar a
inviabilizacdo do microrganismo. Além disto, a populacdo dessa bactéria, na microbiota
ruminal, sofre reducdo substancial na auséncia do substrato resultando na necessidade
de sua reaplicagdo periddica (Pessoa et al., 2013).

Para evitar 0 uso de bactérias transgénicas, alguns estudos brasileiros recentes isolaram,
do solo e de plantas, espécies de bactérias produtoras de halogenase (Camboim et al.,
2012a). Posteriormente, esses estudos demonstraram o aumento da resisténcia a
intoxicagdo por plantas produtoras de MFA em caprinos, inoculados com algumas
destas bactérias degradadoras de MFA, especialmente Ancylobacter dichloromethanicus
e Pigmentiphaga kullae isoladas do contetdo ruminal (Camboim et al., 2012b). Além
disso, foi verificado que essa resisténcia pode ser transmitida de animais resistentes para
animais susceptiveis pela transfaunagdo de conteddo ruminal. No entanto, esse
mecanismo tem efeito limitado, pois ha uma significante reducdo na capacidade de
degradacdo do MFA um més apos a inoculacédo (Silva et al., 2016).

Foi verificado que a ingestdo, por diversos dias, de quantidades ndo letais de plantas que
contém o fluoroacetato é capaz de induzir a proliferacdo de bactérias que produzem uma
enzima (halogenase) que o degrada, protegendo os animais da intoxicacdo (Oliveira et
al., 2013). No entanto, durante esse processo de inducdo, hd o risco de estimular os
animais a consumir a planta toxica que esteja na propriedade, favorecendo a ocorréncia
da intoxicacao.

Além disso, a quantidade de MFA nas plantas é variavel, podendo ser insuficiente para
promover a inducdo da resisténcia, ou elevada o suficiente para promover a toxicidade.
Uma alternativa ja testada € a utilizacdo do MFA na forma sintética para a inducdo da
degradacdo ruminal (Santos et al., 2014). No entanto, esse composto é extremamente
toxico, representando um grave risco para 0s animais e também para as pessoas que 0
manipulam, inviabilizando sua utilizacdo pratica. Além disto, ha indicios de que esse
composto pode causar aborto nos animais, ou ainda ser excretado no leite, gerando um
risco para a saude publica (Vasconcelos et al., 2008a).

3.4 Producdo da dehalogenase pela microbiota ruminal e seu mecanismo de acéo

A histéria da relacdo dehalogenase, microrganismo e MFA passou a ser estudada, apos
0s pesquisadores Goldman, em 1965 e Evans, 1966, isolarem pseudomonadaceas em
amostras de solo onde cresciam as plantas Gastrolobium sp, Gompholobium sp,
Oxylobium sp, Nemcia sp e Acacia sp, todas frequentes no territorio australiano.
Observaram ainda que tais bactérias que cresciam em solos com presenca de MFA,
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eram resistentes pelo fato de produzirem a enzima, dehalogenase. A partir disso,
inimeros estudos foram desenvolvidos com intuito de desvendar o mecanismo de
resisténcia e degradacdo do MFA por esses microrganismos.

Com a constatagdo de tais bactérias no solo, passou-se a pesquisar a existéncia de outros
microrganismos com capacidade semelhante. Assim, foi possivel isolar em outros
ambientes microrganismos com caracteristicas semelhantes, como por exemplo, do
rumen de animais (Gregg et al., 1998) e de plantas (Twigg e Socha, 2001; Camboim et
al., 2012a,b; Davis et al., 2012).

Estudos realizados na Paraiba isolaram bactérias ruminais primitivas como,
Pigmentiphaga kullae e Ancylobacter dichloromethanicus do rimen de caprinos criados
em éreas livres de plantas que contém MFA (Camboim et al., 2012a), e também em
plantas como a Arabidopsis thaliana, todas com capacidade de degradrar o MFA ja que
produziam dehalogenase (Lazzarotto, 2011).

No entanto a partir de tais descobertas e inimeros outros estudos complementares
subsequentes, foi observado que existe no Brasil uma gama de outros microrganismos
resistentes ao MFA, dos quais, tal habilidade é decorrente da producéo da dehalogenase,
exemplo das bactérias Moraxella spp, Pseudomonas spp, Ancylobacter spp,
Rhodococus spp, Mycobacterium spp, Burkholderia spp, Staphylococcus spp,
Stenotrophomonas spp e Pigmentiphaga kullae, e fungos Fusarium spp e Paenobacillus
spp, presentes nos mais variados ambientes (Camboim et al., 2012b).

A enzima dehalogenase, com o passar do tempo, teve reconhecido seu potencial
tecnoldgico quando das inimeras possibilidades de aplicacdo no campo cientifico e
industrial, passou a ser utilizada em processo de detoxificacdo de solos contaminados
por agentes fitossanitarios usados na agricultura ou por acidentes industriais. Ja na
producdo animal, um dos pioneiros desse reconhecimento foram Gregg et al. (1994,
1998), que utilizaram bactérias Butyribivrio fibrisolvens modificadas geneticamente,
pela adicdo do plasmideo de Moraxella spp, reconhecidas pela habilidade da alta
producdo de dehalogenase. Trés cepas de Butyrivibrio fibrisolvens, identificadas como
OB156, OB291 e ORS85, foram transplantadas com o plasmideo pBHf, o qual €
responsavel pela atividade de desalogenacdo do MFA. As Butyrivibrio fibrisolvens
hibridas foram inoculadas em ovinos, promovendo aumento da resisténcia desses
animais quando comparados ao grupo controle (Gregg et al., 1994, 1998).

Existem diversos compostos halogenados, também conhecidos por haletos organicos ou
hidrocarbonetos halogenados, derivados dos hidrocarbonetos pela substituicdo de um ou
mais hidrogénios por atomos de halogénios (Fluor, Cloro, Bromo e lodo), fenbmeno
denominado halogenacéo. Adicionalmente, ainda podem ser classificados de acordo
com o halogénio que esta na cadeia carbbnica, como: fluoretos, cloretos, brometos,
iodetos ou mistos, também como mono-, di-, tri- e tetra-halogenados. Esta diversidade
de compostos possibilita que os mesmos estejam relacionados a diferentes tipos de
intoxicagdes e contaminagdes ambientais (Hill et al., 1999).

28



As dehalogenases séo classificadas de acordo com o composto halogenado (substrato)
que degradam, portanto divididas nos seguintes grupos: haloaromaticas dehalogenases,
halohidrinas dehalogenases, halocidos dehalogenases e haloalcano dehalogenases. No
entanto, para detoxificagdo ruminal, as de maior interesse sdo: fluoroacetato
dehalogenase e a dehalogenase L-2-haloécido, sendo classificadas como haloacido
dehalogenases, por serem mais especializadas na degradacdo de compostos tdxicos
acidos, como o 4cido monofluoroacético (Chan et al., 2010).

As dehalogenases, ao contrério das halogenases, atuam por meio da clivagem da ligacdo
carbono-halogénio. No caso do MFA, as enzimas mais comuns, dehalogenase
fluoroacetato e a L-2-haloacido dehalogenase, atuam quebrando a ligagdo carbono-
fluor, ocasionando a inativacdo desse composto tdxico. Ja as halogenases atuam na
producdo dos compostos halogenados pela substituicdo da ligacdo hidrogénio-carbono
por um halogénio (Fetzner e Lingers, 1994; Chan et al., 2010).

No MFA, a ligagdo carbono-flor é estavel, sendo considerada uma ligagéo forte e com
alta energia ionica, apesar disso, as dehalogenases sdo capazes de clivar essa ligacao por
meio de varios mecanismos distintos de dehalogenacéo. Outro fator importante para o
uso das dehalogenase é a auséncia da necessidade de outros cofatores, sendo que
algumas usam simplesmente, agua como co-substrato (Holmquist, 2000).

Inimeras espécies de microrganismos podem ser encontradas no rdmen, porém 0s
critérios de classificacdo de uma espécie como autoctone deste 6rgdo variam entre
autores, ndo havendo consenso universal. Existem aqueles que sugerem que a
importancia de uma determinada espécie bacteriana no processo fermentativo deve ser
baseada numa populacdo minima de 10° células/g de contetdo ruminal fresco, ser
isolada pelo menos dez vezes em dois ou mais animais e ser isolada em, no minimo,
duas diferentes localidades geogréaficas (Raskin et al., 1997 ).

No entanto, também é possivel tal classificacdo se forem satisfeitos os seguintes
requisitos: ser anaerébio, apresentar populagdo minima de 10° células/g de contetido
ruminal fresco, ter sido isolada pelo menos dez vezes em dois ou mais animais, ter sido
isolada em pelo menos duas diferentes localizacbes geogréaficas e produzir subprodutos
encontrados no ramen (Gall e Huttanen, 1989).

A enorme diversidade da microbiota ruminal geralmente estd relacionada a
complexidade e a variedade do substrato. Isso esta sujeito as variaveis do sistema de
producdo, estacdo do ano e localidade geogréafica. Portanto, sobrevivem e predominam
as espéecies de microrganismo que possuam em seu material genético as informacdes
para a sintese de enzimas que compde as vias metabdlicas mais eficientes no
aproveitamento da energia contida no substrato que lhes sdo apresentados (Abréo,
2012).

Apesar do importante papel e do grande nimero de protozoarios e fungos presentes no
rimen, esses ndo conseguem nem se quer aproximar-se das bactérias como 0s
microrganismos mais ativos em relacdo a produgdo enzimatica. O rimen apresenta mais
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de 20 espécies de bactérias, e uma concentracéo entre 10° a 10° células/g de contetido
ruminal, sendo classificadas geralmente de acordo com o processo digestivo e a
fermentacdo do substrato especifico. Grande parte das bactérias ruminais sdo
anaerdbicas, no entanto podem também existir anaerobicas facultativas (Oliveira et al.,
2007).

Bactérias celuloliticas produzem a enzima celulase extracelular, com capacidade de
hidrolisar a celulose. Alguns exemplos s&o Ruminococcus spp, Flavefaciens spp,
Bacteroides succinogenes e Butyrivibrio fribrosolvens, que possuem mecanismo de
adesdo a fibra, que permite a digestdo de contetdos fibrosos da dieta. No glicocalice da
célula, a medida que a celulase vai sendo degradados, fragmentos do envelope celular
vegetal sdo utilizados para compor a matriz do glicocélice, local onde as celulases
continuam a digerir a celulose. O produto desta digestdo geralmente sdo os acidos
graxos de cadeia ramificada como acetato, propionato, butirato e succinato (Lynch et
al., 2015).

Bacterias amiloliticas produzem enzima amilase relacionadas a degradacdo do amido, e
sdo representadas por espécies do género Bacteroides, dentre estas, Bacteroides
amylophilus, a qual utiliza amido, entretanto, incapaz de utilizar glicose ou outros
monossacarideos. Ja as amiloliticas Streptococus bovis e Selenomonas ruminantium
utilizam tanto o amido quanto agucares soluveis, gerando como produto final o acetato e
metanol quando carboidratos soluveis estdo abundantes, quando ndo, produzem acetato
e propionato. Nesta Ultima rota ha uma maior producdo de energia por grama de
substrato (Reis et al., 2015).

Bacteérias essencialmente proteoliticas utilizam somente aminoacidos como fonte de
energia primaria, exemplo das Clostridium Lachheadii, Bacillus licheniformes,
Prevotella ruminicola, Ruminobacter amylophilus, Bacteroides amylophilus e
Bacteroides ruminicola (Reis, 2015; Lage, 2010). Entretanto, esse processo metabolico
ndo diferente dos outros, necessita de certo controle visto que a degradacdo excessiva da
proteina no ramen causa reducdo na retencdo de nitrogénio pelo hospedeiro. Os
microrganismos existentes no rumen possuem intensa atividade proteolitica, no entanto
a velocidade com que as proteinas sdo degradadas em peptideos, aminoacidos livres e
amonia estdo diretamente relacionados a solubilidade das proteinas presentes na dieta
(Rao et al., 1998).

Ademais a ureia, importante fonte de nitrogénio para bactérias, € dependente de uma
concentracdo minima de carboidratos, minerais e sulfatos, para ser incorporada a
proteina microbiana. Por ser solavel, é rapidamente hidrolisada no rimen em aménia e
dioxido de carbono pela acdo direta da urease, numa velocidade quatro vezes superior a
capacidade de aproveitamento bacteriano o que causa, portanto, alteragcdes patologicas
letais nos animais quando em excesso no organismo (Kozloski, 2016).

As bactérias utilizam a amdnia disponivel no contetdo ruminal como principal fonte de
nitrogénio para a sintese de proteina microbiana. Algumas bactérias utilizam
diretamente os peptideos e aminoécidos. A ambnia é a principal fonte de nitrogénio
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soluvel presente no fluido ruminal, no entanto sua concentragdo depende da quantidade
e solubilidade da proteina da dieta, quantidade de ureia que é reciclada no ramen através
da saliva, da difusdo da ureia pela parede do rimen e da taxa de absor¢do da amdnia no
ramen (Neto, 2008).

As bactérias metanogénicas sdo anaerdbias estritas, organismos capazes de produzir
metano a partir de CO, e H, proveniente de uma dieta fibrosa. Representadas pelo grupo
das Methanobrevibacter ruminantium, Methanobacterium formicicum, Methanosarcina
barkeri e Methanomicrobium mobile, sdo extremamente importantes para o ecossistema
ruminal, pois possuem papel na regulacdo da fermentacdo pela remoc¢do das moléculas
de H; e consequentemente estabilidade do pH ruminal . Praticamente todo o metano é
produzido pelas reac6es de reducdo de CO2 acoplada ao fornecimento de elétrons pelo
H.. Entretanto, este processo continuo representa uma significante perda de energia
consumida pelo animal (Abreu et al., 2010).

Alguns estudos apontam a hipétese de que as enzimas presentes no rumen poderiam
alterar a utilizagdo dos alimentos, por meio do efeito direto sobre a dieta e do aumento
da digestdo ruminal e/ou pds-ruminal de determinadas substancias pelo sinergismo dos
microrganismos do ramen. De fato, os inUmeros mecanismos de acdo possivelmente
estdo interligados, de modo que as alteracbes mediadas pelas enzimas refletem
diretamente na digestdo ruminal dos substratos e consequentemente no aumento da
disponibilidade de outros de interesse zootécnico ou clinico (Reis, 2015).

O aumento da concentragdo das enzimas digestivas visa aumentar a eficiéncia do
processo fermentativo e digestivo, favorecendo a atuacdo de microrganismos desejaveis,
em substratos especificos como o MFA. Nesse caso as dehalogenases utilizadas atuam
indisponibilizando o MFA por defluoracdo e com isso impedindo a intoxicacdo. Tem-se
verificado que resultados com aditivos enzimaticos exogenos como celulases, xilanases
e ligninases, todas fundamentais na digestdo dos ruminantes ou promotores enzimaticos
diretamente relacionados a bactérias ruminais, tanto na silagem quanto no preparo de
racdes, geralmente apresentam resultados satisfatorios (Reis, 2015).

Entretanto, alguns estudos divergem sobre o melhor método de utilizacdo de tais
enzimas de acdo ruminal exclusiva. Estudos com enfoque nutricional destacam ainda
que a aplicacdo das enzimas no ambiente ruminal por meio de alimentos pode
apresentar menor eficiéncia enzimatica do que sua producdo in loco, pelo fato de que
algumas possivelmente sdo parcialmente degradas, ou sofram alguma alteracdo
conformacional antes que atinjam o substrato especifico (Queiroz, 2004; Kozloski,
2016).

3.5 Bioquimica sérica e plasmatica em bovinos

Segundo Barini (2007), a concentracdo e a composi¢do bioquimica sérica e plasmética
reflete a situagdo metabdlica dos tecidos animais. Situacdo de fundamental importancia
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para indicar patologias como: les6es teciduais, transtornos no funcionamento dos 6rgéos
e também desequilibrios metabolicos especificos ou e de origem nutricional.

A avaliacdo da bioguimica é complexa, tanto aplicada a rebanhos quanto a individuos,
devido a grande variacdo desses niveis em funcdo de fatores como raga, idade, estresse,
dieta, nivel de producdo leiteira, manejo, clima e estado fisioldgico. Porém, ainda assim,
constitui excelente ferramenta para complementar a pesquisar de alteracdes clinico-
patoldgicas em ruminantes sem manifestacdo clinica aparente (Gonzalez e Scheffer
2003).

3.5.1 Glicose sanguinea

Valores de referéncia para bovinos de glicose plasmatica estdo entre 50 a 70 mg/dL
recomendado por (Rosenberger, 1993; Kaneko, 1997; Meyer e Harvey, 2004). A
hiperglicemia clinica é frequente em pacientes com deficiéncia de tiamina, disfuncdo
hepatica, animais submetidos a situacOes de estresse, altos niveis de cortisol, processo
inflamatdrio associados a acdo de vasopressores, e também na intoxicagcdo por
compostos como MFA (Sant'Ana, 2009; Patelli, 2017).

A glicose € o principal substrato organico usado como fonte de energia pelos
organismos, e a Unica fonte energética utilizada de forma direta pelas hemacias e tecido
nervoso. Portanto, para que haja um maximo desempenho na producdo e utilizacdo
dessa energia, esse substrato, é submetido a etapas de processamento como, glicolise,
ciclo de Krebs e fosforilagdo oxidativa. Com objetivo em comum de produzir ATP por
reacdes exergonicas a partir de um substrato energético (Silveira, 2011; Oliveira, 2012).

3.5.2 Lactato

Valores de referéncia para bovinos do lactato plasmatico estdo entre 2,0 a 13,0 mg/dL
recomendado por (Rosenberger, 1993; Kaneko, 1997; Meyer e Harvey, 2004).
Historicamente houve uma confuséo entre acido latico e lactato; entretanto, estes ndo
sdo sinbnimos. O acido lactico, € um &cido forte que em pH fisioldgico é ionizado para
lactato. O lactato é produzido naturalmente durante a glicélise nas células musculares e
células sanguineas, como por exemplo, nas hemacias. No entanto, o lactato é
constantemente consumido no figado pelo “ciclo de Cori” onde ¢ transformado
novamente em piruvato e posteriormente em glicose, sendo lancada novamente na
circulacdo (Gonzalez, 2000).

Acidose latica nos bovinos é caracterizada quando o acido latico ultrapassa 5 mmol/L
de sangue. O aumento do lactato sanguineo (hiperlactatemia) em pacientes submetidos a
terapia intensiva geralmente é avaliado como parametro de morbidade, por estar
relacionado a diversos fatores, dentre eles sepse, deficiéncia de tiamina, disfuncdo
hepética, e intoxicacdo por composto como, chumbo, cobre, arsénio e MFA. Também
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em situacdes ndo clinicas como na glicolise muscular durante exercicio fisico, aumento
da adrenalina e locais ou regides com baixa saturacdo de oxigénio (Gonzélez, 2000;
Barini, 2007).

Em ruminante quando ha uma ingestdo de carboidratos sollveis que ultrapassa as
capacidades metabolicas do rumem, ocorre alta disponibilidade de &cidos graxos
volateis o que resulta no declinio do pH ruminal pelo acumulo de acido latico (Gonzalez
et al., 2006). A acidose lactica pode assemelhar-se a muitas outras condi¢des sépticas ou
toxicas, incluindo: mastite ou metrite séptica, peritonite difusa aguda, paresia puerperal,
intoxicagOes por chumbo, sal, arsénico ou nitrato, e enterotoxemia (Costa et al., 2008a).

Ambas as formas D e L de &cido lactico sdo produzidas, sendo que a forma L € utilizada
mais rapidamente que o isomero D, o qual se acumula e causa uma grave acidose. Se a
velocidade de entrada do éacido lactico para os liquidos do organismo ndo for téo rapida,
0s mecanismos compensadores do ridmen e tamponantes do sangue ndo conseguem
manter o pH num nivel compativel até que a crise seja superada. Ha também diminuicao
do fluxo sangiineo renal e da velocidade de filtracdo glomerular, resultando em anuria e
eventualmente ha choque e morte (Costa et al., 2008a)

O lactato € produzido no citosol das células musculares pela via anaerdbia da glicolise,
também conhecida como, “sistema lactato”. Entretanto a hipdxia ndo € um pré-requisito
para essa via, portanto ela ocorre naturalmente no mdasculo durante exercicio na
presenca de O,. Em situacdes de hipdxia e consequente deficiéncia do organismo em
usar outras vias, tais como sistema ATP-fosfocreatina e glicélise aerobica, exigentes de
0,, 0 sistema anaerébio € exigido para suprir demanda de ATP do organismo,
considerando que o sistema lactato geralmente é mais rapido na producéo de energia do
que as vias aerobicas, para compensar o menor rendimento de energia por mol de
substrato. Portanto, o acumulo de lactato ocorre por que o mecanismo de consumo do
figado ndo consegue acompanhar o ritmo da intensa producdo na aerobiose e
consequentemente o mesmo acontece com H”, ja que este ndo esta sendo usado na
fosforilacdo oxidativa (Ronsein, 2004; Ferreira, 2017).

No sistema da glicolise anaerdbica, o lactato é produzido a partir do glicogénio
muscular de maneira sequencial em glicose, posteriormente em glicose 6-fosfato, e por
fim em piruvato que, pela acdo da enzima lactato desidrogenase, da origem a dois
lactatos e dois fons de H* por molécula de glicogénio. Com isso, a queda do pH
sanguineo na glicdlise é decorrente do H* secundario e ndo propriamente do lactato.
Portanto através deste mecanismo, em animais intoxicados por substancias que atuam
blogueando o ciclo de Krebs, observa-se um aumento sérico do lactato e uma
consequente queda do pH (Ronsein, 2004).

3.5.3 Proteinas totais
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As concentracdes de proteinas totais plasmaticas em bovinos podem variar de 6,5 a 7,5
g/dL (Rosenberger, 1993; Kaneko, 1997; Meyer e Harvey, 2004). As proteinas totais
englobam todas as proteinas presentes no organismo, sendo as principais delas a
albumina, as globulinas e o fibrinogénio. Essas proteinas sdo principalmente
sintetizadas pelo figado e apresentam diferentes funcbes que podem estar relacionadas a
manutencdo da pressdo oncética e da viscosidade do sangue a participacdo nos
mecanismos de hemostasia, transporte de nutrientes, horménios e metabdlitos, além de
produtos de excre¢do pelo organismo e da manutencdo do pH sanguineo (Gonzélez,
2000).

Pode-se observar a ocorréncia de hipoproteinemia em casos de insuficiéncia hepaética,
levando a redugéo da producgéo, em animais com transtornos intestinais, levando a falha
na absorcdo em doentes renais, por perda de proteinas pela urina em animais com
quadros de hemorragia crbnica, causando perda de proteinas e outros nutrientes
fundamentais, além de casos de subnutricdo ou até mesmo inanicdo, quando as
proteinas disponiveis sdo utilizadas como fonte alternativa de energia para o organismo.
A hiperproteinemia é comumente observada em casos de desidratacdo, que leva a um
quadro de hemoconcentracdo. Pode-se observar também em animais mais velhos a
presenca de hiperproteinemia geralmente causado pela aumento da fragdo de globulinas
(Fagliari, 2003).

3.5.4 Albumina

Segundo Gonzalez (2000), a albumina € uma das proteinas sintetizadas no figado
representando a maior fracdo, cerca de 50 a 65% das proteinas séricas ou plasmaticas
totais. Suas principais funcoes estdo relacionadas com a atividade osmotica do plasma e
a funcdo especifica do transporte de produtos de varias substancias enddgenas e
exogenas, bilirrubina, acidos graxos, corantes, calcio e farmacos.

A hipoalbuminemia, tem importante significado clinico, podendo indicar a presenca de
hepatopatias, sindromes nefrdticas e enteropatias. Outras situacdes de diminuicdo da
concentracdo de albumina ocorrem nos processos inflamatorios agudos, agindo como
proteina de fase aguda negativa, subnutricdo, ma absorcdo nos caso de queimaduras
cutaneas extensas e caquexia neoplasica (Barini, 2007). Adicionalmente a albumina
pode também ser usada como um indicador de status nutricional proteico. Valores
persistentemente baixos de albumina sugerem inadequado consumo de proteinas. Em
casos de subnutricdo severa, a concentracdo de albumina sérica pode cair a niveis
inferiores a 20 g/l (Barini, 2007).

A hirperalbuminemia, por sua vez, se destaca em situagdes de desidratacdo, quando
ocorre hemoconcentragdo, oscilagdo comum ao longo do ano em funcdo das variagoes
climaticas e o efeito da qualidade das pastagens. Geralmente no verdo, podem ser
encontrados altos niveis de albumina sérica, possivelmente devido a pastagens ou dieta
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de melhor qualidade, associado a altas temperaturas com baixa ingestdo de agua
caracteristico da desidratacao subclinica (Gregory et al., 1999; Barini, 2007).

3.5.5 Gama glutamiltransferase (GGT)

As atividades séricas de GGT em bovinos variam de 6 a 17 U/L (Rosenberger, 1993;
Kaneko, 1997; Meyer e Harvey, 2004). A GGT, também conhecida como gama
glutamil-transpeptidase (GTP), € responsavel por catalisar a transferéncia de grupos
glutamil entre peptideos, e também esta envolvida em reacdes da glutationa (Thrall,
2008). Localizada na membrana celular, a GGT é considerada uma enzima de indugo.
Sintetizada por quase todos os tecidos corporais, sendo que, maiores concentragdes séo
observadas nos rins e pancreas, e em menores concentracdes no figado, mucosa
intestinal e glandulas mamarias de determinadas espécies (Thrall, 2008).

A maior parte da atividade da GGT sérica é oriunda do figado, isso porque 0s maiores
produtores de GGT do organismo, rins e pancreas, tem todo produto final eliminado na
urina e na secrecdo pancreatica respectivamente, ndo atingindo a circulacdo sanguinea,
portanto ndo contribuindo grandemente para a atividade sérica da enzima (Thrall, 2008).

A elevacdo da atividade sérica da GGT pode ser observada em casos de colestase ou
hiperplasia biliar, ocorrendo devido ao aumento da producdo da enzima ou pela maior
solubilizacdo, causada pelos acidos biliares, e consequente liberacdo da GGT aderida a
membrana celular (Stockham e Scott, 2011). Em ruminantes, a faixa de normalidade é
limitada, tornando-a mais sensivel e especifica nessas espécies do que FA. Aumento
marcante da atividade sérica de GGT também pode ser observado em filhotes que
ingeriram colostro, em vacas leiteiras com lipidose hepatica e em animais infestados
com Fasciola hepatica (Thrall, 2008; Stockham e Scott, 2011).

Alteracoes de GGT relacionadas a intoxicacdo por plantas tdxicas, principalmente
aquelas consideradas hepatotoxicas, como, Cestrum laevigatum (coerana, bauna),
Sessea brasiliensis (canela-de-veado, peroba-d’agua), e também em situagdes na qual
tem manifestacdo de fotossensibilizacdo decorrentes de alteracGes hepéaticas como
observado na intoxicacdo por Lantana spp (chumbinho, camara); Pithomyces chartarum
associado as Brachiarias spp. Sendo que em tais alteracdes supracitadas sdo comuns
elevacdo dos niveis séricos da GGT dos animais (Tokarnia et al., 2000).

3.5.6 Aspartato aminotranferase (AST)

As atividades séricas de AST em bovinos podem ser de até 130 U/L (Rosenberger,
1993; Kaneko, 1997; Meyer e Harvey, 2004). A AST, também conhecida como
transaminase oxaloacética (TGO), é uma enzima que catalisa a rea¢do de transaminacgao
de aspartato e a-cetoglutarato em oxalacetato e glutamato. Estd presente em
hepatdcitos, midcitos do masculo esquelético, midcitos cardiacos e eritrdcitos, sendo
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que a maior concentracao esta localizada em hepatdcitos e células musculares de todas
as espécies. Portanto, ndo se trata de uma enzima especifica de origem hepatica. Em
virtude disso, 0 aumento isolado da atividade sérica desta enzima pode ndo ser
especifico de alteracdo hepética, devendo esta ser determinada em conjunto com outras
enzimas como, a creatina quinase (CK). A CK apresenta maior especificidade para
lesBes musculares, porém, sua meia vida sérica € inferior a meia vida sérica da AST,
permitindo que, casos de lesdes musculares, possam apresentar aumentos isolados de
AST sem a paridade com CK, limitando o emprego da CK como método diferencial
(Stockham e Scott, 2011).

AST ¢ a enzima de extravasamento presente em maior concentracdo nas membranas
mitocondriais e em menor proporc¢do no citosol das células. Essa caracteristica permite a
avaliacdo da gravidade da lesdo, ja que para sua liberacdo deve-se ocorrer uma leséo
celular mais intensa. Sendo mais comum em casos de necrose, lesdo subletal de
hepatocitos e células musculares (Thrall, 2008). No entanto a AST € mais utilizada para
avaliar lesdo hepatica em grandes animais, devido a sua maior concentracdo hepatica
nessas especies. Pelo fato de ter meia vida mais curta que ALT, a AST pode fornecer
uma melhor indicagéo de leséo ativa de hepatocitos (Stockham e Scott, 2011).

Espera-se observar aumentos na atividade sérica da AST em casos de doenca hepatica
grave com necrose ou lesdo subletal, semelhante 0 que ocorre na intoxicacdo por plantas
hepatotoxicas (Tokarnia, 200). Regeneracdo de doenca hepatica, hemolise in vitro,
doencas musculoesqueléticas, infarto cerebral, anemia hemolitica, queimaduras e no uso
de determinadas drogas. J& a reducdo dos niveis de AST estd presente em casos de
azotemia, dialise renal crénica e cirrose hepatica (Stockham e Scott, 2011).

3.5.7 Creatinina

As concentracdes de creatinina plasmatica em bovinos variam de 0,6 a 2,0 mg/dL
(Rosenberger, 1993; Kaneko, 1997; Meyer e Harvey, 2004). A creatinina € um
composto nitrogenado produzido a partir da fosfocreatina, sendo que a quantidade de
creatinina formada € relativamente constante para um determinado individuo, e pouco
afetada pela alimentacdo, inclusive pelo consumo de proteina, portanto, ndo apresenta
grandes variacbes durante o dia. E excelente ferramenta para monitorar e corrigir
mudancas nas variacdes de ureia sanguinea frequente quando ha variacdo do status de
consumo energético em bovinos (Gonzalez, 2000; Barini, 2007).

Mostra-se muito eficiente como indicador sanguineo para mobilizacdo de reservas,
como no caso dos acidos graxos livres, também da utilizacdo de substratos energéticos
dentro da célula, atraves das variagbes do fésforo sanguineo frequentes em animais em
hipdxia, hipoglicemia ou deficientes de ATP. A deficiéncia de tais substratos
energéticos pode aumentar os niveis de fosforo no sangue devido & diminuigcdo de sua
utilizagdo no metabolismo energético, o que tem servido como parametro para avaliar o
balanco energético animal (Gonzélez, 2000; Barini, 2007).
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A eliminagdo da creatinina sérica é realizada exclusivamente por via renal, ndo
apresentando reabsor¢do pelos tubulos renais. Dessa forma a creatinina é um excelente
marcador da taxa de filtracdo renal, e consequentemente da fungdo renal. Pode-se,
portanto observar valores elevados de creatinina sérica em casos de reducdo do fluxo
renal, obstrucdo urinaria, doencas renais, além de hipotensdo, desidratacdo, sindrome
hepato-celular e dano muscular. Ja a diminuicdo das concentracBes de creatinina sérica
é observada em casos de insuficiéncia hepatica, super-hidratacdo e miopatias (Gonzélez,
2000; Barini, 2007).

3.5.8 Ureia

As concentragdes de ureia plasmatica em bovinos podem variar 6 a 13 mg/dL
(Rosenberger, 1993; Kaneko, 1997; Meyer e Harvey, 2004). A ureia € um composto
nitrogenado, sintetizado no figado a partir da amoénia produzida no rdmen ou
proveniente do catabolismo de aminoacidos. A concentragcdo de ureia sérica € um dos
componentes usados na avaliacdo da atividade metabdlica proteica do animal e, na
maioria das espécies, & um bom indicador do funcionamento renal (Gonzalez, 2000;
Barini, 2007).

Os niveis de ureia tem relacdo direta com o nivel de proteina na alimentacdo.
Considerando que rebanhos que utilizam dietas ricas em teor de proteina bruta
encontram seus valores altos no sangue, enquanto, uma baixa ingestdo proteica parece
ndo afetar de maneira significativa seus indices (Gonzalez, 2000; Barini, 2007).

No caso da elevacdo da ureia de origem ndo nutricional, geralmente sdo observadas
concentracdes elevadas de ureia sérica nos casos de doenca renal, desidratacéo,
obstrucdo do trato urinario, hipotensdo e diabetes mellitus. Ja niveis baixos, sdo
esperados em animais submetidos a dietas pobres em proteinas, insuficiéncia hepatica,
sindrome da ma absorcdo e na super-hidratacdo (Stockham e Scott, 2011).

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Autorizacdo por Comissdo de Etica

O projeto deste estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), sob protocolo namero
149/2017.

4.2 Obtencéo do trifluoroacetato de sodio (TFA)

O TFA foi obtido utilizando modificacbes da metodologia descrita para sintese do
trifluoroacetato de calcio (Khristov et al., 1998). Para esta sintese, utilizou-se o acido
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trifluoroacético P.A. (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) e carbonato de sddio P.A.
(Synth, S&o Paulo, SP).

4.3 Inducéo da resisténcia animal

Foram utilizados 10 bovinos, da raca Holandesa, com aproximadamente 4 meses de
idade e peso médio de 150 kg. Os animais foram separados em dois grupos: grupo
controle (N=3) e grupo tratado (N=7). Os animais do grupo tratado receberam 0,1
mg/kg de TFA dissolvidos em 5 ml de &gua destilada por via oral, enquanto os do grupo
controle receberam somente 5 ml de dgua destilada. A administracdo oral, tomando-se o
cuidado da aplicacdo ser realizada na regido da base da lingua com o auxilio de uma
seringa no intuito de evitar perdas, por 28 dias consecutivos. Diariamente, 0s animais
foram submetidos a avaliacdo fisica, com intuito de identificar qualquer sinal de
intoxica¢do. Durante todo o periodo do estudo, foi fornecido diariamente aos animais
silagem de milho e agua ad libitum, além de 1,0 kg de racéo e sal mineral proprio para a
espécie.

4.4 Avaliacéo fisica dos bovinos

Foi feita a avaliagdo fisica dos animais no intuito de observar qualquer indicio de
intoxicacdo no uso da terapia preventiva com TFA e no desafio com o composto toxico
MFA. Foram realizada afericdo da temperatura transretal, coloracdo da mucosa da
conjuntiva, auscultacdo cardiaca e pulmonar, afericdo do tempo de perfusdo periférica,
motilidade ruminal e frequéncia respiratoria de todos os animais antes e apds desafio
proposto pelo experimento para detectar possiveis alteracdes (Rosenberger, 1993).

4.5 Coleta de sangue periférico para analise de bioguimica sérica e plasmatica

A cada sete dias, foram realizadas coletas de sangue periférico por meio de pun¢éo da
veia jugular, com agulha acoplada a tubos com vacuo sem anticoagulante e outro
contendo EDTA com fluoreto. As amostras de sangue coletadas foram centrifugadas,
para a separacdo do soro (tubo sem anticoagulante) ou plasma (tubo contendo EDTA
com fluoreto), que foi armazenado e congelado a -12 °C por 60 dias até 0 momento das
analises no laboratorio de toxicologia da EV- UFMG.

As amostras de plasma foram utilizadas para as determina¢fes dos niveis plasmaticos
de glicose, lactato, albumina, ureia, creatinina e proteinas totais, e as amostras de soro
foram destinadas para as mensuragdes das atividades de aspartato aminotransferase
(AST), gama-glutamil transferase (GGT). As determinacGes bioquimicas foram
realizadas utilizando Kits comerciais especificos (Kovalent, Sdo Gongalo, RJ) e um
analisador bioguimico automatico (Cobas Mira Plus, Roche, Montclair, NJ, EUA).
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4.6 Material vegetal para o desafio dos animais

Foram realizadas coletas da parte aérea da planta Palicourea marcgravii (Figura 3), em
propriedades localizadas no municipio de Séo Jose do Jacuri, estado de Minas Gerais,
no periodo da primeira semana de Julho. Todas estas propriedades tinham relatos de
mortalidade de bovinos por intoxicagdo principalmente na época da “seca”. As amostras
foram colhidas com o auxilio de “tesouras de poda”. Foram coletadas amostras com
ramos completos, de preferencia exemplares com flores, frutos e folhas integras. Apés
as coletas, as amostras foram posteriormente acondicionadas em recipiente plastico que
oferecia boa vedacdo e submetidas ao congelamento em primeiro momento na
propriedade onde foram coletadas, para que posteriormente transportadas nas mesmas
condi¢des para o laboratorio de Toxicologia da EV-UFMG.

Figura 1. Exemplar de Palicourea marcgravii, coletada na propriedade rural de Sdo José
do Jacuri - MG: Fonte arquivo pessoal

4.7 Desafio dos animais

Foi realizada nova pesagem dos animais ap0s os 28 dias da administracdo do TFA no
grupo tratado ou agua no grupo controle. Dessa forma, folhas de P. macgravii na
concentracdo de 2,0 g/kg/animal foram trituradas e reservadas de maneira individual
para cada animal. Adicionou-se ao triturado, dgua no volume de até cinco litros, com o
intuito de tornar a solucédo diluida o suficiente para que ndo houvesse resisténcia quando
do fornecimento por meio de sonda esofagica.

A administracdo da solugéo foi realizada entre as 8:00h e 9:00h, com os animais em
jejum alimentar desde as 17:00h do dia anterior. Apds trés horas do término do
fornecimento da planta, foi iniciada a movimentagcdo dos animais, com duragdo de cinco
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minutos e com intervalos de uma hora, quando era observada possivel manifestacdo
clinica da intoxicacdo.

4.8 Anélise estatistica

Os resultados das avaliagdes bioquimicas foram avaliados estatisticamente utilizando a
analise de modelo misto por procedimento MIXED (PROC MIXED), sendo cada
animal determinado como uma unidade fixa e o tempo como varidvel. Esta analise
estatistica foi realizada com o auxilio do programa SAS for Windows v.8.0. O nivel de
significancia sera estabelecido como p<0,05.

5. Resultados e discussao

Os 28 dias da administragdo do TFA (grupo tratado) ou agua (grupo controle) foram
divididos em tempos, onde TO corresponde a primeira coleta realizada antes dos animais
receberem o tratamento. Sendo que o TO também foi utilizado como pardmetro de
referencia para outros tempos. O T1 se refere aos sete dias apds o inicio do tratamento,
T2 se refere aos 14 dias apos inicio do tratamento, T3 se refere aos 21 dias apds inicio
do tratamento, T4.1 corresponde a coleta realizada aos 28 dias apds inicio do tratamento
e por fim, T4.2 corresponde ao momento apos o desafio dos animais.

Tabela 3: Niveis plasmaticos de glicose (em mg/dl) em bovinos que receberam TFA
(grupo tratado) ou agua (grupo controle) por 28 dias consecutivos.

Tempo (Semanas) Grupo Tratado (n=7) Grupo Controle (n=3)

0 69,2 + 8,89 66,3 £ 8,12
1 67,2 £ 6,64 63,0 £ 3,20
2 67,1+7,25 66,5 + 4,27
3 68,2 £ 6,39 60,9 + 3,16
4.1 71,1 +8,90 61,4+£1,48
4.2 67,7 £ 8,00 62,5+1,71

Tabela 4: Niveis plasmaticos de lactato (em mg/l) em bovinos que receberam TFA
(grupo tratado) ou agua (grupo controle) por 28 dias consecutivos.

Tempo (Semanas) Grupo Tratado (n=7) Grupo Controle (n=3)

0 159+315 10,1+0,23
1 8,02+ 17,4 8,87+ 11,3
2 7,11+1138 10,7+11,3
3 23,8 £19,5 11,3+111
4.1 10,3 +£11,8 10,6 £6,71
4.2 10,5 £ 20,0 12,1 +2,97
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Tabela 5: Niveis plasmaticos de ureia (em mg/dl) em bovinos que receberam TFA
(grupo tratado) ou &gua (grupo controle) por 28 dias consecutivos.

Tempo (Semanas) Grupo Tratado (n=7) Grupo Controle (n=3)

0 12,8 £ 4,04* 6,80 £1,11
1 6,58 + 2,19 7,80 + 2,82
2 9,03 + 2,96 6,13 +2,73
3 10,8 + 4,60 9,04 +£2,48
4.1 13,2 £5,20 9,42 + 3,07
4.2 10,0 + 3,02 11,4 £ 6,51

* p<0,05 em relagdo ao grupo controle (Proc Mixed do SAS)

Tabela 6: Niveis plasmaticos de creatinina (em mg/dl) em bovinos que receberam TFA
(grupo tratado) ou agua (grupo controle) por 28 dias consecutivos.

Tempo (Semanas) Grupo Tratado (n=7) Grupo Controle (n=3)

0 0,81+0,10 0,91+0,18
1 0,87 £ 0,09 0,81 + 0,05
2 0,81+0,16 0,87+0,12
3 0,84 +0,13 0,93+0,21
4.1 0,80+0,12 0,83+£0,11
4.2 0,90 + 0,15 0,76 £ 0,23

Tabela 7: Niveis plasméticos de proteinas totais (em g/dl) em bovinos que receberam
TFA (grupo tratado) ou agua (grupo controle) por 28 dias consecutivos.

Tempo (Semanas)

Grupo Tratado (n=7)

Grupo Controle (n=3)

0 6,69 + 0,34 6,33 £ 0,44
1 6,57 £ 0,55 6,64 £ 0,81
2 6,68 + 0,33 6,80 + 0,46
3 6,32 £ 0,60 6,10 £ 0,19
4.1 6,80 + 0,59 6,24 £1,00
4.2 6,51 £ 0,89 5,65+ 0,52

Tabela 8: Niveis plasmaticos de albumina (em g/dl) em bovinos que receberam TFA
(grupo tratado) ou agua (grupo controle) por 28 dias consecutivos.

Tempo (Semanas) Grupo Tratado (n=7) Grupo Controle (n=3)

0 2,88 £0,17 3,15+0,30
1 2,94 £ 0,16 3,35+ 0,54
2 2,90 +0,15 3,23+0,12
3 2,84 £0,22 2,99 +£0,14
4.1 2,84 £0,37 2,94 +0,43
4.2 2,92 £ 0,55 2,72+0,73
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Tabela 9: Niveis séricos de aspartato aminotransferase (AST, em U/I) em bovinos que
receberam TFA (grupo tratado) ou agua (grupo controle) por 28 dias consecutivos.

Tempo (Semanas) Grupo Tratado (n=7) Grupo Controle (n=3)
0 93,5+17,3 73,5+ 8,87
1 85,1+155 77,3+6,22
2 91,9+195 71,5+5,20
3 91,8+21,3 76,0 + 16,3
4.1 88,4 + 25,8 82,7+ 20,5
4.2 94,9+ 223 73,5+148

Tabela 10: Niveis séricos de gama-glutamil transferase (GGT, em U/I) em bovinos que
receberam TFA (grupo tratado) ou agua (grupo controle) por 28 dias consecutivos.

Tempo (Semanas) Grupo Tratado (n=7) Grupo Controle (n=3)
0 25,0+129 16,3 £ 1,09
1 24,3+134 17,6 +2,15
2 22,4+ 9,28 15,2 + 2,68
3 23,7+ 10,8 20,2 + 8,45
4.1 22,2+ 9,79 18,0 + 3,72
4.2 24,5+ 8,74 16,7 + 3,11

O resultado das avaliaces fisicas realizadas nos bovino, referentes a auscultagdo
cardiaca, pulmonar, coloracdo das mucosas, temperatura transretal, afericdo do tempo
de perfusdo periférica, motilidade ruminal e frequéncia respiratéria ndo apresentaram
variacdo estatisticas quando comparados com os valores propostos pela literatura
(Rosenberger, 1993), que indicasse indicios de manifestacéo clinica de intoxicacéo.

Apos o desafio com P. marcgravii nenhum dos animais tratados com o TFA
apresentaram qualquer alteracdo fisica caracterizando intoxicacdo, mesmo sendo
submetidos a exercicio fisico intenso.

Por outro lado, nos animais do grupo controle tratados apenas com agua e ndo com 0
substrato TFA foi constatado o inicio da manifestacdo clinica, por meio da observacao
visual da estase da jugular e exame fisico adicional, exemplo das alteracdes nos valores
de referencia para espécie na auscultacdo cardiaca e pulmonar, mensuracdo do tempo
preenchimento capilar (Rosenberger, 1993). Adicionalmente, também foi observada
relutdncia ao exercicio, alteracbes de deambulacdo do animal e quedas no solo, ficando
em primeiro momento na posicdo de decubito esternal.

Assim que estes animais apresentaram as primeiras manifestacoes da intoxicagdo, como
estase da jugular e relutancia em andar, foram deixados em repouso e receberam o
suporte clinico necessario, pois ndo era desejado o 6bito.

Em relacdo aos sinais clinicos decorrentes do envolvimento cardiocirculatorio na
intoxicacdo pelo MFA, a congestdo venosa, clinicamente evidenciada como estase e
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pulso jugular, é a mais frequente, e amplamente encontrada em outros experimentos
envolvendo o MFA (Tokarnia, 2012), uma vez que bovinos estdo classificados na
Categoria I, sendo o principal efeito do MF no coracgdo (Peixoto, 2010).

A alteragdo cardiaca ocorre possivelmente devido ao acumulo de citrato, e/ou
hipersensibilidade a hipoxia e a hipocalcemia das células deste érgdo em bovinos. A
hipoxia provocada pela diminuicdo da fosforilagdo oxidativa tem acdo direta sobre as
células cardiacas dos bovinos (Silveira, 2011; Oliveira, 2012). A consequéncia dessa
acdo é pelo desequilibrio na manutencdo da integridade das células, principalmente na
bomba de sodio e potéssio, com aumento do influxo de célcio, agua e sédio, com saida
de potéssio para 0 meio extracelular. Ao mesmo tempo, ocorre aumento na glicolise,
com exaustdo das reservas de glicogénio. Essa desestruturacdo celular, com alteracdes
na permeabilidade da membrana, induz a liberacdo de fosfolipases, enzimas
lisossdémicas, liberacdo de radicais livres e consequentemente morte celular (Collicchio-
Zuanaze e Sakate, 2005).

A incapacidade cardiaca de bombear o sangue vindo do corpo para o pulmao acarreta o
acumulo de sangue difusamente pelo corpo, com aumento da pressdo da veia cava
superior e inferior, ocasionando a turgéncia da veia jugular, acimulo de sangue nos
vasos intra-hepaticos, que podem provocar hepatomegalia e degeneracdo na regido
centro-lobular hepética, possivelmente em razdo da hipoxia (Collicchio-Zuanaze e
Sakate, 2005).

A hipoxia geralmente se manifesta pelo padrdo respiratorio, uma vez que bovinos
normalmente apresentam respiracdo costo-abdominal. No entanto em casos de dores
abdominais, asfixia cianose, enfisema pulmonar e edema pulmonar o padréo respiratorio
geralmente se apresenta como respiracdo abdominal (Rosenberger, 1993).

Em casos de cianose, quando a coloracdo das mucosas vai de azulada a pdrpura em
decorréncia da baixa pressdo de O, que no caso da intoxicacdo por MFA é muito
frequente. O que corrobora para a importancia da avaliacdo fisica de tais mucosas
durante o processo de intoxicacdo pelo MFA, ja que a interrup¢do do ciclo de Krebs
provoca esta queda na pressdao do O, e consequentemente um quadro de cianose
(Collicchio-Zuanaze e Sakate, 2005).

Sialorréia, perda do equilibrio e convulsbes, alteracGes patoldgicas muito frequentes
antes do Obito pelo MFA estdo relacionadas com alteragdes principalmente no SNC
(Rosenberger, 1993). Entretanto tais alteragdes ndo sdo caracteristica nos casos de
intoxicacdo por MFA na espécie bovina, entdo mais relacionadas com a hipdxia
generalizada e do acumulo de metabolitos da respiracdo anaerobia durante o processo
do bloqueio do ciclo de Krebs no SNC (Peixoto, 2010).

As analises de bioquimica sanguinea e séricas foram utilizadas no presente estudo com
0 objetivo de avaliar os possiveis efeitos toxicos do TFA usado na inducdo da
resisténcia animal, uma vez que ndo existem relatos na literatura do seu uso e/ou
aplicacdo na dieta de animais. Além das coletas sanguineas realizadas durante a fase de
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inducéo da resisténcia, também foi realizada uma coleta momentos ap6s o desafio dos
animais com a planta toxica, com intuito de identificar alteracdes plasmaticas agudas,
oriundas de uma possivel intoxicacéo pelo MFA.

Na intoxicacdo pelo MFA, geralmente, somente a glicose, lactato e a toponima podem
ser usados como parametros para avaliacdo da intoxicacdo. Pelo fato das alteracOes
referentes as funcbes hepética e renal serem mais tardias, portanto ndo compativeis com
a hiperagudicidade das alterac6es clinico-patoldgicas e o 6bito, comuns na intoxicacao
por MFA (Tokarnia, 2000). De fato, alteragcdes nas concentra¢des de ureia e creatinina
ocorrem em torno de 12 a 24 horas ap6s lesdo renal, enquanto as mudangas nas
atividades das enzimas AST indicativa de lesdo recente ocorrem em torno de 24 a 48
horas, ja a enzima GGT pode tardar, sendo em torno de 7 a 8 dias (Gonzélez et al.,
2000).

Foi observado que as concentragdes de glicose plasmatica dos animais avaliados, ndo
apresentaram alteracdes (P>0,05) durante toda a fase experimental (Tabela 3). A
glicemia geralmente ndo € um bom parametro para avaliacdo do status energético,
nutricional e clinico de animais, por estar sujeita a uma estreita regulacdo homeostatica
(Rosenberger, 1993; Kaneko, 1997; Meyer e Harvey, 2004). No entanto esperava se
uma hipeglicemia nos animais caso ocorresse uma possivel intoxicacdo pelo TFA ou até
mesmo falha deste como substrato, o que ndo ocorreu.

N&o se sabe ao certo qual o mecanismo da intoxicagdo por MFA que provoca a
hiperglicemia, entretanto existem varias teorias, sendo que uma delas aborda a
fosfofrutoquinase (PFK) responsavel por controlar e catalisar a velocidade da
fosforilacdo, etapa principal da glicolise. A PFK geralmente é inibida quando ha
aumento do citrato, queda do pH e hipocalcemia, ao contrario ocorre quando ha queda
da concentracdo do ATP (Riet-Correa et al., 2001).

Durante o processo de intoxicacdo pelo MFA, a acdo do fluoracitrato, inibindo a
aconitase, ndo permite que o citrato seja convertido em isocitrato. Este bloqueio do ciclo
de Krebs afeta diretamente a cadeia de transporte de elétrons ja que ela é acoplada ao
ciclo, e com isso ndo ha reoxidagdo do NADH" H* e FADH,, principais transportadores
de elétrons, consumo de oxigénio e a producdo de ATP (Riet-Correa et al., 2001).

Portanto, o blogueio do ciclo de Krebs além de afetar todo mecanismo metabdlico de
producdo e consumo da glicose, sugere deslocar temporariamente sentido da glicolise
(Riet-Correa et al., 2001), a qual acarreta um quadro de hiperglicemia, ndo observada
nos animais do experimento. Ademais, a hiperglicemia é responsavel por alteracdes
secundarias, como hipercoagulabilidade, hipofibrindlise e danos vasculares, os quais
associados correspondem & gravidade sistémica do quadro de intoxicacdo pelo MFA
(Barbosa, 2014).

Na intoxicagdo por MFA o musculo entra em anaerobiose, ocorre aumento do conteido
de AMP, ADP, NH," e Pi que, ao contrério do ATP, sdo também, potentes ativadores da
PFK. Porém, quando a razdo ATP/ADP é baixa, ocorre remoc¢édo do efeito inibitério do
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citrato na PFK, favorecendo o fluxo glicolitico e a elevagdo do lactato (Riet-Correa et
al., 2001;Silveira, 2011; Oliveira, 2012)). Tanto a glicolise, quanto a gliconeogénese
ocorrem simultaneamente, porém em vias diferentes e de maneira ordenada. Entretanto,
em casos de alteracGes fisioldgicas, exemplo do que ocorre na hipdxia e na alteracdo da
concentracdo da glicose sanguinea este equilibrio é deslocado (Silveira, 2011; Oliveira,
2012).

O nivel de glicose plasmatica é sensivel a influéncia de mudancgas nutricionais, estresse
além de hormonios reguladores do metabolismo da glicose como a insulina, glucagon,
horménio do crescimento e cortisol (Collicchio-Zuanaze e Sakate, 2005). No entanto,
em condi¢des de déficit energético severo e em animais que ndo estdo em gestacdo e/ou
lactacdo prolongada, existe uma tendéncia para menor formacao de glicose, o que pode
acarretar uma hipoglicemia facilmente diferenciada da relacionada a alteraces clinica,
quando comparada ao histérico e condicdo fisica do animal (Rosenberger, 1993;
Kaneko, 1997; Meyer e Harvey, 2004).

A hiperglicemia decorrente do cortisol, horménio do estresse, esta relacionada com
todas as alteracdes clinicas presente no processo de intoxicagdo. Ja que a hipoxia
tecidual, agonia clinica e a alteragdes fisiologicas decorrentes da agdo do principio
toxico provocam grande estresse no animal, inclusive com reflexos nas atitudes
agressivas em animais com historico de comportamento ddcil. Portanto durante a
intoxicacdo por MFA o cortisol, possivelmente seja um dos responsaveis pela
hiperglicemia, gliconeogénese e a resisténcia periférica a insulina pelo bloqueio dos
receptores Glut-4 responsaveis pelo transporte da glicose para o interior da célula. 1sso
ocorre porque, durante o estrese, ha potencializacdo de praticamente todas as etapas da
via gliconeogénica no figado, principalmente consumo de lactato, para que glicose seja
lancada diretamente no sangue e consequente hiperglicemia (Silveira, 2011; Oliveira,
2012).

Os animais deste estudo ndo apresentaram variacGes nas concentracGes de lactato
(P>0,05) durante toda a fase experimental em ambos os tratamentos (Tabela 4). No
entanto baseado nos resultados comparativos de outras literaturas (Gonzélez, et al.,
2000; Barini, 2007), uma possivel hiperlactatemia era esperada caso houvesse
intoxicacdo dos animais, 0 que ndo ocorreu no tempo das coletas sanguineas propostas
pelo atual estudo. Quando da intoxicacdo do animal por MFA, a hiperlactatemia esta
relacionada ao bloqueio do ciclo de Krebs, deslocamento do ciclo metabdlico para
anaerobiose na tentativa de suprir a demanda energética e pela incapacidade do figado
de metabolizar todo lactato formado no ciclo de Cori (Collicchio-Zuanaze e Sakate,
2005).

As concentragdes de ureia dos animais do presente estudo ndo apresentaram alteragdes
(P>0,05) durante toda a fase experimental em ambos os tratamentos (Tabela 5). A ureia
se mostrou dentro dos niveis plasmaticos normais para a espécie (Gonzalez, et al., 2000;
Barini, 2007), sendo que esse resultado pode ser atribuido a dieta eficiente em proteina,
pois a quantidade de ureia no sangue é dependente da relacdo energia/proteina e, valores
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elevados de ureia indicam um aporte excessivo de proteinas no rimen ou deficiéncia de
energia (Gonzélez et al., 2000). O déficit energético € comum quando ha deficiéncia
nutricional decorrente de uma dieta pobre em carboidratos e/ou intoxicagdo por MFA,
quando ocorre impossibilidade do uso da glicose pelo animal, associado a um
translocamento de reservas corporais caracterizando um déficit energético de origem
ndo nutricional (Rosenberger, 1993; Kaneko, 1997; Meyer e Harvey, 2004).

As concentracBes de creatinina plasmatica dos animais do presente estudo ndo
apresentaram alteracdes (P>0,05) durante toda a fase experimental em ambos os
tratamentos (Tabela 6). A concentracdo plasmatica de creatinina se mostrou dentro dos
valores de referéncia nos animais (Gonzalez et al., 2000), uma vez que alteracdo na
concentracdo da creatinina sérica pode ser visto em casos de lesdo muscular continua,
excesso de proteina na dieta e alteracfes renais e hepéticas. Sendo que estas situacdes
ndo foram constatadas durante o estudo.

Dados da literatura relatam que o aumento das concentracdes de ureia e creatinina,
observados na maioria dos animais intoxicados com MFA, é um indicativo de que o
MFA realmente causa lesdes renais e danos musculares indiretos (Rosenberger, 1993;
Kaneko, 1997; Meyer e Harvey, 2004). Porém, tais alteracGes supracitadas, possiveis de
serem observadas na intoxicacdo por MFA, ndo foram constatadas nos exames de
funcéo renal e hepatica dos animais submetidos ao experimento. No grupo tratado isso
possivelmente é devido ao fato da néo toxicidade do TFA na dose utilizada, além da ndo
ocorréncia da intoxicacdo quando do fornecimento do MFA. Ja no grupo controle é
justificado pela inducdo de intoxicacdo branda dos animais, portanto ndo suficiente para
tais alteracbes patologicas, e/ou pelo fato de uma Unica coleta pos-desafio ndo ser
suficiente para observar o pico de ureia e creatinina provenientes de uma lesdo renal, ja
que tais alteracdes geralmente sdo mais tardias.

No presente estudo, as concentracfes plasmaticas de proteinas totais e albumina nao
apresentaram alteraces (P>0,05) durante toda a fase experimental em ambos os
tratamentos (Tabelas 7 e 8). Varia¢cdes dos valores da concentracdo das proteinas totais
e albumina sdo comuns em animais com déficits de proteina e energia, principalmente
quando os animais sdo submetidos a situacfes de restricdo alimentar, situacdo comum
nas épocas do ano com escassez de pastagens (Gonzélez et al., 2000). Ja alteracdo da
concentracdo referente a patologias debilitantes, disfuncdo hepatica e renal decorrentes
de processos infeciosos, ingestdo de plantas toxicas € comum observar baixas
concentracdes das proteinas totais e albumina na bioguimica sérica (Rosenberger, 1993;
Kaneko, 1997; Meyer e Harvey, 2004).

Os valores de AST séricos ndo apresentaram alteraces (P>0,05) durante toda a fase
experimental em ambos os tratamentos (Tabelas 9). A auséncia de diferencas
significativas nos valores de AST, como observado nos resultados, ndo extrapolaram os
valores de referencia para espécie bovina, demonstrando, com isso, auséncia de indicios
de lesdo hepatica, renal e muscular nos animais do experimento (Gonzélez et al., 2000).
Os resultados relacionados ao aumento da AST eram esperados, devido a hipdtese de
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que a movimentacdo a qual os animais eram submetidos durante o desafio apds
receberem a planta P. macgravi na dieta poderia elevar a concentracdo plasmatica dessa
enzima. No entanto como observado na Tabela 9, a AST nédo apresentou discrepancia.

A elevacdo da atividade da AST e varidvel durante atividade fisica, mesmo que 0s
efeitos do exercicio sobre sua concentracdo também dependam de variaveis, tais como,
estado de salde dos animais, intensidade e duracdo do exercicio ao qual sdo submetidos,
bem como do ambiente (Rosenberger, 1993; Kaneko, 1997; Meyer e Harvey, 2004).
Portanto, baseado nos resultados para AST sugere-se que esses animais nao foram
submetidos a exercicios fisicos extenuantes no intuito da precipitacdo da manifestacdo
clinica da intoxicagdo. Ademais, quando da manifestacdo da intoxicacdo, 0s animais nao
apresentaram indicios de lesdes hepéticas relacionadas com aumento da enzima AST.

Os valores de GGT séricos ndo apresentaram alteracdes (P>0,05) durante a fase
experimental (Tabelas 10). Porem 0 aumento desta enzima geralmente ocorre em caso
de hepatopatias de etiologia diversas, inclusos as de origem infecciosa, parasitarias e
intoxicages. Também em casos de obstrugdo dos ductos biliares, sendo assim, nenhum
destas alteracGes foram observadas durante o experimento baseado nos resultados dos
outros exames laboratoriais complementares (Rosenberger, 1993; Kaneko, 1997; Meyer
e Harvey, 2004). Mesmo sendo a GGT um parametro sensivel para pesquisa de
disfuncdo hepética (Gonzalez et al., 2000), entretanto, para que seja conclusiva para
presenca de tal alteracdo hepatica, sdo necessarias outras alteracGes compativeis nos
exames complementares, das quais ndo ocorreram.

No caso deste experimento, 0 aumento da concentracdo da enzima GGT era esperado
se 0 sal TFA fosse hepatotoxico para 0s animais, 0 que ndo ocorreu. Em relacdo ao
grupo controle ndo tratado, uma possivel alteracdo da GGT era esperada, no entanto,
esta ndo foi observada provavelmente pelo curto periodo da coleta apds o desafio.
Portanto sem tempo de resposta para deteccdo do analito.

O aumento da concentracdo da ureia e creatinina podem ser observados em animais
intoxicados com MFA que ndo atinjam o Obito, portanto, podem ser um indicativo de
lesdo renal. Fato este relacionado com os processos de hipoxia, queda do ATP e a
excrecdo do principio ativo (aumento do contato do 6rgdo com o principio téxico), que
no caso do fluoracitrato pelos rins (Pessoa et al., 2015). Porém, tais alteracGes
supracitadas ndo foram constatadas nos animais do presente estudo, uma vez que 0 no
grupo tratado, isto possivelmente se deve ao fato da auséncia de toxicidade do TFA na
dose utilizada. Ja no grupo controle, é justificado pela inducdo de intoxicacdo branda
dos animais, portanto nao suficiente para tais alteracdes patoldgicas, associado a um
curto periodo pds-desafio.

Diante da grande ocorréncia de casos de intoxicagdo de ruminantes por plantas toxicas
produtoras de MFA e da ineficiéncia dos métodos profilaticos existentes (Tokarnia,
2000), a tecnologia proposta por este estudo, pelo uso do substrato TFA, andlogo nao
toxico do MFA ¢é a melhor alternativa para combater tal intoxicacdo, pela qualidade da
resisténcia conferida via microbiota ja existente no rimen dos animais, também pelo
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baixo custo e praticidade, facilidade de aplicacdo. Uma vez que o TFA se mostrou
possivel de ser usado em veiculos como, alimentacéo, agua de bebida dos animais e até
mesmo associados a dispositivos intra-ruminais de liberacdo lenta utilizado com certa
frequéncia para outras substancias empregadas na producdo pecuaria.

6. Conclusoes

As avaliagdes fisicas e as analises bioquimicas sanguineas demonstraram que a
administracdo diaria do TFA a bovinos por 28 dias ndo induziu nenhum efeito tdxico.
Além disto, a administracdo das folhas de P. marcgravii induziu quadro clinico
caracteristico da intoxicacdo em bovinos nos animais controle, porém ndo nos animais
tratados com TFA. Deste modo, a administragdo de TFA a bovinos é capaz de induzir
resisténcia eficaz a intoxicagdo pelo MFA.

O TFA, analogo néo toxico do MFA atualmente € a melhor alternativa para combater a
intoxicagdo por plantas produtoras de MFA devido a qualidade da resisténcia conferida
via microbiota ja existente no ramen dos animais, e também pelo baixo custo e
praticidade e facilidade de aplicag&o.
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