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RESUMO E ABSTRACT

RESUMO

Apesar da M. rigida representar um importante problema econdmico para a pecuéria,
causando “morte subita”, pouco se sabe sobre 0s seus principios toxicos e como eles
agem nos animais, especialmente no sistema cardiovascular. Diante deste contexto,
objetivou-se avaliar clinica, laboratorial e histopatologicamente as alteracdes
provocadas pela intoxicagdo por Mascagnia rigida, com especial aten¢do ao sistema
cardiovascular. Nove coelhos Nova Zelandia, machos, com massa corporal média de
3,54kg foram distribuidos em trés grupos (G) (n=3). Os animais receberam o
equivalente a 30g/kg de matéria seca de folhas maduras de Mascagnia rigida em dois
tipos de extratos: sollvel em agua (GS) e o insolivel em agua (Gl), além do grupo
controle (GC) (&gua ultra-pura) nas mesmas doses e horarios, via nasoesofagica, durante
oito dias consecutivos. Foram realizados: avaliacdo clinica diéria; eletrocardiografia
convencional antes e trés, cinco e sete dias ap6s a administracdo dos extratos de M.
rigida; ecoDopplercardiografia e Holter antes e nove dias apds a administragdo dos
extratos de M. rigida; perfis hematoldgico e bioquimico antes e trés, cinco, sete e nove
dias apds a administracdo dos extratos de M. rigida e exame anatomopatol6gico no 11°
dia. Nenhum animal apresentou alteracéo clinica, eletrocardiogréfica (convencional e
continua) e anatomopatolégica. O hematocrito e concentracdo de hemoglobina
diminuiram a partir do terceiro dia no GS e do quinto dia no GI. No GS, observou-se
aumento do nimero de leucdcitos a partir do sétimo dia. No quinto dia observou-se
diminuicéo do célcio no GS e de magnésio no GS e GI. No Gl, o fosforo diminuiu a
partir do quinto dia e os cloretos no quinto dia. As alteracdes de ecoDopplercardiografia
sugerem uma disfuncéo sistdlica no GS e Gl e disfungdo diastolica no GI. Concluiu-se
que, a administragdo dos extratos solvel e insoltvel da Mascagnia rigida ndo causaram
intoxicacdo clinicamente perceptivel em coelhos, mas indicou déficit de funcéo
cardiaca.

Palavras-chave: Mascagnia, estudo fitoquimico, fungdo cardiaca, coelhos.
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ABSTRACT

Despite M. rigida represents an important economic problem for livestock, causing
"sudden death”, little knowledge has about their toxic principles and how they act in
animals, especially in the cardiovascular system. The aim of this study was to evaluate
clinical, laboratory and histopathological changes caused by Mascagnia rigida
poisoning, with special attention to the cardiovascular system. Nine male adults New
Zealand rabbits, weighting 3,54kg were distributed into three groups (G) (n = 3). The
animals received the equivalent of 30g/kg of dry leaves of Mascagnia rigida in two
types of extracts: water-soluble aquous extract (SG) and water-insoluble aquous extract
(IG). A third group was used like control that received ultra-pure water (PG) in the same
dose and schedules of the others. The animals received these extracts by
nasoesophagical tube, daily for eight consecutive days. It was performed daily clinical
evaluation, conventional electrocardiography on days 0, 3, 5 and 7, Doppler
echocardiography and Holter monitoring on days 0 and 9 and hematological and
biochemical profiles on days 0, 3, 5, 7 and 9, with anatomopathological analysis after
euthanasia on 11th day. No animal had clinical, electrocardiographycal (conventional
and ambulatory) and anatomohisthopathological changes due intoxication. The
hematocrit and hemoglobin concentration decreased from the third day in the SG group
and the fifth day in IG group. In SG group, there was an increase of leukocytes from the
seventh day. On the fifth day, calcium decreased in the SG group and magnesium in the
SG and IG groups. In IG group, phosphorus decreased from the fifth day and chlorides
in the fifth day. Changes of Doppler echocardiography suggest a systolic dysfunction in
the SG and IG groups and diastolic dysfunction in IG group. It was concluded that the
administration of soluble and insoluble extracts of Mascagnia rigida did not cause
clinically toxicity in rabbits, but showed a deficit of cardiac function.

Keywords: Mascagnia rigida, phytochemical study, heart function, rabbits.
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1. INTRODUCAO

Muitas das plantas consideradas como
toxicas para 0s ruminantes fazem parte
da flora natural e, embora sejam
consideradas pouco palataveis, muitas
delas podem ser ingeridas
acidentalmente com a pastagem ou
mesmo voluntariamente no periodo de
seca, quando ha escassez de alimentos
(Lago, 2007).

No Brasil, o numero de plantas
conhecidas como  toxicas  para
ruminantes e  eqlinos  aumenta
constantemente. Até o ano de 2006
foram descritas 111 espécies toxicas,
pertencentes a pelo menos 50 géneros
(Riet-Correa e Medeiros, 2001; Riet-
Correa et al., 2006b).

Dentro do grupo de plantas toxicas para
animais, existem as que causam
intoxicacdo aguda, com 6bito precedido
apenas por um breve periodo de sinais
clinicos e sem achados macroscopicos
significativos. Esse tipo de intoxicagéo
desperta grande interesse, devido a
forma como estes casos se apresentam e
por acometer um grande numero de
animais. Elas tém sido denominadas e
alocadas no grupo de plantas que causam
“morte subita” (Lago, 2007; Silva et al.,
2008Db).

Vérias plantas da familia Malpighiaceae
sdo descritas como toxicas, dentre elas o
género Mascagnia, que compde um
grupo de 12 plantas toxicas mais
importantes do Brasil (Gava et al., 1998;
Tokarnia et al., 2000). As espécies
capazes de determinar “morte subita”
sdo Mascagnia rigida nas regides
Nordeste e Sudeste (Tokarnia et al.,
1961; Santos, 1975; Tokarnia et al.,
1994), Mascagnia pubiflora, na parte sul
da regido Centro-Oeste, estendendo-se
para o Estado de S&o Paulo (Fernandes e
Macruz, 1964; Tokarnia e Ddbereiner,
1973), Mascagnia  elegans, em
Pernambuco (Couceiro etal., 1976) e

Mascagnia aff. rigida, na parte
setentrional do Estado do Espirito Santo
(Tokarnia et al., 1985).

A toxicidade de plantas do género
Mascagnia (Malpighiaceae) é relatada
desde 1940. Cobaias foram
experimentalmente  intoxicadas com
folhas Mascagnia pubiflora (via tubo
estomacal)  apresentando  sintomas
neurolégicos, fraqueza, tremores
musculares, saltos, posi¢do de decubito
lateral, prostragdo, convulsdes, paralisia
e morte (Rocha e Silva, 1940).

Os relatorios produzidos pela Embrapa
Gado de Corte (Nunes, 2001)
consideram as plantas do género
Mascagnia como uma das mais
importantes invasoras de pastagens
cultivadas no cerrado da regido Centro-
Oeste do Brasil. Esta regido &
responsavel pela crescente expansao da
pecuaria  extensiva, atendendo a
demanda nacional e internacional.
Segundo Gava et al. (1998) e Tokarnia et
al. (2000), Mascagnia sp. € responsavel
por 60% das mortes em bovinos
intoxicados por plantas.

Vasconcelos et al. (2008b) relataram
surtos de intoxicacdo pela Mascagnia
rigida em caprinos no estado da Paraiba
e observaram que em fazendas com
grande infestacdo da planta, a
mortalidade variou de 5% a 17%.

E dificil precisar o prejuizo causado pela
ingestdo de plantas toxicas, devido a
caréncia de registros. No entanto,
considerando-se que a taxa de
mortalidade anual do rebanho bovino
brasileiro ¢ de 5% e baseando na
estimativa de Riet-Correa e Medeiros
(2001) de que a frequéncia de mortes
causadas por plantas toxicas nos estados
do Rio Grande do Sul e Santa Catarina
varia de 10% a 14%, pode-se avaliar
aproximadamente para 0 rebanho



nacional de 202 milhdes de cabecas
(IBGE, 2008) que as perdas anuais
causadas por plantas toxicas variam
entre 1.010.000 a 1.414.000 bovinos.
Considerando-se um preco médio de
US$ 600 por animal, pode-se calcular
que, para o0 agronegocio a perda esta em
torno de US$ 606.000.000 a 848.400.000
anuais.

Apesar da M. rigida representar um
importante problema econémico para a
pecuéria, pouco se sabe sobre os seus
principios toxicos e como eles agem
(Tokarnia et al., 2001; Cunha et al.,
2007; Melo et al., 2008; Silva et al.,
2008b). Saad et al. (1970) foram as
primeiras pesquisadoras a estudarem o
efeito da espécie M. pubiflora sobre o
coragdo, avaliando o eletrocardiograma
(ECG) de  cobaias intoxicadas
experimentalmente.  Varios  autores
(Gava et al., 1998; Melo et al., 2008;
Cobucci et al., 2009b; Lago et al., 2009)
afirmaram que, a M. rigida possui
principios toxicos que interferem no
funcionamento do coragéo e resultam em
insuficiéncia cardiaca aguda fatal,
segundo o quadro clinicopatoldgico
observado na intoxicagao.

Lago et al. (2009), estudando ovinos
experimentalmente  intoxicados com
20g/kg de extrato aquoso de folhas de M.
rigida durante trés e sete dias,
observaram aumento da freqléncia
cardiaca (FC), significativamente maior
em  condicbes de repouso e
principalmente durante o esforgo fisico,
diminuicdo da fracéo de ejecdo (FE) e de
encurtamento  sistélico (%AD), sem
observacéo de alteragdes
eletrocardiogréficas, clinico-patoldgicas
ou anatomopatoldgicas. Concluiram que,
a M. rigida possui mais de um principio
toxico, e que, apesar de poderem afetar
vérios 0Orgdos de maneira distinta, o
coracdo é especificamente sensivel e o
mais provavel de ser o maior

responsdvel como a causa da morte
stbita.

Estudos devem ser realizados na
tentativa de elucidar muitas questdes,
por exemplo: Quais seriam 0s
mecanismos fisiopatoldgicos que
ocorrem na intoxicacdo pela M. rigida
que culminariam com a morte slbita?
Embora existam relatos de 6bitos com
auséncia de lesdes cardiacas (Santos,
1975; Lago, 2007), h& autores que
sugerem que a principal agdo das toxinas
da Mascagnia rigida seja no coragdo
(Tokarnia et al, 1990) e que
provavelmente, devido as caracteristicas
fitoquimicas dessa planta, ndo haveria
tempo  para  produzir  alteracOes
histoldgicas.

Até 0 momento, apenas quatro trabalhos
(Silveira et al., 2006, Melo et al., 2008;
Cobucci et al., 2009b, Lago et al., 2009)
foram realizados analisando o efeito da
Mascagnia rigida sob a funcéo cardiaca,
e o trabalho de Lago et al. (2009) foi o
Unico que demonstrou alteracdes
ecoDopplercardiogréficas em  ovinos
apds a administracdo do extrato aquoso
de folhas de Mascagnia rigida. As
discussdes a esse respeito até 0 momento
sdo apenas hipoteses em fungdo da
grande complexidade dos mecanismos
que regulam o funcionamento cardiaco.
Mais estudos sdo necessarios, sobretudo
avaliando a funco elétrica cardiaca, pois
0 quadro de morte subita pode ser
decorrente de arritmias  cardiacas,
insuficiéncia cardiaca aguda ou por
mecanismos que ainda ndo foram
desvendados.

Diante deste contexto, objetivou-se
estudar o perfil fitoquimico e os efeitos
da Mascagnia rigida por meio dos perfis
hematoldgico e bioquimico, da fungéo e
ritmo eletrocardiogréafico cardiaco e dos
achados anatomopatoldgicos utilizando o
coelho como modelo experimental.

30



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Mascagnia rigida (JUSS) GRISEB

A Mascagnia rigida (Figura 1) é uma

liana pertencente a familia
Malpighiaceae. Suas folhas séo elipticas,
levemente  apiculadas, glabras e

pecioladas (Figura 1A). Ocasionalmente
apresenta glandulas no segundo par de
nervuras em sua face abaxial (Figura 1C)
(Grisebach, 1858). As inflorescéncias
sd0 em racemos axilares ou terminais,
com pétalas amarelas e parte central
avermelhada, estriadas, subintegras. Os
célices ndo tém pélos e sdo formados por
cinco sépalas, quatro das quais
apresentam um par de glandulas na parte
dorsal. Seu fruto é samariforme (Figura
1K), com alas bilaterais em forma de
trapézio arredondadas e crista dorsal

breve, de coloragdo acastanhada (Figura
2D) (Marques et al., 2006).

O seu habitat compreende o agreste e 0
sertdo, mas desenvolve-se, sobretudo,
nos locais mais frescos. Na mata, 0s
ramos de Mascagnia sp. se estendem
sobre a copa das arvores, ficando fora do
alcance do gado. Os bovinos ingerem as
folhas dessa trepadeira quando esta €
encontrada em capoeiras e em locais de
desmatamento recente, onde ocorre
muita brotacdo da planta (Gava et al.,
1998) ou na época da seca, quando suas
folhas caem no solo, facilitando o acesso
(\Vasconcelos et al., 2008b).

7
Ey

Figura 1 — Mascagnia rigida. A — ramo com flores e frutos imaturos. B — peciolo. C — face abaxial da
lamina demonstrando a glandula. D — botdo de flor. E — flor, vista lateral, com a pétala posterior em cima.
F — pétala lateral, vista abaxial e adaxial. G — pétala posterior, vista adaxial. H — estame, vista abaxial. | —
gineceu vista lateral esquerda. J — vértice. K — samara, vista abaxial e adaxial (Fonte: Anderson, 2006).
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Figura 2 — Mascagnia rigida em vérios estigios: A- brotacdo; B- floragdo; C- frutificagdo; D —

maturagdo (fruto maduro; observar formato bialado).

Alguns  autores  acreditam  que,
provavelmente a fase mais critica para os
animais se intoxicarem é durante a fase
de brotacdo (Figura 2A). Durante as
primeiras chuvas, quando as pastagens
ainda ndo brotaram, a Mascagnia sp. ja
esta com grande quantidade de brotos,
devido seu sistema radicular muito
desenvolvido. A brotagdo também pode
ocorrer ap6s queimadas, também
considerado um periodo de maior
nimero de casos de intoxicagdo
(Tokarnia et al., 2000; Vasconcelos et
al., 2008b). Entretanto, Santos (1975)
atribuiu  maior toxicidade aos brotos
devido ao seu metabolismo mais ativo.

Cobucci et al. (2009a), apos a realizacao
de estudos fitoquimicos dos brotos e das
folhas maduras da Mascagnia rigida
relataram a presenca de taninos

condensados somente nas  folhas
maduras, sugerindo que a auséncia de
taninos nos brotos poderia levar a um
maior consumo desses pelos animais
devido a uma melhor palatabilidade.

De forma diferente, Tokarnia et al.
(1987) demonstraram uma grande
toxicidade dos frutos da Mascagnia sp. e
que, estes dessecados apresentam uma
toxicidade muito maior (cerca de 20
vezes) do que folhas dessecadas. Os
autores utilizaram o coelho como
modelo experimental, determinando uma
dose letal para as folhas de 0,25g/kg.
Também foi relatada a grande variacao
da toxicidade de Mascagnia sp. em um
estudo com coelhos intoxicados
experimentalmente, cujas doses variaram
de 1 a 12g/kg de folhas maduras e brotos
(Tokarnia et al., 1998).



Até 0o momento, apesar dos Vvarios
experimentos  realizados, ndo  se
conseguiu determinar a dose letal para
bovinos e caprinos, devido & grande
variabilidade dos resultados.

2.1.1 Distribuigéo geogréfica

A distribuicdo geogréfica das diferentes
espécies toxicas é um dado importante
para o diagnostico das intoxicagdes por
plantas (Vasconcelos et al.,, 2008a).
Mascagnia rigida Griseb., cipd ou
arbusto escandente  da  familia
Malpighiaceae (Silva et al., 2008b) € a
planta téxica mais conhecida, difundida
e importante de Minas Gerais,
principalmente no norte e nordeste do
Estado, onde € conhecida popularmente
como “salsa-rosa” e “suma-roxa” (Melo,
2006).
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Figura 3 — Distribuicdo da planta Mascagnia
rigida no territério brasileiro (area rachurada)
(Fonte: Tokarnia et al., 2000).

Também ocorre em grande parte da
regido nordeste do Brasil, principalmente
no Cearé onde é conhecida popularmente
como “tingui”, “timb4” ou “pela-bucho”.
Nesta regido, essa planta ja foi
considerada uma das mais
frequentemente apontada pelos criadores
como sendo toxica para o0 gado
(Tokarnia et al., 1961). E encontrada na
regido nordeste e parte da regido sudeste
do Brasil — desde o Piaui até o sul da

Bahia, estendendo-se para o nordeste de
Minais Gerais e norte do Espirito Santo
(Cunha, 2008), conforme ilustrado na
Figura 3.

2.1.2 Espécies acometidas

Sob condigbes naturais, a intoxicagao
por M. rigida ocorre principalmente em
bovinos (Tokarnia et al, 1994; Medeiros
et al., 2002; Silva et al.,, 2006; Riet-
Correa et al., 2007; Silva et al., 2008b),
mas também tem sido descrita em
caprinos (Oliveira et al, 1978;
Vasconcelos et al., 2008b), ovinos (Soto-
Blanco et al., 2007; Silva et al., 2008b;
Vasconcelos et al., 2008b) e jumentos
(Silva et al., 2006).

Experimentalmente, M. rigida se
mostrou toxica para bovinos (Tokarnia et
al., 1961; Tokarnia et al., 1994; Santos,
1975), caprinos (Paraguassu, 1983;
Pinheiro et al., 1996; Vasconcelos et al.,
2008b), ovinos (Soto-Blanco et al.,
2007; Lago et al., 2009; Vasconcelos et
al., 2008b), coelhos (Tokarnia et al.,
1987; Batatinha et al., 1988; Tokarnia et
al., 1998; Medeiros et al., 2002; Silveira
et al., 2006; Vasconcelos et al., 20083;
Cobucci et al., 2009b), ratos (Cunha,
2008) e camundongos (Melo et al,
2008).

2.1.3 Propriedades toxicas

A toxidez das plantas ndo é constante e
uniforme e varia amplamente de acordo
com as suas propriedades quimicas
(Osweiler, 1998), as quais sdo afetadas
por diversos fatores (Cheeke, 1998). O
isolamento e purificacdo dos principios
ativos desejados sédo dificultados por
vérios interferentes, entre eles a
multiplicidade dos constituintes
quimicos das plantas e ocorréncia de
pequenas quantidades de compostos
interessantes concomitantemente com
grandes quantidades de constituintes ja
conhecidos e muito comuns (Matos,
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1988). Algumas destas dificuldades
estdo condicionadas a propria natureza
da planta como ser vivo em constante
dinamismo quimico, outras ao grau de
precisdo das técnicas utilizadas pelo
pesquisador. No primeiro caso, estdo as
variagdes de composicdo devida a
influéncias das mudangas estacionais, do
clima, do solo, e algumas vezes, até da
duragcdo da iluminagdo solar (Matos,
1988; Melo, 2006; Melo et al., 2008;
Silva et al.,, 2008b). Além disso, a
sensibilidade individual também
contribui para o quadro de intoxicagao
por plantas.

Algumas plantas apresentam toxidez
apenas em certas condicbes de
administracdo ou em certas localidades
(Pupo, 1984; Cheeke, 1998), como no
caso da M. rigida do agreste, mais toxica
que a encontrada no sertdo (Medeiros et
al. 2002; Vasconcelos et al., 2008a)
provavelmente devido a composi¢do do
solo. Ha outras cuja acdo toxica é de
efeito cumulativo; neste caso a ingestéo
de certa quantidade pode n&o causar
danos, fazendo com que o leigo julgue-a
inofensiva, até que um dia apareca um
animal morto por té-la comido em doses
maiores ou intervalos menores (Pupo,
1984; Cheeke, 1998). Alguns
experimentos sugeriram que a M rigida
tenha esse efeito cumulativo (Melo et al.,
2008; Silva et al., 2008b).

A identificagdo do principio ativo de
uma planta téxica € muito importante,
pois propicia 0 desenvolvimento
adequado de procedimentos terapéuticos,
bem como auxilia no desenvolvimento
de técnicas profilaticas (Barbosa et al.,
2007).

Os compostos produzidos pelos vegetais
sdo classificados em dois grupos: os
metabolitos  primarios, tais como
carboidratos, aminoacidos e lipideos; e
0s metabdlitos secundérios que sao
compostos elaborados a partir da sintese

dos metabolitos priméarios, tais como
compostos fendlicos, terpendides, 6leos
essenciais e alcaldides, entre outros. Sao
esses compostos 0s responsaveis pelos
efeitos medicinais ou tdxicos das plantas
e eles apresentam grande importancia
ecoldgica, uma vez que podem atuar na
atracdo de polinizadores ou representar
uma defesa quimica contra estresse
ambiental (Baladrin et al., 1985; Di
Stasi, 1995).

Quanto a0  estudo  fitoquimico,
Nascimento e Habermehl (1995)
isolaram das folhas de M. aff. rigida dois
glicosideos nafto-y-pirona. Saad et al.
(1970), ao estudarem outra espécie de
Mascagnia (M. pubiflora), relataram a
presenca de glicosideos cardioativos
quimicamente positivos para aclcares
desoxi e para nucleo esteroidal. Foram
isoladas cromonas da M. rigida, mas
provavelmente estas ndo sdo as
responsaveis pelas intoxicacBes (Riet-
Correa et al., 2006a).

Melo et al. (2008) fracionaram o extrato
aquoso de M. rigida em quatro classes
quimicas: taninos, saponinas,
flavandides e alcal6ides, administrando-
as para camundongos durante sete dias
consecutivos. A fracdo de alcaldides de
M. rigida nas doses de 18 e 27g/kg
foram capazes de causar um aumento de
cerca de 80% de CK-MB em
camundongos experimentalmente
intoxicados. Saponinas na dose de 9 e
18g/kg causaram um aumento de cerca
de 70% de CK-MB. Os autores
concluiram que ndo s6 estas fracOes
seriam necessarias para causar a lesdo
das células musculares esqueléticas e
cardiacas, mas todas as fracOes
encontradas no estudo fitoquimico
atuariam sinergicamente.

Cobucci et al. (2009a) compararam a
composicao fitoquimica de dois extratos
de M. rigida, um confeccionado com
brotos e outro com folhas maduras pelos
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metodos  de  espectrometria  de
infravermelho e  prospeccdo  de
constituintes quimicos. A excegdo do
tanino presente no extrato de brotos,
todos o0s demais grupos quimicos
(saponinas, flavandides e alcaldides)
foram evidenciados em ambos o0s
extratos.

Taninos séo polifendis utilizados como
defesa quimica contra microorganismos
patogénicos e herbivoros por causarem
diminuicho da  palatabilidade e
dificuldade na digestdo. Os flavanoides
possuem Varias atividades
farmacoldgicas (Wang et al., 2004) e sdo
constituintes também da M. pubiflora

(Nascimento, 1995). Lago (2007)
afirmou que 0S flavanoides,
provavelmente, teriam pouco

envolvimento na toxicidade da M. rigida
e que as micgOes freqlientes observadas
nos ovinos intoxicados poderiam estar
relacionadas ao seu efeito diurético.

As saponinas sdo de grande importancia
toxicoldgica, consideradas como sendo 0
principio toxico de vérias plantas de
interesse agropecuério. Sdo de dificil
absorcdo e seus efeitos toxicos ocorrem
geralmente no trato digestivo (Radostits
et al., 2000; Haraguchi et al., 2006;
Villar e Diaz, 2006;). Esses compostos
sd0 heterosideos nos quais acUcares
sollveis estdo ligados a um radical
denominado aglicona, que pode ser um
esterdide (saponina esteroidal) ou um
triterpeno (saponina triterpénica).
Formam espuma quando agitadas em
agua e possuem atividades irritantes e
hemoliticas devido & sua estrutura
quimica (Robbers et al., 1996; Schenkel
et al.,, 2001). As triterpénicas sdo as
saponinas mais abundantes e sua agéo
lipofilica facilita a complexagdo com
fosfolipideos de membranas celulares,
alterando a permeabilidade das mesmas
ou até causando a sua destruicdo
(Schenkel et al., 2001). Além dos efeitos
no trato digestivo, onde podem causar

diminuicdo da ingestdo de alimentos e
inibicdo das contragbes ruminais, ha
evidéncias de que dependendo da sua
concentracdo na planta e do grau de
hidrdlise gastrointestinal elas podem ser
absorvidas e causar efeitos sisttmicos
(Radostits et al., 2000).

Alcalbides sdo compostos heterociclicos
nitrogenados, geralmente de caréater
alcalino, sendo que os terciarios sao
dotados de  diversas  atividades
farmacoldgicas e sdo principios toxicos
de muitas plantas (Ramos et al., 1998;
Vilar e Diaz, 2006), enguanto o0s
quaterndrios tém menor importancia
toxicoldgica (Costa, 1986). Saad et al.
(1970) néo conseguiram isolar alcal6ides
da M. pubiflora. Entretanto, Lago (2007)
realizou o estudo fitoquimico da M.
rigida, pesquisando VAarios grupos por
meio das técnicas descritas por Dantas-
Barros e Paiva (1988) e Costa (1986),
detectando os alcaldides quaternrios.

2.1.4 Sinais clinicos da intoxicagédo

As intoxicacOes por Mascagnia rigida
ocorrem principalmente no inicio do
periodo chuvoso (Riet-Correa et al.,
2007), principalmente em agosto e
setembro, época de brotacdo da planta.
Fato interessante relatado pelos criadores
e por alguns autores € que 0s animais
ingerem a planta e ndo apresentam sinais
clinicos a menos que sejam exercitados
(Tokarnia et al., 1961; Paraguassu, 1983;
Tokarnia et al., 2001).

Isto quer dizer que, se um rebanho
estiver em uma pastagem infestada pela
planta e for retirado para outra pastagem
distante, € provavel que ocorram casos
de morte subita durante a caminhada. Se
bovinos forem deslocados para outro
local proximo onde a planta ndo esteja
presente sem provocar muito esforgo
fisico, os animais podem se desintoxicar
em cerca de duas semanas; apds este
periodo, o0s bovinos poderiam ser
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movimentados normalmente sem
apresentarem sinais de intoxicagdo (Riet-
Correa et al, 2007). N&o foram
encontrados trabalhos que relacionassem
a presenga ou ndo de residuos da planta
em produtos de origem animal e o tempo
de caréncia para abate.

Alguns  autores  demonstraram  a
influéncia do exercicio fisico sobre a
precipitacdo dos sinais clinicos causados
pela intoxicagéo por M. rigida (Tokarnia
et al., 1961; Santos, 1975; Tokarnia et
al., 1994; Pereira et al., 1996; Medeiros
et al., 2002; Riet-Correa et al., 2006a;
Silva et al., 2008b). Entretanto, Lago
(2007) ndo conseguiu demonstrar que a
movimentacdo dos animais foi um fator
capaz de desencadear a morte.

O exercicio fisico € importante para a
ocorréncia da morte (Santos, 1975), mas
0 grau de intoxicagdo é que determina o
quanto de esforco fisico serd necessario
para que o animal morra, sugerindo que
a combinacdo destes dois fatores, que
por sua vez dependem de outros, possa
ser essencial para desencadear a morte.
Lago et al. (2009) afirmaram que a
reducdo relativa do fluxo coronario em
situacdes de grande exercicio fisico pelo
aumento da frequéncia cardiaca poderia
levar & baixa oxigenacgdo do miocérdio e
isso poderia ser um possivel mecanismo
de morte stbita em animais gravemente
intoxicados.

Ha grande variabilidade na dose capaz
de intoxicar as varias especies
susceptiveis (Tokarnia et al., 1961;
Paraguasst, 1983; Tokarnia et al., 1994;
Medeiros et al., 2002; Riet-Correa et al.,
2006a). Existe também variacdo na
ocorréncia de intoxicagdo entre animais
da mesma espécie, entre regides e entre
fazendas da mesma regido (Riet-Correa
et al., 2006a). Até o momento nao foi
determinada a dose letal para bovinos e
caprinos, pois quantidades muito
maiores que aquelas que mataram certos

animais nao causaram a morte em outros
(Tokarnia et al., 1961; Santos, 1975;
Tokarnia et al., 1994).

Tokarnia et al. (1961) observaram dois
casos de morte subita durante exercicio
em bovinos que permaneceram 31 dias
em pastagens onde havia M. rigida e
realizaram 13 experimentos com 11
bovinos. Utilizando doses por via oral e
periodos  variaveis, 0s  autores
observaram a ocorréncia de oito mortes
stibitas. A menor dose que causou morte
stbita foi 12,5g/kg de folhas maduras e,
21,2g9/kg de brotos. A dose Unica de
50g/kg foi capaz de matar um bovino,
porém outro animal sobreviveu com uma
dose Unica de 94g/kg. Um bovino que
ingeriu apenas 5g/kg durante trés dias
teve morte subita, enquanto que outro
que ingeriu a mesma quantidade por 30
dias consecutivos ndo demonstrou sinais
clinicos da intoxicacéo.

Santos (1975) administrou, durante 30
dias, 4g/kg de M. rigida em diferentes
estagios de maturagdo provenientes do
municipio de Pedra Azul (MG). Dos
cinco bovinos que receberam as folhas
maduras apenas um morreu no 17° dia,
enquanto que dos cinco animais que
receberam 0s brotos, apenas dois
morreram, no quinto e 13° dia. O
intervalo entre o inicio dos sinais
clinicos e a morte foi de dois a trés
minutos. Os dois animais que receberam
a planta seca ndo apresentaram sinais
clinicos de intoxicagdo. O autor
observou presenca de muco nas fezes,
polacidria e albumindria.

Medeiros et al. (2002) descreveram um
surto de intoxicagdo por M. rigida em 40
bovinos no agreste da Paraiba, cujos
sintomas foram incoordenagdo motora,
tremores e morte de 20 animais. A
intoxicagdo foi reproduzida em coelhos
que apresentaram sinais agudos apds a
ingestdo de 1,25 a 5g/kg de M. rigida.
Entretanto, amostras de M. rigida de
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outra propriedade onde ndo estavam
ocorrendo  mortes também  foram
colhidas e administradas a trés grupos de
coelhos nas doses de 5, 10 e 20g/kg.
Somente um animal que recebeu a maior
dose, morreu. Apos estes experimentos,
os autores concluiram que a M. rigida
era a causa da morte na primeira
propriedade e demonstraram, mais uma
vez, a grande variagdo da toxicidade da
planta.

Tokarnia et al. (1961) intoxicando
bovinos experimentalmente com M.
rigida determinaram como doses letais,
12,5g/kg de folhas maduras e 21,2g/kg
de brotos, contrapondo a teoria de que 0s
brotos sdo mais toxicos. Vasconcelos et
al. (2008a) coletaram amostras de M.
rigida em uma fazenda onde ocorreram
mortes de bovinos e administraram-nas
para coelhos, estabelecendo como dose
toxica para essa espécie 10g/kg da planta
seca.

Os sinais clinicos da intoxicagdo em
bovinos caracterizam-se em taquicardia,
dispnéia, decubito esternal evoluindo
para decubito lateral, movimentos de
pedalagem, opistétono, tremores
musculares, vocalizagdes e morte,
podendo ocorrer entre trés minutos a
duas horas ap6s o inicio dos sinais
clinicos (Tokarnia et al., 1961; Santos,
1975; Tokarnia et al., 1994). Tokarnia et
al. (1994) também relataram que bovinos
que foram exercitados apresentaram
tremores, incoordenagdo motora e
quedas com movimentos de pedalagem,
mas esses sinais ndo foram observados
em todos 0s animais que morreram.

Os sinais clinicos apresentados pelos
caprinos intoxicados por M. rigida em
condi¢des naturais sdo semelhantes aos
descritos em bovinos (Tokarnia et al.,
1961; Paraguasst, 1983; Tokarnia et al.,
1994; Vasconcelos et al., 2008b).
Reproduziu-se o quadro em caprinos
intoxicados experimentalmente com

doses de 10, 15 (Pereira et al., 1996) e
20g/kg (Paraguassu, 1983; Pereira et al.,
1996; Vasconcelos et al., 2008b). Os
principais sinais clinicos observados
foram: atonia ruminal, timpanismo,
polaciuria, apatia, tremores musculares,

resisténcia ao  exercicio, dispnéia,
quedas, decubito esterno-abdominal,
decubito lateral, vocalizagdes,

movimentos de pedalagem e morte
(Pereira et al., 1996; Vasconcelos et al.,
2008b). Alguns animais menos afetados
Se recuperam e um caprino que recebeu
41,5g/kg de M. rigida ndo apresentou
sinais clinicos (Paraguassd, 1983).

Vasconcelos et al. (2008b) relataram
que, caprinos intoxicados naturalmente
por M. rigida morreram entre trés a
cinco minutos ap6s o inicio dos sinais.
Os animais que apresentaram relutancia
em caminhar e foram deixados quietos
no campo recuperaram-se entre 24 a 48
horas ap6s o inicio dos sinais. Na
intoxicagdo experimental, 0s caprinos
morreram ap0s um curso clinico de
alguns minutos a 27h40 min.

Em ovinos, os sinais clinicos observados
foram apatia, tremores musculares,
taquicardia,  incoordenacdo  motora,
dispnéia, convulsdes tdnico-clénicas e
morte (Soto-Blanco et al. 2007; Silva et
al., 2008b). Também foi observado que
apds o exercicio fisico imposto a esses
animais, houve exacerbacdo do quadro
clinico. A duracdo do inicio dos sinais
clinicos até a morte variou de trés a 22
horas (Silva et al, 2008b). Neste
trabalho, a dose letal de M. rigida nos
ovinos foi 60g/kg de folhas frescas,
sendo que doses de até 40g/kg nao
causaram sinais clinicos. Lago et al.
(2009) intoxicaram 10 ovinos com dose
de 20g/kg de folhas de M. rigida,
trituradas com agua e administradas via
oral durante trés e sete dias. Foram
observados apatia, intolerdncia ao
exercicio fisico, aumento da freqliéncia
cardiaca em repouso, anorexia,
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polacidria, hipotonia ruminal e morte de
um ovino no quinto dia de administragéo
da planta.

O coelho pode ser usado como animal
experimental de pequeno porte na
continuagdo dos estudos sobre a acéo
toxica da planta (Batatinha et al., 1988;
Tokarnia et al., 1987; Tokarnia et al.,
1998; Medeiros et al., 2002; Silveira et
al., 2006, Cobucci et al., 2009b).

Tokarnia et al. (1987) obtiveram a dose
letal para coelhos de 4g/kg de folhas
frescas e de 0,125 a 0,5 g/kg de frutos de
M. rigida. O experimento ndo permitiu
concluir que a procedéncia da planta, o
estado de evolugdo ou a época do ano da
colheita sejam fatores que influenciam a
sua toxidez.

Batatinha et al. (1988) estudaram os
efeitos dos extratos de M. rigida em
animais de laboratério. Amostras de
folhas dessecadas da planta provenientes
do estado da Bahia e outras provenientes
do estado do Ceara foram administradas
em solucdo aquosa, através de sonda
estomacal a ratos, camundongos,
cobaias, hamsters e coelhos. A dose de
4mg/kg ndo foi capaz de produzir
intoxicacdo nos ratos, camundongos,
cobaias ou hamsters. Os autores
relataram que somente a amostra
proveniente do estado do Ceara foi capaz
de intoxicar  coelhos, entretanto
informaram em sua metodologia que as
amostras oriundas do estado da Bahia
foram colhidas de plantas somente com
folnas maduras, enquanto que as
amostras do estado do Ceard eram
provenientes de plantas em plena
brotacéo.

Vasconcelos et al. (2008a) estudaram a
toxicidade da M. rigida fresca recém-
coletada ou seca vindas de duas regides
diferentes utilizando 10 coelhos. As
doses variaram de 2,5 a 10g/kg de planta
na apresentacéo seca ou fresca, sendo a

dose letal de 10g/kg de planta fresca ou
seca. Apenas trés animais apresentaram
sinais clinicos que se caracterizaram por
incoordenagdo motora, relutancia em
caminhar, queda, decubito lateral, apatia,
vocalizagOes, respiragdo ofegante e, logo
em seguida, morte. O intervalo entre o
inicio dos sinais clinicos e a morte foi de
uma hora para a planta seca e dez horas
para a fresca.

2.1.5 Alteracbes anatomopatologicas

Na necropsia de animais intoxicados por
M. rigida ndo foram descritas lesdes
significativas (Tokarnia et al., 1961,
Santos, 1975; Tokarnia et al.,, 1991;
Tokarnia et al., 1994; Tokarnia et al.,
2000; Lago, 2007), exceto em coelhos,
que foi observado uma leve evidenciagéo
do padrdo lobular hepético (Tokarnia et
al., 1987, Vasconcelos et al., 2008a).

Histologicamente, em parte dos casos
naturais e experimentais em bovinos,
foram constatadas no coracdo areas
focais de infiltrado linfo-histiocitario no
miocardio, edema e degeneracdo
vacuolar nas fibras (Tokarnia et al.,
1961; Tokarnia et al., 1994), aumento da
eosinofilia e ocasional picnose dos
cardiomiécitos (Tokarnia et al., 1961;
Tokarnia et al, 1990), degeneracdo
hidrdpico-vacuolar associada a picnose
nuclear das células epiteliais de tubulos
contorcidos distais renais (Tokarnia et al.
1987; Tokarnia et al., 1994) e
vacuolizagdo de hepat6citos (Tokarnia et
al., 1961; Tokarnia et al., 1990).

Paraguassu (1983), intoxicando
experimentalmente caprinos com M.
rigida ndo  observou  alteragOes
histoldgicas dignas de nota. Mas na
intoxicagdo  natural em  caprinos,
Vasconcelos et al. (2008b) relataram
edema pulmonar moderado, degeneragéo
hidrdpico-vacuolar e necrose das células
dos tubulos renais, principalmente na
regido cortico-medular e dilatacdo e
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vacuolizagdo difusa das fibras de
Purkinje.

Lago (2007) e Silva et al. (2008b) nédo
encontraram  alteracbes significativas
em ovinos intoxicados com M. rigida.

O achado de necropsia  mais
caracteristico em coelhos foi
evidenciacdo do padréo lobular hepético
(Tokarnia et al. 1987; Vasconcelos et al.,
2008a). Nos exames histopatoldgicos, 0s
6rgdos principalmente afetados foram
figado, rins e baco, com alteraches
degenerativas e circulatorias (Tokarnia
et al., 1987). Foram observados: discreta
vacuolizagdo e necrose individual de
hepat6citos, edema e  congestdo
pulmonares e  vacuolizacdo  do
citoplasma das células do epitélio dos
tbulos contorcidos distais que também
apresentaram nucleo picnatico
(Vasconcelos et al., 2008a).

Ratos intoxicados por extratos de M.
rigida apresentaram congestéo, edema e
focos de hemorragia cerebral associados
a morte neuronal nas seguintes regides:
tronco encefélico, cerebelo, bulbo
olfatério, plexo cordide, cortex motor e
nucleos da base. No miocéardio havia
focos de hemorragia e degeneracdo de
cardiomiécitos. O  figado  exibia
congestio moderada. A avaliagdo
microscopica dos rins revelou nefrose na
regido cortical (Cunha, 2008).

22 PLANTAS QUE CAUSAM
MORTE SUBITA EM COELHOS

Coelhos que receberam extratos e folhas
secas de Dichapetalum barteri (0,5g/kg)
apresentaram intoxicagdo aguda. Os
sinais clinicos observados foram apatia,
convulsbes e morte dentro de quatro
horas. As lesdes de maior significado
foram vasculite aguda e congestdo do
figado, rim, baco e edema extenso e
congestdo do miocardio. O extrato
aquoso das folhas foi letal na dose de

0,1g/kg. Detectou-se monofluoroacetato
nesta planta e este foi considerado seu
principal componente toxico (Nwude et
al., 1977).

O extrato metandlico de Calycopteris
floribunda também foi capaz de causar
morte sUbita em coelhos. Este extrato
induziu paresia e ataxia na dose de
0,49/kg, agindo sobre o SNC. Observou-
se perda de peso, aumento de alanina
aminotransferase ~ (ALT), uréia e
colesterol total, com sobrevivéncia
média de trés a quatro dias. Doses de
0,69/kg causaram morte em 24 horas e

as mesmas alteragBes clinicas e
hematolégicas. Doses de 0,2g/kg
induziram paresia e ataxia com

recuperagdo em 24 horas. Os extratos
aquosos em doses semelhantes ndo
foram indutores de toxicidade como
visto no extrato metandlico e folhas
frescas. As alteragcbes patoldgicas
incluiram congestdo hepatica, renal,
pulmonar e epicérdica, congestdo macica
com infiltrado de células inflamatérias
no endotélio vascular hepatico, pulmonar
e renal. Foram observadas hemorragias
no musculo cardiaco e nos sinusoides
hepaticos (Sreekanth et al., 2006).

Suspensdo aquosa de Arrabidaea
bilabiata foi administrada a coelhos
adultos em doses que variaram de 0,25 a
6,0g/kg. A planta foi coletada em
diferentes épocas do ano, sendo que a
menor dose de brotos em suspenséo
agquosa capaz de causar morte subita foi
de 0,59/kg no fim da época de seca e
1,0g/kg no fim da época chuvosa. Em
relacdo a folha madura, a dose variou de
40 a 6,0g/kg, respectivamente. A
evolugcdo em todos os casos letais foi
superaguda. Clinicamente, os coelhos
debatiam-se com forga na gaiola, caiam
em decubito lateral ou esternal,
apresentavam movimentos de
pedalagem, dispnéia acentuada e logo
apdés, morriam. Ndo foram observadas
alteragdes significativas na macroscopia
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e ao exame histopatolégico as lesbes
mais importantes caracterizaram-se por
degeneragdo  hidropico-vacuolar  das
células epiteliais dos tubulos contorcidos
distais renais, vacuolizacdo difusa do
citoplasma e necrose de hepatdcitos,
predominantemente  centro-lobular e
paracentral e presenca de esférulas
eosinofilicas nos sinusdides hepaticos,
fibras cardiacas com  eosinofilia
aumentada, além de congestdo nos rins,
figado, coracdo e pulméo. Neste estudo
ficou estabelecido que a toxidez de A.
bilabiata varia de acordo com a época do
ano e o estado de maturagdo, pois essa
planta foi mais toxica no final da seca e
em fase de brotacéo (Jabour et al., 2006).

2.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA (HPLC)

A cromatografia € um método fisico-
quimico de separagdo nos quais 0S
constituintes da amostra séo
particionados em duas fases, uma
estaciondria e a outra um fluido
insolivel que percola através da
primeira. A fase estacionaria empregada
pode ser um sdlido ou um liquido
enquanto que a fase mével pode ser um
fluido liquido, um ga&s ou um gés
supercritico (acima da temperatura
critica e a altas pressdes) (Ciola, 1998).

A grande variedade de combinagOes
entre fases moveis e estacionérias a torna
uma técnica extremamente versétil e de
grande aplicagdo. A cromatografia pode
ser utilizada para a identificacdo de
compostos através da comparagcdo com
padres previamente existentes, para a
purificagdo de compostos separando as
substancias indesejaveis e para a
separagcdo dos componentes de uma
mistura (Collins et al., 1993).

Existente a mais de cem anos, a
cromatografia atual resulta de grande
apuracdo da sensibilidade, velocidade,
exatiddo e simplicidade para separagéo,

identificacdo e  determinagdo  de
substancias. Existem diferentes
modalidades de cromatografia e elas séo
responsaveis por mais de 70% da
Quimica Analitica realizada hoje em dia
(Neto e Nunes, 2003).

A cromatografia liquida em colunas
utiliza colunas de vidro de diametros
relativamente grandes que contém fases
estaciondrias finamente divididas através
das quais percolam as fases moveis
através da acdo da gravidade. Estes
sistemas permitem a separagdo de
misturas  bastante  complexas. A
separacdo, entretanto é demorada e é
necessario exame quimico das diversas
fragcOes coletadas. Os sistemas de alto
desempenho fizeram com que a
cromatografia ~ com  fase  liquida
superasse a cromatografia com fase
gasosa em termos da preferéncia dos
analistas. Hoje a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) tem as
seguintes caracteristicas: alto poder de
resolucéo, separagdes rapidas,
monitoramento continuo do eluente,
medidas quantitativas acuradas, analises
repetitivas e reprodutiveis com a mesma
coluna, automagdo do procedimento
analitico e do manuseio dos dados
(Mendham et al., 2002).

HPLC é um tipo de cromatografia que
emprega uma fase mdvel liquida e uma
fase estacionéria finamente dividida e
que, para ter um fluxo razoavel, opera a
pressoes elevadas. Originalmente
chamava-se cromatografia liquida de alta
pressdio e esta terminologia  foi
abandonada quando se constatou que o
diferencial de comportamento desta para
as demais cromatografias liquidas néo
era a maior pressdo, mas sim o melhor
desempenho cromatogréfico (Neto e
Nunes, 2003).

Dentre as principais caracteristicas e
vantagens do método HPLC estdo:
coluna recheada com particulas de
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pequeno tamanho (3 a 10mm), alta
resolucdo, analise ndo destrutiva,
velocidade de separagdo, monitoracéo
continua do efluente da coluna, medicéo
quantitativa exata, analises repetitivas e
reprodutivas com a mesma coluna,
automacdo do procedimento analitico e
do tratamento dos dados (Neto e Nunes,
2003).

A HPLC é muito utilizada em pesquisas

para determinag&o de teores,
concentracbes e novos  compostos
originados de plantas como, por

exemplo, na determinagcdo do teor de
cafeina (Camargo e Toledo, 1998), de
dosagem de artemisinina em Artemisia
annua L (Rehder et al., 2002) e
determinagdo de compostos aromaéticos
em guarana em po (Camargo et al.,
2006), entre varias outras.

Em relag&o ao uso da HPLC nos estudos
dos constituintes quimicos de M. rigida,
Silveira et al. (2006) e Melo et al. (2008)
utilizaram esta técnica demonstrando a
presenca de  taninos,  saponinas,
alcaloides e flavandides nesta planta.
Cunha (2008) empregou-a na tentativa
de isolamento do monofluoroacetato,
presente na Palicourea macgravii, e
suspeito na Mascagnia rigida, porém
sem sucesso. Cobucci et al. (2009b)
utilizaram a HPLC para realizar o estudo
fitoquimico da M. rigida, relatando a
presenca de saponinas, alcaldides e
flavandides tanto nos brotos como nas
folhas maduras e taninos condensados
somente nas folhas maduras.

2.4 ANALISES CLINICO-
PATOLOGICAS

2.4.1 Hematologia

Coelhos sadios apresentam como
caracteristica hematoldgica a ocorréncia
de  eritrocitos  policromaticos e
reticulocitos em esfregacos sanguineos.
Policromasia é observada em 2 a 4% dos

eritrécitos e, ocasionalmente, notam-se
eritrocitos nucleados e corpusculos de
Howell-Jolly. Sua meia-vida é estimada
em 57 a 67 dias (Campbell, 2004).

Segundo Jain (1993), coelhos sadios
apresentam de 560 a 6,36x10°
eritrocitos/ul, hematocrito de 39,3 a
44,0% e concentragcdo de hemoglobina
de 12,4 a 14,2g/dl. Quesenberry (1994)
relatou valores de 51 a 7,9x10°
eritrocitos/ul, hematocrito de 33,0 a
50,0%, concentragdo de hemoglobina
entre 10,0 a 17,4g/dl, hemoglobina
globular média (HGM) de 17,1 a 23,5pg,
concentracdo globular de hemoglobina
média (CHGM) de 29 a 37g/dl e volume
globular médio (VGM) de 57,8 a 70,4fl.

O nGmero total de leuctcitos varia entre
7,02-9,42  (Jain, 1993), 5,2-125
(Quesenberry, 1994) e 6,0-10,0
x10%leucéeitos/ul (Campbell, 2004). O
principal leucécito do coelho é o
linfécito, assim como ocorre em bovinos
e camundongos. Os *“neutrofilos” de
coelhos contém granulos eosinofilicos,
semelhante a um eosinéfilo, sendo
chamado nesta espécie de heterdfilos. Os
leucécitos de coelhos apresentam grande
variagdo em fungdo da idade e,
juntamente com o0s metodos de
contencdo e coleta de sangue, podem
alterar a proporgéo de
heterofilos:linfocitos  (H:L). Coelhos
com 12 meses ou mais jovens
apresentam menor proporgdo H:L que
coelhos adultos. Sua proporgdo de
referéncia é de 35:60 para coelhos
adultos (Campbell, 2004).

Respostas induzidas pelo estresse podem
reduzir em 15 a 30% a contagem total de
leucocitos. Normalmente, eles ndo
desenvolvem leucocitose com infeccdo
bacteriana; no entanto, ha inversdo da
relagdo H:L (Campbell, 2004).

Segundo Jain (1993), os heterdfilos
variam de 1,41 a 3,08 x10° células/pl; os
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linfécitos de 4,78 a 6,8 x10° células/pl;
os eosinofilos de 0,03 a 0,05 x10°
células/pl; os mondcitos de 0,04 a 0,55 e
0s basofilos de 0 a 0,43x10° células/pl.
Os coelhos sdo os Unicos animais de
laboratorio que apresentam basofilos
regularmente presentes em modesta
quantidade no sangue. N&o é incomum
encontrar coelhos com 8 a 10% de
basdfilos e, raramente, contagens acima
de 30% podem ser encontradas.

Em relacdo as plaquetas, o baco de
coelhos, assim como o de humanos,
contém cerca de 33% das plaquetas
sanguineas armazenadas. Citocinas e
contracdo esplénica podem mobilizar
estas plaguetas para a circulagéo,
enquanto que a esplenomegalia pode
recrutar um maior ndmero delas
(Stockham e Scott, 2002).

2.4.2 Perfil protéico eletroforético

As funcbes das proteinas no organismo
dos animais sdo inUmeras e incluem a
formacdo da estrutura das células,
tecidos e 6rgdos, manutengdo da pressao
coloidosmotica, catalisacdo de reacOes
bioquimicas e tamponamento &cido-
basico, além de atuarem na coagulacéo
do sangue, em defesas do hospedeiro
contra patdgenos, no transporte de
metabolitos, na regulacdo do
metabolismo celular, na prevencdo de
protedlise e na regulacdo de nitrogénio
para a nutricdo (Eckersall, 2008).

A eletroforese de proteinas plasmaticas
de coelhos em fitas de acetato de
celulose origina sete zonas que
correspondem a: albumina - transporte e
reserva de aminoécidos e metabdlitos e
manutencdo da pressdo coloidosmotica;
alfa-la e alfa-lb -  proteinas
inflamatorias de fase aguda (antitripsina)
e proteinas transportadoras
(lipoproteinas), alfa-2 -  proteinas
inflamatorias de fase aguda
(haptoglobulina, ceruloplasmina,

macroglobulinas); beta-1 e beta-2 -
proteinas transportadoras e proteinas

inflamatorias de fase aguda
(complemento, transferrina, ferritina,
proteina C, hemopexina) e

gamaglobulinas (imunoglobulinas - 1gA,
IgE, 1gG e 1gM) (Eckersall, 2008).

O perfil eletroforético pode sugerir a
ocorréncia de processos inflamatdrios
agudos e cronicos, disfuncbes hepéticas,
perdas protéicas, sindromes nefréticas e
alteracbes de globulinas que ajudam o
entendimento de respostas imunoldgicas.
O proteinograma também pode auxiliar
no  diagndstico laboratorial ~ de
intoxicagéo, indicando afeccgoes
sistémicas que acarretam em alteragéo da
concentragdo protéica no organismo. Seu
principio esta baseado no conhecimento
da quimica das proteinas e nos fatores
que determinam a migragao
eletroforética, ou seja, carga elétrica e
peso molecular (Naoum, 1990;
Eckersall, 2008).

A concentracdo plasmatica normal de
proteina total de coelhos varia
discretamente em fungdo da raca,
linhagem e sexo. As proteinas
plasméticas totais (3,73 + 0,57g/dl) e
concentragdes de 1gG (0,50 + 0,18g/dl)
sd0 baixas ao nascimento e aumentam
com a idade. Valores normais de adultos
de 12 meses sdo de 5,5 + 0,37g/dl e 0,94
*+ 0,24g/dl, respectivamente (Oppel et
al., 1988).

A albumina representa 40 a 60% do teor
plasmético de proteina total em coelhos
sadios. Os componentes do tracado
eletroforético normal das proteinas do
soro de coelhos, inclui, ainda, 5 a 10%
de alfa-1-globulina, 5 a 10% de alfa-2-
globulina, 5 a 15% de betaglobulina e 5
a 15% de gamaglobulina. A relagéo
albumina:globulinas normal varia de 0,5
a 1,2 (Campbell, 2004) e 1,64 (Kaneko
etal., 2008).
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2.4.3 Perfil bioquimico muscular

Provas laboratoriais que auxiliam no
diagndstico e acompanhamento de
intoxicagoes com suspeita de
envolvimento do sistema cardiovascular
incluem a determinagdo do perfil de
enzimas indicadoras de lesdo muscular
como aspartato aminotransferase (AST),
lactato desidrogenase (LDH), creatina
quinase (CK) e sua isoenzima MB (CK-
MB) e mioglobina (Adamcové et al.,
2007).

A aspartato aminotransferase (AST) é
uma enzima presente em grandes
quantidades nas mitocondrias dos
masculos esqueléticos, coracdo, rins,
cérebro, eritrocitos, pancreas e
hepatdcitos (Campbell, 2004). Ocorre
liberacdo de grandes quantidades de
AST em processos que afetam musculos
e  hepatécitos  (Tennant,  1997),
entretanto, por ser uma enzima
mitocondrial e citosolica, necessita de
uma lesdo celular mais grave para ser
liberada na corrente sanguinea (Kramer e
Hoffmann, 1997). Pode apresentar-se
aumentada em coletas por cardiocentese
ou em métodos de contencdo que exijam
grande esforco do animal (Campbell,
2004). Mader (1997) relatou valores de
AST sérica de coelhos entre 14 a 113U/I
e Kaneko et al. (2008), um valor de 47
U/l.

A lactato desidrogenase (LDH) foi o
primeiro marcador com perfil de
isoenzima  utilizado na  medicina
veterindria  para  detectar  lesGes
especificas. Por ser formada por vérias
isoenzimas presentes em eritrocitos,
hepatdcitos, musculatura estriada
esquelética, principalmente em masculos
de contracdo rapida, alteracBes diversas
podem levar a aumentos na concentragéo
de LDH total. Apresenta pouca
especificidade, motivo pelo qual ela
deve ser avaliada em associagéo a outras
enzimas para determinar lesdo tecidual,

como a CK (Kramer e Hoffmann, 1997)
ou realizar o fracionamento de suas
isoenzimas. Em coelhos, os valores
plasméticos descritos na literatura estéo
entre 34,0 e 129,0 U/l (Mader, 1997) e
entre 65,5 a 123,1 U/l segundo Kaneko
et al., 2008.

A creatinina quinase (CK) est4 presente
no musculo esquelético, miocardio e no
cérebro e, em menores quantidades, no
trato gastrintestinal, (tero e bexiga
uriniria  (Camarozano e Henriques,
1996). CK é wuma das principais
marcadoras de lesdo muscular utilizada
devido a sua localizacdo especifica e
atuacdo no funcionamento do tecido
muscular (Cardinet, 1997; Kramer e
Hoffmann, 1997; Thompson, 1997) e
apos lesdo da musculatura, CK aumenta
mais rapidamente que as enzimas AST e
LDH (Campbell, 2004).

A concentracdo plasmética de CK em
coelhos é extremamente elevada quando
comparada a de seres humanos, com
valores até 10 vezes maiores que o limite
superior dos valores da CK humana
(Lum, 1979), apresentando  maior
clearance, menor volume de distribuigdo
e maior meia-vida plasmatica (Lefebvre
et al., 1993). A CK em coelhos também
apresenta a maior atividade por grama de
tecido muscular comparada as especies
canina, eqlina, bovina e ovina (Lefebvre
etal., 1992).

O fator que mais afeta a atividade de CK
€ 0 estresse e em espécies como 0
coelho, que sofrem de estresse
espontaneo, pode ocorrer aumento
plasmético de CK (Lefebvre et al.,
1996). Apenas os grandes aumentos de
CK tém significancia clinica, pois
injecOes intramusculares, ferimentos e
decubito prolongado tendem a causar
pequenos aumentos dessa enzima
(Lefebvre et al., 1996; Cardinet, 1997;
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Kramer e Hoffmann, 1997; Thompson,
1997). Miopatias de origem nutricional
também resultam em aumento da
atividade plasmatica de CK (Campbell,
2004). Segundo Kaneko et al. (2008), o
valor de CK de coelhos sadios é de 544
u/l.

Assim como a LDH, a CK apresenta
isoenzimas: CK-MM presente na
musculatura estriada esquelética e
cardiaca, CK-BB presente no cerebro, e
CK-MB que se encontra principalmente
no miocardio (Hetland e Dickstein,
1998; Ooi et al., 2000), constituindo de
20 a 30% do musculo cardiaco humano
(Camarozano e Henriques, 1996). Em
mamiferos domésticos ha discrepéncias
na distribuicdo tissular das isoenzimas de
CK (Cardinet et al., 1997).

A fracdo MB vem sendo cada vez mais
utilizada especificamente para indicar
lesGes cardiacas em humanos causadas
por infarto do miocardio (Hetland e
Dickstein, 1998; Ooi et al., 2000).
Quando ocorre necrose do miocardio, a
isoenzima CK-MB comeca a ser liberada
para 0 meio extracelular em trés horas, e
seu pico de concentragdo na circulagéo
ocorre entre oito e 30h, retornando aos
valores basais entre 48 e 72h (Diniz et
al., 2007).

Essas enzimas tém diferentes meias-
vidas no plasma. Por exemplo, as
enzimas AST e CK sdo de meia-vida
curta (Cardinet, 1997; Kramer e
Hoffmann, 1997; Thompson, 1997;
Thrall, 2007), enquanto a ALT tem uma
meia-vida mais longa. Em aves, a meia-
vida da LDH foi descrita como sendo de
15 a 30 vezes menor que a da ALT
(Lumeij, 2008). A meia-vida da AST na
circulacdo é de cinco a 12 horas. CK e
LDH, por serem citostlicas e de
tamanho pequeno, conseguem
ultrapassar a membrana celular, mesmo
que ndo exista um dano tecidual grande
(Kramer e Hoffmann, 1997).

enzimas também
apresentam  grande  flutuacdo, a
determinagdo simultinea de Vérias
enzimas tem sido utilizada para
aumentar a sensibilidade da detecgdo de
alteracbes cardiacas (Thrall, 2007).
Entretanto existem limitacoes,
principalmente pela expressdo destas
proteinas em outros tecidos que ndo nos
cardiomidcitos (Adamcova et al., 2007).

Como  algumas

No ano de 1980, cardiologistas
desviaram suas atencdes das proteinas
metabolicas para as miofibrilares e,
consequentemente para a determinagéo
dos niveis plasméticos de troponinas
cardiacas (Adamcova et al., 2007). O
complexo troponina é formado por trés
subunidades: troponina C, que tem sitio
de ligacdo para o célcio; troponina T,
que interage com filamentos de
tropomiosina e a troponina |,
componente inibidor. Essas proteinas
participam da interagdo entre actina,
miosina e tropomiosina para ocorrer 0
encurtamento de sarcomeros na fibra
muscular, produzindo a contragéo
(Cardinet et al., 1997).

A troponina | (cTnl) é uma subunidade
da proteina estrutural muscular, a
troponina (Cardinet, 1997). Segundo
literatura humana, a cTnl também pode
ser empregada no diagndstico de lesBes
indetectaveis por métodos enzimaticos
convencionais (Bodor et al., 1992; Cupo
e Hering, 2002; Meki et al., 2003; Diniz
et al., 2007). A cTnl é encontrada tanto
no musculo cardiaco quanto no
esquelético, porém, em humanos, a
proteina  do mdsculo cardiaco é
codificada por um gene especifico, tendo
uma sequéncia tipica de aminoécidos e é
altamente  correlaciondvel com a
presenca de alteracbes de eletro e
ecocardiogramas (Cupo e Hering, 2002).
A cTnl é liberada na corrente
circulatoria de quatro a seis horas apds a
lesdo, e permanece elevada de seis até 10
dias.
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A cardioespecificidade da cTnl elimina
as preocupacdes sobre a origem das
alteracOes dos valores séricos de CK e
CK-MB e fornece uma avaliagdo
bioquimica de lesdo cardiaca que é
consistente com a avaliagdo in vitro de
disfuncdo cardiaca (Cupo e Hering,
2002). A avaliagéo de cTnl em coelhos
submetidos ao protocolo farmacoldgico
de isquemia miocéardica induzida
revelaram alto grau de similaridade
dessa proteina em relacdo a humana,
apresentando reagdo cruzada em testes
comerciais humanos que utilizam
anticorpos monoclonais contra a cTnl.
As concentracdes plasmaticas de cTnl
encontradas foram de até 2ng/ml (Pinelli
et al., 2002).

2.4.5 Perfil bioquimico hepético

As atividades da ALT no figado e
musculo cardiaco de coelhos sdo
semelhantes; no entanto, o aumento da
atividade plasmatica de ALT &
considerado indicador especifico de
doenca hepatica nesta espécie. E
interessante notar que a atividade
hepética de ALT de coelhos corresponde
a um valor que é menos da metade do de
cées (Campbell, 2004).

Esta enzima apresenta alta concentragéo
citoplasmética, aumentando rapidamente
em qualquer lesdo que destrua ou apenas
aumente a permeabilidade celular. A
intensidade desse aumento relaciona-se
com o nimero de células envolvidas, e
ndo com a gravidade da leséo, sendo que
mesmo uma lesdo que ndo cause morte
celular pode levar & liberacdo da enzima
na corrente sangiiinea. Em casos de
necrose hepatocelular aguda, acentuada,
a sua elevacéo é imediata (24 a 48 horas)
e nas lesbes obstrutivas seu aumento é
menor e gradual. Possui meia vida de 2,5
dias nos cdes e em torno de cinco dias
nos gatos (Kramer e Hoffmann, 1997;
Tennant, 1997). Seus valores de
referéncia para coelhos sadios sdo de 48

a 80U/l (Mader, 1997) e 79U/ (Kaneko
et al., 2008).

Os coelhos sdo os Unicos animais a
apresentarem  trés  isoenzimas da
fosfatase alcalina (FA): uma forma
intestinal e duas formas hepatica/renal,
em comparagao com as formas intestinal
e hepatica/renal/6ssea encontradas em
mamiferos, exceto em primatas. A
atividade plasmética normal da fosfatase
alcalina (FA) em coelhos varia em
funcdo da idade, linhagem e raga do
coelho (Campbell, 2004). Em cdes e
gatos a elevacdo detectavel tem sempre
origem hepética, 6ssea ou induzida por
corticosterdides e anticonvulsivantes,
apresentando meia vida de cerca de trés
dias. As outras isoenzimas tém meia vida
curta, cerca de seis minutos. Os valores
basais de FA para coelhos estdo entre
106,02 e 133,80U/1 (Kaneko et al.,
2008).

2.4.6 Perfil bioquimico renal

Os procedimentos de  avaliagdo
laboratorial da funcdo renal de coelhos
se assemelham aqueles descritos para
roedores e mamiferos domésticos. O teor
plasmético de uréia é influenciado pela
raga, linhagem e sexo. O catabolismo
protéico associado & alta ingestdo de
proteina na dieta, 0 exercicio vigoroso
ou doenga aumentam a concentragao
plasmética de uréia. A fase do dia em
que se coleta a amostra de sangue
também influencia tal pardmetro,
notando-se concentracdo méxima entre
16 e 20 horas (Campbell, 2004).

A creatinina é filtrada pelos glomérulos
renais, sendo a concentracdo no filtrado
glomerular a mesma do plasma, porém
ela ndo é reabsorvida pelos tubulos
renais. Portanto, afec¢bes que diminuam
a funcdo renal glomerular séo
identificadas por aumento de creatinina
e, posteriormente, de uréia (Finco,
1997). Em coelhos, os teores de uréia e
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de creatinina no plasma tém pouca
sensibilidade para doenca renal, sendo
necessaria perda de 50 a 75% da fungdo
renal antes que se observe aumento da
concentracao plasmética desses
catabdlitos  (Campbell, 2004). Em
coelhos e seres humanos recém-nascidos
ocorre reabsorgdo de creatinina pelos
tlbulos renais, provavelmente devido ao
vazamento através dos tubulos imaturos
(Matos et al., 1998).

Valores de referéncia de uréia e
creatinina de coelhos saudaveis descritos
por Mader (1997) variaram de 13 a
29mg/dl e 05 a 25mgdl,
respectivamente. Kaneko et al. (2008)
relataram valores de uréia entre 11,3 a
17,3mg/dl e creatinina entre 0,8 a
2,57mg/dl.

2.5 SEDACAOE
ECODOPPLERCARDIOGRAFIA

A ecocardiografia € um método néo-
invasivo (til para a avaliagdo in vivo das
dimensdes e desempenho ventriculares
em procedimentos clinicos e
experimentais em humanos ou animais
(Fontes-Souza et al., 2008). O coelho €
um importante modelo para pesquisas
cardiovasculares, devido ao seu pequeno
porte, mas com tamanho suficiente para
realizar todos os testes fisioldgicos
(Muders e Elsner, 2000).

Alguns fatores dificultam o exame
ecoDopplercardiografico, entre eles os
movimentos do proprio animal e os
artefatos gerados durante o movimento
respiratorio (Boon, 1998). Além do
mais, 0 exame ecoDopplercardiogréfico
de coelhos conscientes é muito dificil,
consome muito tempo, necessita de
treinamento  especial, principalmente
com animais de pesquisa Oou mMmenos
acostumados a manipulagdo. Varios
agentes anestésicos sdo utilizados para
proporcionar sedagdo e permitir a
imobilizagéo para a  avaliagdo

ecoDopplercardiografica  (Vatner e
Braunwald, 1975). No entanto, é sabido
que Vvarios agentes anestésicos tém
efeitos sobre a funcdo cardiaca sistélica
(\Vatner e Braunwald, 1975; Schaefer et
al., 2005; Fontes-Souza et al., 2008),
porém informacfes sobre as alteracdes
provocadas por diferentes protocolos
anestésicos na funcdo cardiaca séo
escassas (Stypmann et al., 2007). Outro
fator que altera significativamente as
mensuracdes da funcéo cardiaca sistdlica
de coelhos, além do tipo de anestesia
utilizada (Schaefer et al., 2005; Fontes-
Souza et al., 2008), é o periodo de acdo
do anestésico e o tempo em que as
medidas foram realizadas (Roth et al.,
2002), necessitando uma padronizagao
rigorosa nestas avaliacgoes.

Valores de referéncia para Varios
pardmetros no modo-M, Doppler e
Doppler tecidual foram reportados em
coelhos conscientes e em diferentes
condicOes anestésicas (Gan et al., 2004;
Fontes-Souza et al., 2006; Stypmann et
al., 2007; Fontes-Souza et al., 2008,
Pariaut, 2009).

Gan et al. (2004) avaliaram a amplitude
e velocidade do movimento do anel
mitral em 11 coelhos Nova Zelandia
(NZ) machos jovens (trés meses) e 10
adultos (12 a 14 meses) sob o protocolo
de sedacdo com 5mg/kg de diazepam
intramuscular (IM) e 15mg/kg/minuto de
pentobarbital sddico intravenoso (I1V),
utilizando as técnicas de
ecoDopplercardiografia  (modo-M e
bidimensional) e Doppler tecidual. Os
animais mais jovens (3,0 = 0,2 meses e
2,9 + 0,19kg) apresentaram valores de
FC de 221 £ 21bpm, didmetro adrtico de
9,1 £ 0,7mm e didmetro atrial esquerdo
de 10,6 + 1,2mm. Na sistole, o diametro
do VE foi de 9,5 £ 0,7mm; na diastole, o
diametro do VE foi de 15,5 + 1,5mm, a
espessura do septo interventricular de
2,5 = 0,9mm e parede livre do VE foi de
2,3 + 0,4mm. As velocidades maximas
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do fluxo adrtico foram de 0,74 =+
0,13m/s, pulmonar de 0,55 = 0,08m/s e
mitral de 0,54 + 0,08m/s. Para o0s
animais adultos (12,1 = 1,5 meses e 5,3
+ 0,19kg), os valores de FC foram 222 +
27bpm. A mensuracdo do didmetro
aortico e do didmetro atrial esquerdo
foram de 10,2 £ 0,7mm e 12,1 £ 0,9mm,
respectivamente. O didmetro do VE na
sistole foi de 10,8 = 1,3mm e na diastole,
16,1 £ 2,3mm. A espessura do septo
interventricular e da parede livre do VE
na diastole foram 3,3 + 0,4mm e 3,0
0,6mm, respectivamente. As velocidades
maximas obtidas foram de 0,67
0,10m/s para o fluxo adrtico, 0,54
0,05m/s para o fluxo pulmonar e 0,54 +
0,10m/s para o fluxo mitral. Os autores
concluiram que, apesar do coracéo dos
animais mais jovens ser menor, a
amplitude e a velocidade do anel mitral
foram significativamente maiores nesses
animais, corroborando com estudos em
humanos saudaveis (Wandt et al., 1998),
em que ha uma diminuicdo do
movimento longitudinal do VE com o
passar da idade.

+
s

Fontes-Souza et al. (2006) utilizaram 52
coelhos NZ machos adultos saudaveis
para obter os valores de referéncia no
modo-M e Doppler sob anestesia com
cloridrato de cetamina e medetomidina.
A FC média foi de 155 + 29bpm. Os
valores da espessura do septo
interventricular na sistole e na diastole
foram de 2,03 + 0,37mm e 3,05 #*
0,45mm, respectivamente. O didmetro
interno do ventriculo esquerdo (VE) na
sistole foi de 14,37 + 1,49mm e na
diastole de 10,25 + 1,22mm, a espessura
da parede livre do VE na sistole foi de
2,16 + 0,25mm e na diastole de 3,48 +
0,55mm. Foram obtidos valores de 1,17
+ 0,14 para a relagdo atrio esquerdo-
aorta (AE/AO), 30,13 + 2,98% para a
%AD e 61,29 + 4,66% para a FE. As
velocidades maximas do fluxo adrtico e
pulmonar foram 0,85 + 0,11m/s e 0,59 +
0,10m/s, respectivamente.

Stypmann et al. (2007) utilizaram 10
coelhos machos e 10 fémeas da raca NZ,
com 16 semanas de idade para avaliagéo
da funcdo cardiaca de animais sem
anestesia e sob o protocolo de cloridrato
de cetamina (50mg/kg IM) e xilazina
(4mg/kg IM). Os animais passaram por
um processo de adaptagdo ao exame sem
sedacdo para minimizar o estresse. Nos
coelhos  ndo-anestesiados, a FC
observada foi de 234 + 26bpm, a %AD
de 34,5 + 4,9% e a FE 54 + 9%, obtida
segundo a férmula de Simpson. O
didmetro do VE obtido na sistole foi de
1,009 +0,091cm e na diastole de 1,540 +
0,112cm, espessura da parede livre do
VE na diastole de 0,274 + 0,041cm,
velocidade méxima do fluxo aértico de
74,9 £ 19,5cm/s e volume ejetado de
1,80 = 0,46ml. Em animais anestesiados
a FC observada foi de 198 + 37bpm,
%AD 28,5 + 3,8% ¢ FE de 53 £ 9%. O
didmetro do VE obtido na sistole foi de
1,480 +0,081cm e na diastole de 1,074 +
0,089cm, espessura da parede livre do
VE em diastole de 0,267 + 0,047cm,
velocidade méxima do fluxo aortico de
72,3 £ 17,0cm/s e volume ejetado de
1,60 = 0,60ml. Os autores observaram
uma menor FC nos animais anestesiados
(198 + 37 vs. 234 + 26bpm). A fracdo de
encurtamento (%AD) foi 17,4% menor
durante a anestesia comparado aos
acordados, principalmente devido um
aumento do didmetro interno do
ventriculo esquerdo (VE) na sistole (+
6,4%). Em alguns animais anestesiados
(3/20) a relagdo onda E/A estava
invertida, demonstrando prejuizos a
funcdo diastolica do VE. N&o foram
encontradas diferencas de mensuracoes
estruturais entre os grupos, mas a fragéo
de ejecdo (FE) e o débito cardiaco
diminuiram  significativamente  sob
narcose, assim como a Vvelocidade
maxima da onda E e A mitral.

Fontes-Souza et al. (2008) utilizaram 26
coelhos NZ machos adultos (16 a 20
semanas) com o protocolo anestésico de
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cloridrato de cetamina (20mg/kg) e
maleato de midazolam (2mg/kg) SC para

analisar 32 mensuracoes
ecoDopplercardiogréficas (modo-M,
bidimensional, Doppler e Doppler

tecidual). A FC média foi de 262 *
37bpm e se manteve estavel durante o
exame. A espessura do  septo
interventricular foi de 3,63 + 0,34mm na
sistole e 2,65 + 0,31mm na diastole; o
didmetro do VE foi de 8,64 + 0,82mm na
sistole e 13,51 + 1,05mm na diastole; a
parede livre do VE na diastole foi de
2,25 + 0,29mm. A FE foi de 69,58 +
5,33%, segundo a férmula culbica, e a
%AD de 36,01 £ 4,31%. O didametro
adrtico obtido foi 6,57 + 0,46mm,
didmetro do é&trio esquerdo de 7,49 +
1,14mm e a relagdo AE/AO de 1,15 *
0,19. Os autores nao realizaram o exame
previamente em animais nao
anestesiados, comparando o0s indices
com 0s ja obtidos em literatura ou com
outros protocolos anestésico-sedativos;
assim, concluiram que o protocolo é uma
boa alternativa quando a sedacdo €
necessaria, ndo provocando alteracdes
nos valores ecocardiograficos.

Pariaut  (2009)  realizou  exames
ecocardiogréaficos de coelhos
anestesiados, ndo informando o
protocolo ou ndmero de animais

utilizados, relatando valores da espessura
do septo interventricular na sistole de
3,05 + 0,45mm e na diastole de 2,03 +
0,37mm; parede livre do VE na sistole
de 3,48 + 0,45mm e na diastole de 2,16
+ 0,25mm e didmetro do VE na sistole
de 10,05 + 1,22mm e na diastole de
14,37 += 1,49mm. Foram calculados
também os valores da FE em 30,13 +
2,93% e o diametro da aorta em 8,26 +
0,76mm, diametro do atrio esquerdo em
9,66 £ 1,14mm e a relacdo AE/AO de
1,17 +0,14.

Pariaut (2009) observou que o étrio
esquerdo e direito de coelhos sao
comparaveis em tamanho e as artérias

aorta e pulmonar principal tém diametros
similares, semelhantemente ao
observado nos demais mamiferos. A
relacdo AE/AO de coelhos calculada por
este autor foide 1,0a1,5.

2.6 EXAME
ELETROCARDIOGRAFICO

O eletrocardiograma (ECG) é o exame
mais comumente utilizado para o
diagndstico de alteracbes elétricas do
coragdo (Tilley, 1992). As principais
indicagbes do seu uso sdo: mensurar a
frequéncia cardiaca, registrar e avaliar o
ritmo  cardiaco  caracterizando  as
arritmias; verificar se toda onda P é
seguida de um complexo QRS e permitir
avaliar sua normalidade; registrar,
reconhecer, mensurar e analisar as ondas
P, T e o complexo QRS bem como
monitorar 0s batimentos cardiacos
durante procedimentos cirdrgicos e ainda
estudar a influéncia do exercicio e de
substancias quimicas sobre 0
funcionamento cardiaco (Mir et al.,
2000).

Os primeiros registros
eletrocardiogréficos no Brasil
envolvendo o género Mascagnia foram
realizados por Saad et al. (1970), que
administraram M. pubiflora a quatro
cobaias (%2 da dose letal [DL - 8g/kg],
DL, 15 DL e 2DL). A cobaia que
recebeu ¥ DL ndo teve alteragbes do
tracado. A cobaia que iria receber 2DL
foi descartada, pois apresentou inversao
de onda T previamente & intoxicacdo. As
cobaias que receberam DL e 1,5DL
apresentaram sinais de intoxicacao,
manifestados por alteragbes na onda T,
considerado pelas autoras como similar a
um coragdo isquémico, compativel com
lesBes do miocérdio. O complexo QRS
apresentou aumento na onda Q, aumento
na onda S e supradesnivelamento do
segmento ST. A que recebeu 1,5DL
apresentou arritmia do tipo ventricular
com decréscimo progressivo da onda S,
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com diminuicéo progressiva da condigéo
animal, sendo que o animal entrou em
fibrilagdo cardiaca assim que se iniciou
uma convulsdo, ocorrendo a morte logo
em seguida.

Silveira et al. (2006) utilizaram cinco
coelhos NZ, machos adultos, para avaliar
os efeitos das fracbes fitoquimicas
(taninos, flavanodides, alcaldides e
saponinas) no ECG. Os animais foram
submetidos ao eletrocardiograma as seis
e 54 horas ap0s o inicio do experimento.
No primeiro ECG, seis horas ap0s, 0s
animais que receberam as frages de
alcaloides, flavandides e taninos
apresentaram fenestragdo de onda R
descendente e supradesnivelamento de
segmento ST. No segundo ECG, 54
horas apds, os animais que receberam
alcaldides e taninos continuaram a
manifestar as mesmas alteracdes, sendo
que o supradesnivelamento de segmento
ST passou de 0,05mV para 0,20mV nos
animais que receberam a fragdo de
taninos. Estas alteracdes
eletrocardiograficas sdo normalmente
observadas em situacdes de hipoxia,
infarto agudo do miocérdio e diminuicéo
dos niveis de potéassio. Como as fracoes
de alcaloides, taninos e flavondides
causaram alteracdes eletrocardiogréficas
nos coelhos, os autores acreditam que as
diferentes fracOes isoladas da M. rigida
poderiam agir em sinergismo, sendo
responsaveis pelas alteracdes cardiacas.

Lago et al. (2009) avaliaram ovinos
intoxicados experimentalmente com
20g/kg de extrato aquoso de M. rigida
durante trés e sete dias através de
exames eletrocardiograficos diarios até o
sétimo dia. N&do foram observadas
alteragbes que caracterizassem arritmias
ou afeccOes que indicassem alteragdes
no sistema de conducgdo cardiaco, mas
ocorreu um aumento significativo da
frequéncia cardiaca 10 minutos ap6s o
exercicio nos dois protocolos seguidos.

Como particularidade de espécies com
frequéncia cardiaca (FC) alta e ciclo
cardiaco curto, como os coelhos, no
ECG destas espécise a onda T (ou U, se
presente) ndo retorna a linha isoelétrica,
aproximando-se da onda P. Liu et al.
(2000) utilizam o método de
extrapolagdo manual da onda T (ou U),
que vai até a linha isoelétrica virtual sob
a onda P (Liu et al., 2000), sendo este
método também recomendado por
Farkas et al. (2004). Quando a onda U
esta presente, o intervalo QU passa a
corresponder a duracdo do potencial de
acéo ventricular (Ritsema van Eck et al.,
2003).

O uso da onda P e do complexo QRS
para avaliar mudangas na morfologia
cardiaca, como dilatagdo ou hipertrofia
de camaras cardiacas, ndo é
recomendado, pois pouco se sabe sobre
as alteragdes eletrocardiograficas
associadas a doengas cardiacas em
coelho (Pariaut, 2009) e, em seres
humanos, este exame ndo é sensivel na
avaliacdo de camaras cardiacas, devendo
ser utilizado a ecoDopplercardiografia
ou radiografia para esta finalidade.

Caes cardiopatas apresentam aumento do
intervalo QT, provocado
substancialmente pela alteragdo do
complexo QRS, que se prolonga
(Koyama et al., 2004). O aumento do QT
em seres humanos esta correlacionado a
disfungdo  ventricular  esquerda e
diminuicdo da fragdo de encurtamento
(Davey et al., 2000). Em coelhos, o
intervalo QT(U) prolongado  est4
estatisticamente associado aos efeitos
pro-arritmicos de certas drogas que
geram uma arritmia com risco de morte,
chamada torsade de pointes (Carlsson et
al., 1990; Farkas et al., 1998; Lu et al.,
2000; Mazur et al., 1999).

49



2.7 EXAME
ELETROCARDIOGRAFICO
CONTINUO (HOLTER)

Infelizmente, o ECG realizado durante o
exame fisico tem limitada habilidade em
detectar certas arritmias, pois é realizado
em repouso e por curto periodo de tempo
(Miller et al., 1999; Cote e Ettinger,
2005). Dessa forma, a eletrocardiografia
ambulatorial por longo periodo (ou
monitorizagdo Holter) consiste no teste
ndo invasivo ideal para demonstrar e
quantificar ~a  freqliéncia e a
complexidade de arritmias por longos
periodos (Sisson et al., 1999; Nogueira
et al., 2006).

O registro eletrocardiogréafico continuo
(Holter) constitui-se em uma modalidade
de diagndstico ndo-invasiva, comumente
utilizada em medicina humana para
avaliar o ritmo cardiaco em Vvarias
situacOes (Leomil Neto et al., 2002). O
Holter € a monitoracdo cardiaca durante
24 horas que fornece detalhes do ritmo
cardiaco do paciente, 0 nUmero total e 0
tipo de complexos anormais, assim como
0 periodo especifico do dia em que
ocorreram. O clinico pode avaliar as
variagdes de comportamento do animal
no periodo de registro (Moise e
Defrancesco, 1995; Coté et al., 1999;
Meurs et al., 2001; Snyder et al., 2001),
correlacionando o resultado do exame
com os sinais clinicos manifestados em
cada momento (Leomil Neto et al.,
2002).

O Holter aumenta drasticamente a
habilidade do clinico em: detectar
distlrbios do ritmo cardiaco,
particularmente de eventos transientes;
quantificar a frequéncia e complexidade
dos distlrbios do ritmo cardiaco;
correlacionar essas anormalidades com
os sinais clinicos e avaliar a eficacia do
tratamento antiarritmico. Em medicina
veterindria o Holter é indicado para o
diagndstico de possiveis arritmias em
pacientes com sincope, isquemia do
miocérdio ou cardiomiopatias. Mesmo se
0 episédio de sincope ndo ocorrer
durante o registro do  Holter,
informacBes sobre o ritmo cardiaco
podem ser de grande valia para elucidar
a sua causa. Tratando-se de arritmias, a
monitorizacdo pelo Holter é atil na
avaliagdo da malignidade e freqliéncia de
arritmias ~ atriais e  ventriculares
paroxisticas (Miller e Calvert, 1992).

Alguns estudos ja foram realizados
utilizando o sistema Holter para
avaliagdo do sistema de condugdo
cardiaco em modelos experimentais
leporinos (Pogwizd, 1995; Opthof et al.,
2000; McCue et al, 2008) e
demonstraram sensibilidade do exame
em detectar arritmias em coelhos.
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3. MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal da
UFMG (CETEA), sob o protocolo
ndmero 187/08 em 12 de novembro de
2008 (certificado em anexo). A planta
utilizada neste experimento foi coletada

nos Canteiros de Plantas Toxicas da
Escola de Veterinaria da UFMG (Figura
4), tendo exsicata de referéncia propria
depositada no Herbario de Botéanica do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da
UFMG, sob o nimero BHCB 100819.

Figura 4 — Arbusto de Mascagnia rigida do canteiro de Plantas Toxicas da Escola de Veterinaria da

UFMG.

3.1 EXPERIMENTO-PILOTO
3.1.1 Protocolo de sedacéo

A velocidade de processamento dos
aparelnos de ecoDopplercardiografia
alteram significativamente a qualidade
da imagem obtida durante o exame.
Outro fator envolvido é a frequéncia
cardiaca. Em coelhos, a frequéncia
cardiaca em repouso é 218 * 4bpm
(Marano et al., 1996), mas essa pode se
apresentar bastante elevada nos animais
nao acostumados a manipulagdo,
dificultando a mensuragdo
ecocardiografica (Pennock et al., 1997).
Diante disso, o objetivo desse piloto foi
determinar o melhor protocolo de
sedacdo para realizagdo do exame
ecoDopplercardiografico com menor

interferéncia nas mensuragdes da funcéo
cardiaca.

Dois protocolos de sedagé@o descritos na
literatura foram avaliados: protocolo n°1
(Flecknell et al., 2007) e protocolo n°2
(Fontes-Souza et al., 2008).

Foram utilizados 20 coelhos Nova
Zelandia (NZ) brancos, com cinco meses
de idade, massa corporal média de 3,2kg,
divididos em dois grupos de 10 animais
cada (Gl e G2):

G1- 2mg/kg de maleato de
midazolam e 20mg/kg de
cloridrato de cetamina SC
(Fontes-Souza et al., 2008).
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G2- 1mg/kg de maleato de
midazolam IM (Flecknell et al.,
2007).

Todos 0S procedimentos
ecoDopplercardiogréficos foram
realizados conforme descrito  por

Stypmann et al. (2007) e Fontes-Souza et
al. (2008) para coelhos seguindo as
recomendagOes da Sociedade Americana
de Ecocardiografia. Para a realizacédo do
exame de ecoDopplercardiografia, 0s
animais tiveram seus olhos vendados,
aguardando um periodo de 10 minutos
apds sedacdo para inicio  das
mensuragdes. O animal foi posicionado
em decubito lateral, utilizando-se as
regides paraesternais direita e esquerda,
do terceiro ao sexto espacos intercostais,
sendo este posicionamento bastante
utilizado nas pesquisas com coelhos
(Thomas et al., 1993, Pennock et al.,
1997; Gan et al., 2000; Fontes-Souza et
al., 2008).

Os dois protocolos foram eficazes em
relacio a contencdo dos animais e
duracdo da sedacdo. Em relacdo as
mensuracdes ecoDopplercardiogréficas,
foram obtidos  menores valores de
frequéncia cardiaca (FC) e fragdo de
ejecdo (FE) (P<0,05) com o uso de
maleato de midazolam IM (grupo G2).
Esse grupo também apresentou maiores
valores para o didmetro do VE na sistole,
volume sistélico final do VE e didmetro
aortico (Anexo 1).

Segundo Reusch (2005), o maleato de
midazolam na dose de 0,5 a 1,0mg/kg
IM produz resultados satisfatorios na
sedacdo e apresenta efeito limitado sobre
0 sistema cardiovascular. O mesmo
resultado foi observado nesse
experimento-piloto em coelhos.

Alguns autores relatam que o cloridrato
de cetamina sensibiliza 0 miocérdio ao
efeito arritmogénico da adrenalina
(Bednarski et al., 1988), entretanto, ha

relatos de diminuicdo da arritmia
induzida pela adrenalina com uso desse
farmaco (Niiya, 1990; Nunes et al.,
1999). O efeito arritmogénico dos
anestésicos ndo é desejavel em estudos
de arritmogenicidade de farmacos ou
substancias toxicas, podendo mascarar
seus efeitos. O cloridrato de cetamina
também causa alteragdes no estado
contréatil das fibras miocardiacas por sua
acdo no tonus simpatico (White et al.,
1982) prejudicando a avaliagdo dos
efeitos de substancias ativas sobre a
contratilidade miocérdica.

O cloridrato de cetamina isolado
aumenta os valores de PA e FC em
pessoas saudaveis e com fungdo normal
do sistema nervoso simpético (White et
al., 1982) provocando menores valores
de volume sistdlico, aumento do
inotropismo cardiaco e da resisténcia
vascular periférica (Nocite et al., 1977).
J& a contengdo quimica com cloridrato
de cetamina e maleato de midazolam é
relacionada a depressdo
cardiorrespiratéria minima (Dupras et
al., 2001). Nesse piloto observou-se que,
a associagdo do maleato de midazolam e
cloridrato de cetamina provocou, em
coelhos, maiores valores de FC e FE
quando comparado ao uso isolado do
maleato de midazolam.

Os resultados obtidos sugerem maior
eficicia do maleato de midazolam
comparado & sua associacdo com o
cloridrato de cetamina. Foi observada
sedacdo satisfatoria e menor alteragdo
dos parametros
ecoDopplercardiograficos com valores
fisiologicos menores e sem estimulacéo
simpatomimética, permitindo a
realizagdo de um exame de melhor
qualidade. Desta forma, o maleato de
midazolam foi escolhido para o estudo
dos efeitos dos extratos de M. rigida em
coelhos.
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3.1.2 Experimento piloto 1
Material e Métodos

Para obtencdo do extrato, foram colhidas
5kg de folhas maduras de Mascagnia
rigida no Canteiro de Plantas Tdxicas da
Escola de Veterinaria da UFMG - Belo
Horizonte (MG) em maio de 2009.

As folhas maduras recém-colhidas foram
separadas, pesadas e trituradas em
liquidificador', na proporgdo de 200g de
folhas para 400ml de agua ultra-pura. O
material foi colocado em banho
ultrassdnico? por 30 minutos, com
objetivo de aumentar a extracdo dos
constituintes quimicos da planta. Apoés
descanso de 10 minutos, este material foi
peneirado, permanecendo em repouso
por 24 horas. Formaram-se duas fases
distintas: uma soluvel e outra insolavel
em agua, que foram separadas. Apenas a
fase soldvel foi utilizada para a
confeccdo do extrato solivel em agua,
que foi submetida a filtragdo em papel
filtro®> e concentrada em rotavapor a
70°C em 80 rotagOes por minuto (rpm),
ambos a vacuo®.

Para o célculo da concentracdo da
amostra em equivalente de matéria seca
(MS), cinco folhas de M. rigida foram
pesadas e colocadas na estufa em
quintuplicata durante 30 minutos. Apoés
desidratagdo, essas foram novamente
pesadas’, obtendo-se o valor médio de
35% de MS. Obteve-se assim uma
solucdo com concentragéo final de

! Liquidificador industrial Beccaro®.

2 Branson 1510 — Bransonic® Ultrasonic Cleaner
1510R-MT - USA

® papel Filtro Qualy - J. Prolab. Comercio de
Produtos Laboratoriais - PR/Brasil. Raio 6¢cm,
espessura 205um, poros 14um.

* Dia Pump® Compressor Aspirador Modelo
CA.

® Bioprecisa eletronic balance — modelo
FA2104N.

4,27g/ml de MS de extrato sollvel em
agua de M. rigida e pH de 5,6.

O extrato foi acondicionado em seringas
de 20ml, sob temperatura de -20°C,
sendo descongelado trés horas antes da
administracdo em geladeira® (4°C). Apos
este periodo, o extrato foi colocado em
banho ultrassénico por 10 minutos para
homogeneizacdo, previamente a
administrag&o.

Para a avaliagdo da toxicidade do extrato
aquoso de M. rigida, utilizou-se um
coelho NZ branco, com cinco meses de
idade e 3,2kg (coelho n°1). Este animal,
proveniente da Fazenda da Escola de
Veterindria da UFMG (lgarapé) foi
alojado em gaiola propria para coelho
recebendo 4gua e racdo comercial ad
libitum.

Diariamente (as 14h), durante 10 dias
consecutivos, apos jejum alimentar de 30
minutos, foram administrados 6,3ml de
extrato solGvel por via nasoesofégica’,
equivalente a 8,4g/kg de MS de M.
rigida. O animal foi observado durante
seis horas ap6s administracdo do extrato
durante todo o periodo experimental pelo
mesmo examinador.

Para avaliacdo do perfil sanguineo,
amostras de sangue (4ml) foram
coletadas na veia marginal da orelha, por
meio de contenco fisica, previamente a
administragdo do extrato (tempo zero) e
nos dias 3, 5, 7, 9 e 11, sempre no
mesmo horario (07:30 horas).

Cerca de 10ml de sangue foi
acondicionado em tubo contendo 100ul
de solugdo de acido

® Comunicagéo pessoal — Dra. Vany Ferraz —
Laboratério de Cromatografia — ICEx — UFMG.
"Sonda uretral n. 6 em PVC — Markmed®.
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etilenodiaminotetraacético (EDTA)® a
10% para determinacdo do numero total
de leucdcitos e eritrdcitos e concentracéo
de hemoglobina em contador eletronico
veterinario® e do volume globular em
tubos de microhematdcrito™
centrifugado™ a 9.000rpm por 10
minutos. Apos leitura, os tubos foram
quebrados e o plasma foi utilizado para
dosagem das proteinas totais por
refratometria®?. Os indices
hematimétricos (VGM, HGM e CHGM)
foram calculados segundo Thrall (2007).

Foram  confeccionados  esfregacos
sanguineos em duplicata em ldminas de
vidro (26 x 76mm)*, corados com
solugdo de Pan6tico™ para contagem
diferencial de leucdcitos e de plaquetas
pelo método de Fonio (Ferreira Neto et
al.,1982).

Os outros 3ml de sangue foram
coletados em tubos sem anticoagulante,
submetidos & centrifugacdo’® a 3.000rpm
por 10 minutos para separagdo do soro,
que foi congelado a -20°C. O soro foi
utilizado para determinacdes de creatina
quinase (CK), creatina quinase fracéo
MB (CK-MB), lactato desidrogenase
(LDH), aspartato  aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT),
fosfatase alcalina (FA), magneésio
(Mg®), cloreto (CI), célcio (Ca®"),
fosforo (P), uréia e creatinina utilizando-

SEDTA, P.A. - Acido
etilenodiaminotetraacético; P.M. 372,24; Reagen
— Quimibras Indistrias Quimicas S.A - Rio de
Janeiro — RJ.

° CELM DA 500® - CELM - Cia Equipadora de
Laboratérios Modernos — Barueri — SP.

19 Micron Glass® - S&o Paulo — SP.

YCentrifuga para microhematécrito Microspin.
12 Refratdmetro Ningbo Utech International CO.
LTD.

13 Laminas para microscopia Exacta — Perfecta —
Séo Paulo - SP.

1 panético LB Laborlin — produtos para
laboratdrio LTD. Pinhais — PR — Brasil.

15 Centrifuga Excelsa Baby, Fanem, modelo
208N.

se kits®® comerciais em aparelho
analisador bioquimico’” por método
cinético, com excecdo de CK e CK-MB,
que foram avaliadas utilizando-se outros
kits'® e um segundo aparelho analisador
bioquimico®®. O potéassio (K*) também
foi mensurado no soro por meio de
leitura em espectrofotdmetro®®  por
método colorimétrico.

A troponina | cardiaca (cTnl) foi
analisada utilizando o soro, por teste
semi-quantitativo de

imunocromatografia?, cuja sensibilidade
é superior a 0,5ng/ml de cTnl na
amostra.

Para realizacdo de exames de
eletrocardiografia (ECG),
eletrocardiografia continua (Holter) e
ecoDopplercardiografia, o coelho foi
submetido & sedagdo com 1mg/kg de
maleato de midazolam® IM. Os exames
de ECG e ecoDopplercardiografia foram
realizados em ambiente tranquilo e
escuro, com o animal de olhos vendados
para maior tranquilizacéo.

Os ECG foram realizados com o animal
previamente sedado no tempo zero e
uma hora ap6s a administracdo do
extrato nos dias 3, 5, 7 € 9. O animal foi
posicionado em decubito lateral direito,
conectando os eletrodos especificos,
conforme descrito por Tilley (1992), em
adesivos cutaneos?®, No

16 Synermed® International Inc. Westfield —
USA.

17 Cobas Mira - Roche — GMI — Global Medical
Instrumentations, Inc. — Ramsey — EUA.

18 Bjoclin CK-NAC e CK-MB - Quibasa
Quimica Basica — Belo Horizonte — MG.

¥ TP Analyser Basic - Termo Plate®.

2 Espectrofotometro EF1 - Metronic
Instrumentos Cientificos Ltda; 110V.

2 Troponina | Test - Bioeasy — Belo Horizonte —
MG.

2 Dormire® - Midazolam 50mg (5mg/ml) —
Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos —
Sédo Paulo - SP

% Eletrodo Cardiolégico 3M - modelo 2223BR.
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eletrocardidgrafo digital®* foram

registradas as derivagdes bipolares
padrdo (DI, DIl, DIII) e unipolares
amplificadas (aVR, aVF e aVlL),
analisando o ritmo, freqliéncia cardiaca,
amplitude e duragéo das ondas P, T e do
complexo QRS e duragdo do intervalo
PR e QT (V). Os tracados
eletrocardiogréficos foram capturados na
velocidade de 50 milimetros por segundo
(mm/seg) e sensibilidade 2N (ImV =
2cm) (Pariaut, 2009) durante cinco
minutos. Os intervalos RR foram
mensurados no inicio dos complexos
QRS consecutivos (onda R) de todo o
tracado, dando uma leitura superior a 25
intervalos.

A derivagdo  escolhida para a
mensuracdo das ondas e intervalos foi a
bipolar I (DI) pela melhor estabilizagdo e
visualizacdo das ondas
eletrocardiogréficas. O intervalo QT foi
mensurado do inicio do complexo QRS
até o final da onda T, definido pelo
retorno a linha de base (linha isoelétrica)
no segmento TP (Arini et al., 2000),
seguindo o método descrito por Farkas et
al. (2004). Os valores dos intervalos
eletrocardiogréaficos foram obtidos pela
media da mensuracéo de trés intervalos
consecutivos em uma Unica derivacao,
na qual o final do intervalo QT foi
claramente observado (Mazur et al.,
1999).

A corregdo do intervalo QT pela
variacéo da frequéncia cardiaca, uma vez
que a frequéncia cardiaca contribui
inversamente com o intervalo QT, foi
realizada através da formula de Carlsson
(Carlsson et al., 1993), frequentemente
utilizada em pesquisas envolvendo
avaliacdo eletrocardiogréafica de coelhos
(Carlsson et al., 1993; Mazur et al.,
1999; Anderson et al., 2000; Gbadebo et
al., 2002; Wang et al., 2008).

% Eletrocardiografo - mod. ECGPCVET
software versdo 1.10- Tecnologia Eletronica
Brasileira S.A.

Os exames de Holter foram realizados
no tempo zero e no quinto dia ap6s o
inicio da administracdo do extrato
solivel em agua de M. rigida. Apds
sedacdo, tricotomia e limpeza local
prévia fixaram-se adesivos com 0s
eletrodos na pele do animal nos mesmos
locais padronizados para as derivagoes
pré-cordiais (Tilley, 1992). O eletrodo
branco na localizagdo do rV2, o
vermelho em V2 e o preto em V4.
Posteriormente, foram fixados
esparadrapos” para maior aderéncia e
uma atadura de crepe®® foi colocada ao
redor do térax do animal, na regido dos
eletrodos, para garantir maior fixagéo e
seguranga dos cabos. O aparelho foi
acondicionado em um bolso dorsal de
um colete confeccionado em tecido
resistente e em conjunto com um colar
cervical que foram utilizados durante
todo o exame, conforme sugerido por
Cavalcanti et al. (2007). Entretanto, a
utilizacdo deste colar cervical pode
inferir em estresse em coelhos,
interferindo na qualidade e resultados do
exame de Holter.

O coelho permaneceu todo o periodo do
exame em gaiola individual, o qual foi
monitorado por um tempo médio de 14
horas, anotando as atividades do animal
em diario proprio, sempre pelo mesmo
examinador. Os dados registrados no
cartdo magnético?’ foram analisados em
software especifico®® e reavaliados
cuidadosamente pelo mesmo
examinador, por se tratar de um software
desenvolvido para exames humanos. A
analise dos tracados visou o diagndstico
e quantificacdo das arritmias cardiacas.

% Missner® - Missner & Missner Ltda.
Blumenau - SC.

% polarFix® - Polar Medical IndGstria e
Comércio de Produtos Hospitalares S.A. — Maua
- SP.

%’ Flash Memory Card — 64 Mb — Cardio’s®.

2 Cardios Smart Professional CS 540 —
Cardio’s®.
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Os exames ecocardiograficos®® foram
realizados no tempo zero, para descartar
quaisquer alteragbes cardiacas, e no
oitavo dia ap6s administracdo do extrato

para avaliagdo da fungdo motora
cardiaca. Todos o0s procedimentos
ecocardiogréficos foram  executados

conforme descrito por Fontes-Souza et
al. (2008) para coelhos, que seguiram as
recomendacOes da Sociedade Americana
de Ecocardiografia. O animal foi
posicionado em  decubito lateral,
utilizando-se as regides paraesternais
direita e esquerda, do terceiro ao sexto
espagos  intercostais, sendo  este
posicionamento utilizado nas pesquisas
com esta espécie (Thomas et al., 1993,
Pennock et al., 1997; Gan et al., 2000;
Fontes-Souza et al., 2008).

A regido foi previamente tricotomizada,
utilizando-se gel condutor® para a
realizacdo do exame de ecocardiografia.
Avaliaram-se os modos bidimensional e
M, segundo Stypmann et al. (2007),
realizando trés mensuragbes de cada
varidvel e utilizando o valor de suas
médias (Stypmann et al., 2007; Silva et
al., 2008a). Foram mensurados o0s
pardmetros para avaliagdo dos indices de
funcdo sistolica cardiaca: fracdo de
ejecdo (FE) e de encurtamento sistolico
do ventriculo esquerdo (%AD) e a
frequéncia cardiaca (FC) do animal. A
fracdo de ejecdo foi obtida segundo a
equacdo de Teichholz, que fornece uma
boa correlagio com as mensuragdes
invasivas do débito cardiaco (Boon,
1998).

No 11° dia, decidiu-se triplicar a dose
oferecida ao animal, fornecendo o
extrato as 8:00, 12:00 e 15:00h e
realizando o Ultimo ECG uma hora apés
essa Ultima administracdo. Por causa dos
resultados obtidos no ECG, decidiu-se

2 Esaote® Modelo Caris Plus- transdutor
setorial multifrequencial de 5,0/7,5 MHz

% Gel condutor para eletro e ecocardiografia
Mercur®.

pela eutanasia do coelho no 12° dia apds
0 inicio da administracdo do extrato
solivel em 4gua de M. rigida. O animal
recebeu 4mg/kg de cloridrato de
xilazina® intravenoso (V) e, ap6s cinco
minutos, foi administrado 90mg/kg de
tiopental sédico® IV, protocolo este
preconizado pelo CETEA - UFMG.
Mediante certificagdo de 6bito, o coelho
foi encaminhado ao setor de Patologia da
UFMG.

Apos analise macroscopica do animal, o
coracdo, pulmdes, figado e rins foram
seccionados, fixados em formol neutro
tamponado a 10%°. Posteriormente,
foram desidratados em solugbes de
concentracio  de  4lcool etilico®
crescente, diafanizados em xilol® e
incluidos em parafina histolégica®
(Prophet, 1992). Cortes histologicos de
4um*’ foram desparafinizados em xilol,
hidratados em concentragdes
decrescentes de alcool etilico, corados
com solugdes de hematoxilina® e
eosina® e desidratados  em
concentragdes crescentes de lcool
etilico. As laminulas foram fixadas nas
laminas com bélsamo do Canadé™ e
apds secagem, procedeu-se a anlise
morfoldgica do material, em
microscopio 6ptico com ocular de 10x e
objetivas de 10, 20 e 40x.

*1 Virbaxyl 2%, frasco com 10 mL — Virbac®.
% Tiopental sédico 1 g - Cristalia Produtos
Quimicos Farmacéuticos — Sdo Paulo — SP.

% Formol estabilizado - Indalabor — Indaia
Laboratdrio Farmacéutico Ltda — Dores do
Indaia - Brasil.

% Alcool Etilico 95% P.A. - ACS; PM: 46,07 —
Quimex - Industria brasileira.

% Xilol P.A. - ACS; PM: 106,17. Dindmica®
Reagentes Analiticos — Indistria brasileira.

% parafina Histoldgica Synth (56°-58°C) —
Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda —
Diadema - SP - Brasil.

¥ Micrometro Hyrax M15 — no. Série 46504 -
Zeiss - Alemanha.

% Hematoxilina — Merck, Darmstadit.

% Eosina — Merck, Darmstadt.

“ Synth 100ml — Labsynth Produtos para
Laboratério LTDA. Diadema — SP.
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A administracdo do extrato soluvel em
agua de M. rigida na dose de 8,4g/kg de

MS ndo produziu nenhuma alteragdo
clinica durante os 11 dias avaliados.

Tabela 1 — Valores hematoldgicos do coelho n°1, antes e apds administracéo de extrato solGvel
em agua de M. rigida em diferentes tempos.

Tempo  Eritrcitos Leucocitos HGB — HCT PT VGM  HGM  CHGM
(dias)  (x10%ul) (x10%ul) (g/d) (%)  (g/dl) (f) (pg) (g/dl)
0 6,28 8,5 11,3 34 6,6 54,14 17,99 33,23
3 5,84 9,7 11,2 38 6,4 65,06 19,17 29,47
5 6,06 10,4 11,4 36 6,8 59,40 18,81 31,66
7 5,68 10,7 10,6 34 6,4 59,86 18,66 31,17
9 5,85 10,6 10,6 34 6,4 58,12 18,12 31,17
11 5,63 10,4 10,4 34 6,2 60,39 18,47 30,58

HGB — hemoglobina; HCT — hematdcrito; PT — proteinas totais; VGM — volume globular médio; HGM —
hemoglobina globular média; CHGM - concentracdo de hemoglobina globular média.

Os valores do eritrograma e 0 nimero
total de leucdcitos (Tabela 1)
mantiveram-se dentro dos valores de
referéncia estimados por Quesenberry
(1994). Entretanto, segundo Jain (1993)
houve aumento no nimero de leucdcitos,

a partir do terceiro dia. No nono e 11°
dia, foram observados o0s maiores
valores percentuais e absolutos de
heterofilos e os menores valores de
linfocitos (Tabela 2).

Tabela 2 - Diferencial leucocitario (relativo e absoluto) do coelho n°1 antes e apds
administracdo de extrato solivel em agua de M. rigida em diferentes tempos.

Tempo Heterofilos Linfocitos Eosinodfilos Mondcitos Basdfilos
(dias) % (x10%ul) % (x10%ul) % (x10%ul) % (x10%ul) % (x10%pul)
0 30 2550 61 518 3 255 6 510 0 0
3 28 3686 67 6499 O 0 2 194 3 291
5 26 2704 66 6864 1 97 6 624 1 104
7 29 3103 70 7490 O 0 0 0 1 107
9 35 3710 53 5618 2 212 5 530 1 106
11 38 3952 57 5928 1 104 2 208 2 208

Os valores de ALT aumentaram trés dias
apds a administragdo do extrato de M.
rigida e se mantiveram altos até o 11°
dia, ficando acima dos valores de
referéncia propostos por Mader (1997).
Os valores de AST também
apresentaram aumento no terceiro dia,
ficando acima dos limites propostos por
Mader (1997) e Kaneko et al. (2208).
Houve oscilagdo da AST e nos dias 5 e
11, os valores também ultrapassaram o
limite mé&ximo (47 UJ/l) proposto por
Kaneko et al. (2008) nos dias 5 e 11.

Estes resultados indicam uma discreta
lesdo hepética ou uma inducdo dos
microssomais hepaticos, sem lesdo dos
ductos biliares, ja que a FA ndo se
alterou (Tabela 3).

N&o houve aumento sérico de LDH, e os
maiores valores de CK total e da fracdo
MB foram observados no 11° dia.
Todavia, 0 aumento na porcentagem de
CK-MB (72,54%) que ocorreu no quinto
dia (Tabela 3) foi considerado
significativo, apesar de a troponina ser
negativa.



Tabela 3 — Enzimas hepéticas e musculares do coelho n°1 antes e apds administracdo de extrato
soltvel em agua de M. rigida em diferentes tempos.

Tempo ALT  AST FA LDH CK CK-MB CK-MB/CK Troponina

(dias) um oL U (1) (1) (%)
0 68 44 38 66 1.465,9 620,9 42,36 Negativo
3 150 114 41 57 747,0 143,3 19,18 Negativo
5 125 63 29 85 998,7 724,5 72,54 Negativo
7 92 38 25 37 1.143,.2 176,5 15,44 Negativo
9 84 34 36 35 2.940,1 337,6 11,48 Negativo
11 103 67 44 99 24440  1.067,7 43,69 Negativo

ALT - alanina aminotransferase; AST — aspartato aminotransferase; FA — fosfatase alcalina; LDH —
lactato desidrogenase; CK — creatinina quinase; CK-MB - fracdo miocardica da CK; CK-MB/CK -
porcentagem da CK-MB.

Os valores de uréia, creatinina, célcio e
fosforo ndo apresentaram alteracOes
significativas. Ocorreu hipomagnesemia

nos dias 5 e 7 e hipocalemia no dia 11
(Tabela 4).

Tabela 4 — Uréia, creatinina, célcio (Ca*”, magnésio (Mg*", cloro (CI), fésforo e potassio
séricos do coelho n°1 antes e apds administracdo de extrato sollvel em agua de M. rigida em
diferentes tempos.

Tempo Uréia Creatinina  Ca™ Mg* Cl- Fosforo  Potassio
(dias) (mg/dl)  (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mEqg/l) (mg/dl)  (mmol/l)
0 24 0,6 10,0 0,9 93 3,3 3,53
3 32 14 12,3 2,4 107 4.4 4,14
5 23 0,8 12,5 1,3 102 4,2 3,58
7 27 1,2 12,5 11 103 4,2 4,08
9 27 1,2 13,4 2,1 101 3,9 3,78
11 32 0,9 12,4 2,0 98 4,3 3,06

O exame de Holter realizado no quinto
dia de administracdo do extrato solivel
de M. rigida ndo relevou alteracbes de
ritmo, assim como os eletrocardiogramas
seriados realizados até o nono dia. Os
indices funcionais do VE também néo
apresentaram alteracdo apds oito dias de
administracdo do extrato soldvel em

agua de M. rigida. Apos triplicar a dose,
0 ECG apresentou contracdes
ventriculares  prematuras  unifocais
(VPC’s) de origem no ventriculo
esquerdo (Figura 5), que podem ter
ocorrido em resposta ao estimulo de
despolarizacdo precoce pelo aumento
abrupto na dose administrada.

Tabela 5 - indices funcionais sistélicos do ventriculo esquerdo do coelho n°1, antes e oito dias
apos a administracdo de extrato sollvel em agua de M. rigida.

Tempo FC
(dias) (bpm)

0 217

8 188

FE %AD
(%) (%)
78 43
77 42

FC - frequéncia cardiaca; FE — fracdo de ejecdo sistolica do ventriculo esquerdo; %AD — porcentagem de

encurtamento sistdlico do ventriculo esquerdo.



Figura 5 — Eletrocardiogramas do coelho n°1. A - ECG demonstrando um complexo ventricular
prematuro (VPC) (seta laranja). B — ECG do mesmo coelho com mais um VPC. Observar que os VPC’s
sdo monomorficos (ou unifocais) e a presenca da pausa compensatoria (DI, 50mm/s, 2N).

Né&o foram observadas alteracfes dignas
de nota na macro e microscopia.

resultados,
decidiu-se

Apbés a analise dos
especialmente de ECG,

3.1.3 Experimento piloto 2
Material e Métodos

Um segundo coelho (n°2), NZ macho,
com seis meses de idade e 3,3kg recebeu
diariamente, durante nove dias
consecutivos, apos jejum alimentar de 30
minutos, 12ml de extrato soluvel
(divididos em duas administragBes, as
08:30 e 14:30 horas), correspondendo a
uma dose diaria de 30g/kg de MS de M.
rigida.

A avaliacdo clinica e do perfil
sanguineo, a eutanasia e 0S exames
anatomopatoldgicos foram realizados
com a mesma metodologia utilizada para
o coelho n°1, descrita anteriormente.

utilizar uma dose maior (30g/kg de MS
de M. rigida), proxima & dose
administrada no 11° dia para o coelho n°
1, para um segundo animal.

Os exames de ECG e ecocardiograficos*
também foram realizados com a mesma
metodologia, exceto pelos tempos, no
qual foi realizado mais um ECG no
11°ia e o ecocardiograma que foi
realizado no nono dia.

“! EcoDopplercardidgrafo HP Sonos 100 CF —
Hewlett Packard — transdutor 2,5 a 7,5 MHz.
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Tabela 6 — Valores hematoldgicos do coelho n°2 antes e apds administracdo de extrato sollvel

em agua de M. rigida em diferentes tempos.

Tempo Eritrocitos Leucocitos HGB HCT PT VGM HGM CHGM

(dias)  (x10%ul)  (x10%ul)  (g/dI) (%) (g/dl) (f) (p9) (grdl)
0 7,13 8,81 13,1 39 6,2 53 18,4 37,7
3 7,89 6,55 14,7 40 6,4 52 18,6 35,6
5 6,46 7,25 11,7 36 6,0 52 18,2 35,0
7 6,25 8,61 11,6 36 6,0 53 18,6 35,1
9 5,28 9,20 10,2 32 58 60 19,2 31,9
11 5,20 10,80 9,80 31 5,2 59 18,8 32,3

HGB — hemoglobina; HCT — hematdcrito; PT — proteinas totais; VGM — volume globular médio; HGM —
hemoglobina globular média; CHGM - concentracd de hemoglobina globular média.

Clinicamente, o coelho n°2 apresentou
polidria acentuada, que se iniciou no
terceiro dia de administracdo dos
extratos e anorexia, a partir do quinto
dia, que perduraram por todo o
experimento. No final do periodo
experimental (11 dias), o animal havia
perdido 8,5% de sua massa corporal
(2,8kg).

Os valores de eritrocitos, hemoglobina e
hematdcrito diminuiram gradativamente
do quinto ao 11° dia (Tabela 6) apos
administragdo dos extratos de M. rigida,
e essas variaveis, exceto os eritrocitos,
apresentaram valores abaixo dos limites
proposto por Jain (1993). No 11° dia, 0
eritrograma apresentou uma diminuicéo
acentuada ficando também, abaixo do
limite estabelecido por Quesenberry
(1994). Neste tempo (11° dia), o animal
apresentou uma anemia normocitica

normocrémica, acompanhada da
diminuicéo da proteina total.
Provavelmente, a diminuicdo do

eritrograma seja decorrente do sequestro
de eritrocitos realizado pelo bago,
conforme relatado por Melo (1998)
quando intoxicou caprinos com a
Tetrapterys multiglandulosa, planta da
mesma familia da M. rigida.

Segundo Campbell (2004) e Jain (1993)
houve leucocitose apenas 11° dia apds
administragdo de M. rigida (Tabela 6). O
diferencial  leucocitario  manteve-se
dentro dos valores de referéncia (Tabela
7), porém a relacdo H:L alterou-se no
terceiro e quinto dias, decorrente do
aumento do numero relativo dos
heterofilos e diminuicdo do nimero de
linfocitos, conforme Campbell (2004),
quando comparados com o0s valores
basais

Tabela 7 - Diferencial leucocitario (relativo e absoluto) do coelho n°2 antes e apds
administracdo de extrato solvel em agua de M. rigida em diferentes tempos.

Tempo Heterofilos Linfocitos Eosinofilos Monacitos Basofilos

(dias) 9% (x10%ul) %  (x10%ul) % (x10%ul) %  (x10%ul) % (x10%/ul)
0 26 2291 74 6.519 0 0 0 0 0 0

3 47 3.079 49 3.210 0 0 1 66 3 197

5 43 3.118 52 3.770 2 145 2 145 1 73

7 33 2.841 65 5.597 0 0 2 172 0 0

9 30 2.760 62 5.704 3 276 1 92 4 368

11 29 3.132 58 6.264 3 324 0 0 2 216




Os valores de ALT aumentaram em
relagdo ao tempo zero no terceiro
(aumento de 67%), nono (aumento de
88%) e 11° (aumento de 121%) dias apods
administragdo do extrato de M. rigida
(Tabela 7), porém sem ultrapasar 0s
limites de normalidade propostos por
Mader (1997) e Kaneko et al. (2008).
AST e FA (Tabela 7) ndo alteraram
durante todo o periodo de avaliacdo.
Percebe-se com esses resultados, uma
diferenca do coelho n°1 em relagdo ao
coelho n°2. Como o coelho n°1
apresentou, em alguns momentos,
valores de ALT e AST acima dos
limites, era de se esperar que o coelho
n°2 apresentasse valores ainda maiores,
em virtude da dose administrada, o que
nao ocorreu.

Houve um aumento de 205,9% da
enzima LDH trés dias ap6s a
administragdo do extrato de M. rigida
(Tabela 8) quando comparado com 0s
valores basais (tempo zero). Todavia, 0

valor observado de 104U/l né&o
ultrapassou os limites superiores de
139U/l e 123U/l propostos por Mader
(1997) e Kaneko et al. (2008),
respectivamente.

A CK total apresentou um acentuado
aumento nos terceiro, sétimo, nono e 11°
dias. Segundo Kramer e Hoffmann
(1997), CK e LDH por serem citosolicas
e de tamanho pequeno, conseguem
ultrapassar a membrana celular, mesmo
que ndo exista um dano tecidual grande.
Constatou-se aumento da porcentagem
de CK-MB a partir do terceiro dia
(82,9% UI/l), sendo que seu valor
méaximo chegou a 90,8% no quinto dia
(Tabela 8), resultado este também
observado no coelho n°1, que no quinto
dia ap6s a administracdo do extrato da
M. rigida apresentou o maior valor
percentual da fragdo MB. Ressalta-se
que em humanos o percentual da MB
constitui 20 a 30% da CK total
(Camarozano e Henriques, 1996).

Tabela 8 — Enzimas hepaticas e musculares do coelho n°2, antes e ap6s administracdo de
extrato solivel em agua de M. rigida em diferentes tempos.

Tempo ALT AST FA  LDH CK CK-MB CK/CK-MB  Troponina
(dias) —(U/I)y (UM LNy LN n wn (%)
0 24 73 28,5 34 149,4 74,5 49,9 Negativo
3 40 62 10,5 104 1.3528 1.122,0 82,9 Negativo
5 21 46 20,0 56 278,2 252,6 90,8 Negativo
7 23 44 21,0 42 1.0458 914,7 87,5 Negativo
9 45 53 18,0 88  1.084,6 837,0 77,2 Negativo
11 53 40 13,5 95 18357 1.1819 64,4 Negativo

ALT - alanina aminotransferase; AST — aspartato aminotransferase; FA — fosfatase alcalina; LDH —
lactato desidrogenase; CK — creatinina quinase; CK-MB - fracdo miocardica da CK; CK-MB/CK -

porcentagem da CK-MB.

Né&o houve alteracdo dos valores de uréia
apds administracdo dos extratos de M.
rigida segundo Mader (1997) (13 a
29U/), excetuando-se os valores do
tempo zero e nono dia que apresentaram
discretamente acima. Provavelmente, 0s
valores observados sofreram influéncia

nutricional, reforcados pela auséncia de
alteragdes nos valores de creatinina
(Tabela 8).

N&o houve alteracdo dos valores de
eletrélitos (Ca®* Mg** CI', K* e fésforo)
segundo os valores de referéncia (Tab.9).



Tabela 9 — Uréia, creatinina, célcio (Ca*”, magnésio (Mg®", cloro (CI), fésforo e potassio
séricos do coelho n°2 antes e apds administracdo de extrato solGvel em agua de M. rigida em
diferentes tempos.

Tempo Uréia Creatinina Ca** Mg cl Fosforo Potassio
(dias) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)  (mg/dl)  (mEg/l) (mg/dl) (mmol/l)
0 31 0,9 13,4 2,4 106 3,4 5,32
2 24 0,9 13,4 3,2 101 4,3 5,42
3 21 0,9 12,0 2,9 102 4,5 4,11
5 27 0,8 11,8 2,3 101 4,3 5,93
7 28 1,3 11,9 2,6 102 4,5 4,87
9 30 1,0 12,3 2,8 101 4,8 4,78
11 23 18 12,3 2,4 102 4,4 4,35
Ndo foram observadas alteragOes 230bpm) no nono dia (Tabela 10). A
eletrocardiogréaficas  (convencional e necropsia, foram encontradas sufusdes
Holter) dignas de nota. Houve pulmonares, que pode ter sido decorrente

diminuicéo da FE (86,0 para 50,7%) e da
%AD (51,3 para 23,3%) e aumento da

do método de eutandsia utilizado e
dilatacdo cardiaca.

frequéncia cardiaca (FC) (184 para

Tabela 10 — Parametros ecocardiograficos do ventriculo esquerdo do coelho n°2, antes e nove
dias ap0s a administracdo de extrato sollvel em agua de M. rigida.

Tempo FC %AD FE Sivd  DVEs DVEd PPVEd

(dias) __(bpm) (%) (%) (cm) (cm) (cm) (cm)
0 184 86 51 0.2 0615 1,265 0,255
9 230 51 23 0.2 122 1593 0,236

FC - frequéncia cardiaca; FE — fracdo de ejecdo sistolica do ventriculo esquerdo; %AD — porcentagem de
encurtamento sistélico do ventriculo esquerdo; SIVd — espessura do septo interventricular na sistole;
DVEs - diametro do ventriculo esquerdo na sistole; DVEd — diametro do ventriculo esquerdo na sistole;
PPVEd - espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo na distole.

Como a dose de 30g/kg de MS de funcdo ventricular sist6lica cardiaca, esta
Mascagnia rigida foi capaz de causar foi escolhida para o experimento
aumento da CK total, CKMB, da principal.

proporcéo de CK-MB e diminuicdo da
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3.2 EXPERIMENTO PRINCIPAL
3.2.1 Preparo fitoquimico dos extratos

Para obtencdo dos extratos, 12kg de
folhas maduras de M. rigida foram
colhidas em julho de 2009 e processadas
conforme descrito no item 3.1.2
(Material e Métodos). Neste periodo, a
temperatura maxima média foi de 23°C e
minima média de 17°C, a umidade
relativa do ar por volta de 63% e
precipitacdo total de chuva foi de 13 mm
(site Zoover©, 2009). O local tem como
caracteristica o clima tropical de altitude,
com altitude média de 858 metros (site
SuaPesquisa©, 2009).

As duas fases (solavel e insolivel em
agua) (Figura 6) foram utilizadas para a
confeccdo dos extratos. Estas fases
foram separadas, formando os dois tipos
de extratos: o extrato solivel em agua foi
submetido a filtracdo a vacuo em papel
filtro* e o0 extrato insol(vel em 4gua foi
novamente peneirado. O processamento
do material continuou seguindo a
metodologia (Material e Métodos) do
experimento piloto um (item 3.1.2).

& - v

Figura 6 — Extrato aquoso de M. rigida,
demonstrando as fragbes solavel (superior,
amarronzada) e insoltvel (inferior, esverdeada)
em agua.

“2 papel Filtro Qualy - J. Prolab. Comercio de
Produtos Laboratoriais - PR/Brasil. Raio 6¢cm,
espessura 205um, poros 14um.

As concentracdes finais corresponderam
a 4,42g/ml de MS da fragdo solivel e
2,71g/ml de MS da fragdo insolavel de
M. rigida, com pH final de 5,54.

Previamente ao resfriamento  dos
extratos sollvel e insoluvel em 4agua,
foram coletadas amostras para a analise
cromatografica  (Iml). A  andlise
cromatografica dos extratos foi realizada
em condicBes isocraticas, em sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC)* em coluna ODS Hypersil* de
250 x 4,6mm ¢ S5um®.

As condicBes cromatograficas utilizadas
foram: fluxo 1,0ml/minuto;
comprimento de onda UV de 210 e
254nm; fase mdvel utilizada: solugdo de
metanol e &cido fosférico 0,5% em agua
e gradiente de 0 a 100% de metanol em
30 minutos.

3.2.2 Animais e Local

Coelhos NZ branco foram obtidos da
Fazenda Experimental da UFMG -
Fazenda Igarapé (lgarapé-MG) com
cerca de dois meses de idade, pesando
em média 2,0kg. Os animais foram
desverminados® e alojados em gaiolas
metalicas  individuais ~ 90x90x40cm,
respeitando um periodo de quarentena
para adaptacdo e ganho de peso em baia
prépria na Escola de Veterinaria da
UFMG, recebendo 4&gua e ragdo
comercial para coelhos*’ ad libitum.
Todos os animais foram manejados

* Cromatdgrafo a Liquido Shimadzu Série 20A
— Shimadzu do Brasil.

“ ODS Hypersil® - Thermo Hypersil-Keystone -
Bellefonte, PA United States.

* SUPELCO® - Sigma-Aldrich - St. Louis, Ml
United States.

“ Ivermectina Mectimax 1% - Agener Unido
Salde Animal — Brasil.

4" Nature Multivita - Socil Evialis®
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segundo as normas e recomendagoes do
Comité de Etica em Experimentacdo
Animal da UFMG.

Apl6s constatacdo de salubridade por
meio de exames de eletrocardiografia,
ecoDopplercardiografia, Holter e perfil
saguineo, nove coelhos com idade média
de 5,6 meses e peso médio de 3,54kg
foram distribuidos aleatoriamente em
trés grupos experimentais (n=3) que
receberam: &gua como placebo, grupo
controle (GC) e extratos equivalentes a
30g/kg de MS de M. rigida: soltuvel em
agua (GS) e insoluvel em agua (Gl).

Diariamente,  durante  oito  dias
consecutivos e apos jejum alimentar de
30 minutos, foram administrados por via
nasoesofagica®® (Figura 7), cerca de
30ml de &gua ultra-pura para 0 grupo
controle (GC), 26ml de extrato soluvel
em agua ultra-pura de M. rigida (GS) e
36ml de extrato insolivel em agua ultra-
pura (GlI). Os volumes foram divididos
em duas administragdes diarias as 08:30
e 14:30 horas.

Os volumes dos extratos, solavel e
insoltvel, foram calculados a partir das
concentragbes descritas anteriormente
(3.2.1 Preparo fitoquimico dos extratos).
Estes volumes foram diferentes entre si
pela dificuldade em concentrar mais o
extrato insoltvel em &gua, que continha
muito material denso.

Figura 7 — Introducéo da sonda via
nasoesofagica em coelho.

*Sonda uretral n. 6 em PVC — Markmed®.

3.2.3 Sedacéo

Para minimizar efeito de estresse sob a
freqliéncia cardiaca (FC) e permitir a
realizacéo de exames de
eletrocardiografia (ECG),
eletrocardiografia continua (Holter) e
ecoDopplercardiografia, 0s coelhos
receberam conten¢do quimica sedativo-
anestésica, determinada no experimento-
piloto.

Os animais foram previamente sedados
(10 minutos) para a realizagdo dos
exames com 1mg/kg de maleato de
midazolam*® IM (Flecknell et al., 2007).
Para os exames de ECG e
ecoDopplercardiografia, o0s  coelhos
tiveram os seus olhos vendados e foram
colocados em ambiente tranqlilo e
escuro para maior tranquilizacdo. Os
animais sempre foram manipulados pela
mesma pessoa, para minimizar o
estresse. Salienta-se que a sedacdo dos
animais foi realizada sempre apds a
coleta de sangue.

3.2.4 Exames Clinicos e Laboratoriais
Avaliacéo Clinica

Os animais foram observados durante
seis horas consecutivas apos
administragdo dos extratos, durante todo
0 periodo experimental, pelo mesmo
avaliador.

Exames hematol6gicos e bioquimicos

As amostras de sangue (4,0ml) foram
coletadas sempre no mesmo horéario
(07:30 horas), na veia marginal da
orelha, por meio de contencdo fisica,
antes (tempo zero), e apés a
administragdo dos extratos nos dias 3
(T1),5(T2),7 (T3) e 9 (T4).

“ Dormire® - Midazolam 15mg (5mg/ml) —
Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos —
Séo Paulo - SP

64



Os exames hematolégicos foram
realizados conforme descrito
anteriormente, no item 3.1.2 do
experimento piloto 1 (Material e

Métodos).

O sangue com anticoagulante (EDTA)
foi centrifugado a 3.000rpm por 10
minutos para obtencdo do plasma, que
foi utilizado para determinagdo da
concentragdo de potassio (K'), da
proteina total e das proteinas
fracionadas. O potassio (K") foi dosado
por método colorimétrico por meio de
leitura em espectrofotometro®®.  Os
valores de proteinas plasmaticas totais
foram obtidos por refratometria®. O
fracionamento  das  proteinas  foi
realizado por eletroforese utilizando
cuba eletroforética® horizontal com fitas
de acetato de celulose em tampéo
Veronal®®, coradas com Ponceau 0,1%>*
e analisadas em software® especifico
para determinar os valores percentuais e
absolutos de albumina e globulinas (a, 3
e v), segundo técnica descrita por Naoum
(1990).

Os exames sorologicos (CK, CK-MB,
AST, ALT, FA, LDH, célcio, fésforo,
magnésio, cloretos, uréia, creatinina,
glicose e troponina | cardiaca) também
foram realizados conforme descrito
anteriormente (item 3.1.2 — Experimento
piloto 1 — Material e Métodos).

%0 Espectrofotdmetro EF1 - Metronic
Instrumentos Cientificos Ltda; 110v.

5! Refratdmetro Ningbo Utech International CO.
LTD.

%2 Cuba Fonte para eletroforese ARGOS 12 -
Techow Instrumentos Cientificos Ltda — Séo
Paulo- Brasil.

%3 Tampéo Veronal — 4cido acetilbarbitrico -
obtido na Faculdade de Farmacia da UFMG e
barbiturato de sédio.

% Ponceau S PM=760,58. VETEC Quimica fina
LTDA. Duque de Caixias — RJ.

% Sistema para Eletroforese - SE-250 - CELM -
Cia Equipadora de Laboratdrios Modernos —
Barueri — SP.

Eletrocardiografia

Os exames eletrocardiograficos foram
realizados no tempo zero, previamente
antes da administracdo dos extratos e
uma hora apds a administracdo dos
extratos nos dias 3 (T1), 5 (T2) e 7 (T3),
com o0s animais previamente sedados
com 1mg/kg de maleato de midazolam
IM.

O exame eletrocardiogréafico seguiu a
metodologia descrita no experimento
piloto 1 (item 3.1.2 — Material e
Métodos).

Ha diferencas na duracdo do intervalo
QT entre as derivacOes
eletrocardiogréficas; este fendmeno é
definido como disperséo da
repolarizacdo (Malik e Batchvarov,
2000). Para excluir o efeito da disperséo
da repolarizagdo, o intervalo QT foi
mensurado na mesma derivagdo durante
todo o experimento (Farkas et al., 2004).
A derivacdo escolhida foi a derivagdo
bipolar 1 pela melhor estabilizagdo e
visibilizacdo das ondas
eletrocardiogréficas. O intervalo QT foi
mensurado do inicio do complexo QRS
até o final da onda T, definido pelo
retorno a linha de base (linha isoelétrica)
no segmento TP (Arini et al., 2000),
seguindo o método descrito por Farkas et
al. (2004). Os valores dos intervalos
eletrocardiogréaficos foram obtidos pela
média da mensuracdo de trés intervalos
consecutivos em uma Unica derivacao,
na qual o final do intervalo QT foi
claramente observado (Mazur et al.,
1999).
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Figura 8 — Eletrocardiografia computadorizada feita em um coelho do grupo controle. Observar as ondas

P, Re T, complexo QRS e intervalos PR e QT (DI, 50mm/s, 2N).

A correcdo do intervalo QT pela
variagdo da freqliéncia cardiaca, uma vez
que a frequéncia cardiaca contribui
inversamente com o intervalo QT, foi
realizada através da formula de Carlsson
(QTcC) (Carlsson et al, 1993),
frequentemente utilizada em pesquisas
envolvendo avaliacao eletrocardiogréafica

Eletrocardiografia continua (Holter)

de coelhos (Carlsson et al, 1993; Mazur
et al., 1999; Anderson et al., 2000;
Gbadebo et al., 2002; Wang et al., 2008).
Além disso, foi utilizada a férmula de
Fridericia (QTcF) (Fridericia, 1920) de
corregdo de QT por ser uma formula
bastante usada em medicina veterinaria

(Lago et al., 2009).
QTcC = QT-0,175(RR-300)
Férmula de Carlsson
QTcF= QT3 RR
Férmula de Fridericia
A realizacdo exame (Figura 9A)

Os exames de Holter foram realizados
no tempo zero, previamente &
administragéo dos extratos e no nono dia
(T4) apds o inicio da administragdo dos
extratos. Apenas um animal de cada
grupo foi submetido ao exame de Holter,
pela limitac&o de equipamento.

procedeu-se conforme descrito no item
3.1.2 (Experimento piloto 1 — Material e
Métodos).



Figura 9 — Exame de Holter em coelho. A - Eletrodos para o exame de Holter fixados na pele do coelho.
Notar o uso do colar cervical (setas pretas). B - Prote¢do dos eletrodos e cabos com atadura crepom. C -
Aparelho de Holter (Cardios®) acondicionado em bolsa externa dorsal para realizacdo do exame. D -
Aparelho de Holter ja posicionado e acionado — exame em execuc&o.

EcoDopplercardiografia

Os exames ecoDopplercardiograficos™
foram realizados no tempo zero, para
descartar  animais  portadores  de
quaisquer  alteragcbes  cardiacas e
obtencdo dos valores basais, e no nono
dia ap6s administracdo dos extratos para
avaliacdo da fungdo motora cardiaca.

Todos 0S procedimentos
ecoDopplercardiograficos foram
realizados conforme descrito no item
3.1.2 (Experimento piloto 1 — Material e
Métodos).

Os animais foram posicionados em
decubito lateral (Figura 10) para
avaliacdo dos modos bidimensional, M,

56 EcoDopplercardiografo HP Sonos 100 CF -
Hewlett Packard — transdutor 2,5 a 7,5 MHz.

Doppler pulsado e por mapeamento de
fluxo de cores, em método descrito
segundo Fontes-Souza et al. (2008),
realizando trés mensuracfes de cada
variavel, utilizando o valor de suas
médias (Silva et al., 2008a).

Os volumes ventriculares esquerdos na
sistole e diastole e a fracdo de ejecdo
foram obtidos segundo a equagdo de
Teichholz, que fornece uma boa
correlagdo com as  mensuracgoes
invasivas do débito cardiaco (Boon,
1998). No modo Doppler pulsado foram
avaliadas as velocidades maximas dos
fluxos mitral e adrtico.
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Figura 10 — EcoDopplercardiografia em coelho.
A - Coelho posicionado para realizagdo do
exame, ap6s ser sedado com 1mg/kg de
midazolam IM. B - Detalhe da contencdo
minima do animal.

3.2.5 Eutanasia

A eutanasia foi realizada no 11° dia apés
0 inicio da administracdo dos extratos da
Mascagnia rigida (GS e GI) ou de agua
ultra-pura (GC). Deve ser ressaltado que
0s animais receberam os extratos durante
oito dias consecutivos e no nono dia,
foram realizados o0s exames de
ecoDopplercardiografia e Holter. Os
animais receberam 4mg/kg de cloridrato
de xilazina® intravenoso (IV), e ap6s
cinco minutos, foi administrado 90mg/kg
de tiopental sédico® IV, protocolo este

%" Virbaxyl 2%, frasco com 10 mL — Virbac®.
% Tiopental sédico 1 g - Cristalia Produtos
Quimicos Farmacéuticos — Sdo Paulo — SP.

preconizado pelo CETEA - UFMG. Os
animais ndo apresentaram qualquer
manifestacdo  fisica de dor ou
desconforto durante o procedimento,
observando-se auséncia de pulso e
choque de ponta cardiaco cinco minutos
apés a infusdo. Mediante certificacdo de
Obito, os animais foram encaminhados
ao setor de Patologia da UFMG para
avaliacdo macro e microscopica.

3.2.6 Avaliacao Anatomopatoldgica

Apos analise macroscopica dos animais,
0s Orgdos submetidos a andlise
histopatolégica  (coracdo,  cérebro,
cerebelo, rins, baco, figado e pulmdes)
foram processados e avaliados conforme
descrito no item 3.1.2 (Experimento
piloto 1 — Material e Métodos).

3.2.7 Andlise Estatistica

O delineamento experimental aplicado
foi o inteiramente casualizado com
parcelas subdivididas, onde as parcelas
foram os grupos e as subparcelas, os
tempos. Para avaliacdo de normalidade e
homocedasticidade, foram utilizados o0s
testes de Lilliefors e Bartlett,
respectivamente. As variaveis que nao
apresentaram distribuicéo normal
sofreram transformacédo radicial (beta e
gamaglobulinas,  relacdo  albumina:
globulina, leucécitos, porcentagem de
mondcitos, CK, CK-MB e CK-MBJ/CK)
ou logaritmica+l (massa corporal,
proteina total, alfa-2-globulina, cloretos,
creatinina e magneésio), apresentando
normalidade em uma destas
transformagdes. Os dados referentes aos
diferentes grupos e tempos foram
colocados em tabelas e analisados pelos
programas de computador Graphpad
Instat®>° para triagem e SISVAR®®,
para andlise de varidncia (ANOVA) e
para os testes SNK (demais variaveis) e
Duncan (AST e LDH). Com o objetivo

% GraphPad Software, Inc. - Instat — USA.
% SISVAR® - UFLA - Brasil.
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de verificar o efeito dos tratamentos
sobre o0s tempos, as médias foram
comparadas por estes testes, com nivel
de significancia de 5% (P<0,05).

Os resultados das alteracdes clinicas e
ritmos cardiacos obtidos pelo Holter e
ECG, o resultado da troponina sérica,
avaliacio hematoldgica e de alguns
pardmetros  ecoDopplercardiogréficos
foram submetidos a andlise descritiva.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ANALISE CROMATOGRAFICA

As andlises cromatogréficas realizadas
por meio da HPLC forneceram perfis
cromatograficos para cada extrato em
dois comprimentos de onda distintos
(210 e 254nm). Os cromatogramas
foram sobrepostos para comparagéo dos
constituintes em cada extrato (Figuras 11
e 12). Comparando-se 0s cromatogramas
dos extratos é nitida a diferenca entre
eles. Observa-se a presenca de um
nidmero maior de compostos no extrato
solivel do que no insolivel. Esta
diferenca j& seria esperada, pois estes
compostos sollveis em 4gua sdo mais
polares do que os insolGveis e, portanto,
nas condi¢Bes cromatogréficas utilizadas

UV(x1,000,000)

(coluna de fase reversa) os componentes
polares saem primeiramente. Pode-se
notar alguns picos acima de 26 minutos,
eluidos com 100% de metanol, que
aparecem nos dois extratos. Como as
condicbes de  analise  utilizadas
beneficiam apenas o extrato solivel, o
cromatograma do extrato insoluvel ndo
correspondente ao seu perfil real, pois
contém substdncias apolares, ndo-
cromatografadas  nestas  condigdes.
Porém, pode-se concluir pelos perfis
cromatogréaficos dos dois extratos que
esses sdo quimicamente diferentes entre
Si.

4.0]
3.57
3.07

2.54

e L ey B
5.0 10.0 15.0 20.0

L B s e e e L A S B
25.0 30.0 35.0 40.0 min

Figura 11 - Cromatograma dos extratos aquosos de Mascagnia rigida realizados através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em comprimento de onda de UV de 210nm.

UV(x1,000,000)
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Figura 12 - Cromatograma dos extratos aquosos de Mascagnia rigida realizados através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em comprimento de onda de UV de 254nm.
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Melo e colaboradores (2008) realizaram
a extragdo aquosa da M. rigida,
fracionando-a em solucbes ricas em
saponinas, taninos, flavandides e
alcaloides.  Estes compostos  séo
compostos polares, todos soliveis em
agua, segundo Matos (1988). Até o
presente momento nao foram
encontrados na literatura cromatogramas
de extratos de M. rigida.

A determinacgéo de todos os constituintes
fitoquimicos de extratos botanicos é
importante para garantir a confiabilidade
e repetibilidade de pesquisas
farmacoldgicas e clinicas, para entender
suas atividades bioldgicas e possiveis
efeitos colaterais de compostos ativos e
para reforcar o controle da qualidade de
produtos vegetais (He, 2000). Outra
importancia de obter-se cromatogramas
de extratos de plantas é para a
compreensdo da atividade bioldgica e
comparar diretamente algumas amostras
para ver se ha 0s mesmos componentes
fitoquimicos em diferentes amostras
(Liang et al., 2004).

42 ALTERACOES CLINICAS E
LABORATORIAIS

4.2.1 Avaliacao clinica

Durante o periodo de observagéo,
nenhum coelho que recebeu o extrato
solivel ou o insolivel em A&gua de

Mascagnia rigida apresentou sinais
clinicos de intoxicagdo. Varios autores
(Tokarnia et al., 1961; Santos, 1975;
Paraguassu, 1983; Tokarnia et al., 1987;
Tokarnia et al., 1994; Pereira et al.,
1996; Medeiros et al., 2000; Tokarnia et
al., 2000; Medeiros et al., 2002; Lago,
2007; Cunha, 2008; Vasconcelos et al.,
2008a; Vasconcelos et al., 2008b)
observaram em seus trabalhos diversos
sinais clinicos em animais intoxicados
por M. rigida, entre eles dificuldade em
caminhar, apatia, tremores musculares,
movimentos de pedalagem,
vocalizagOes, dispnéia, decubito e morte.

A auséncia de sinais clinicos de
intoxicagéo nos  animais  deste
experimento, em contraposicdo a estes
diversos autores, pode ter ocorrido
mediante a utilizacdo de um periodo de
administragdo curto ou de realmente néo
ter conseguido chegar a uma dose que
provocasse intoxicagdo, justamente por
ter se utilizado apenas um animal na
determinagdo da dose (experimento
piloto), representando variagdo da
sensibilidade individual.

Né&o foi detectada alteracdo (P>0,05) de
massa corporal durante a administragéo
dos extratos de Mascagnia rigida entre
0s grupos e nos diferentes tempos,
conforme demonstrado na Tabela 11 e
Gréfico 1.

Tabela 11 — Massa corporal média* (kg) de coelhos apds a administracdo nasoesofagica de
agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insoltvel (GI) em agua de 30g/kg de MS de

Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Tempo (T) Massa corporal (kg)

(dias) Grupo Controle Grupo Solavel Grupo Insolavel
Tempo zero 3,63+£0,15 3,77+£0,25 3,23+0,21
T1-3dias 3,67+£0,15 3,63+£0,15 3,27+0,23
T2 -5dias 3,63+£0,21 3,63+£0,15 3,27+0,23
T3 -7 dias 3,63+£0,21 3,67+£0,15 3,23+0,29
T4 -9 dias 3,63+£0,21 3,60+0,35 3,23+0,29

CV (%) Massa corporal: 7,81

*Nao houve diferenca estatistica pela analise de variancia (P>0,05).
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Gréfico 1 - Massa corporal média (kg) de coelhos apds a administracdo nasoesofagica de agua ultra-pura
(GC), extrato soltvel (GS) e extrato insoltivel em agua (GI) de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em

diferentes tempos.

Tokarnia et al. (1961) relataram que
bovinos intoxicados experimentalmente
por M. rigida apresentaram perda de
apetite, assim como também observado
por Lago et al. (2009) em ovinos. Os
coelhos mantiveram sua massa corporal
dentro dos limites de referéncia para a
espécie  em sua faixa  etaria
(Quesenberry, 1994), o que permite
concluir que extratos de M. rigida ndo
causaram diminuicdo de consumo de
alimentos ou perda significativa de
massa corporal durante o tempo
avaliado.

4.2.2 Hemograma

A administracdo dos extratos de M.
rigida ndo alteraram os valores médios
dos eritrocitos (Tabela 12) (Grafico 2),
entretanto a concentracao de
hemoglobina diminuiu estatisticamente

(P<0,05) nos grupos que receberam os
extratos (GS e GI) (Gréfico 3): no
terceiro dia (T1) no Gl e, no quinto dia
(T2), no GS. Esta diminuicdo manteve-
se até o nono dia (T4) em ambos 0s
grupos, quando comparada com o tempo
zero. Todos esses valores médios que
foram estatisticamente diferentes ficaram
abaixo do limite minimo proposto por
Jain (1993) que € de 12,4mg/dl de
hemoglobina. Todavia, quando se
compara 0s Vvalores propostos por
Quesenberry (1994) (10,0 a 17,4mg/dl
de hemoglobina), em nenhum momento
a concentracdo de hemoglobina ficou
abaixo do limite minimo. Em relacéo ao
hematocrito, no GS e GI, houve
diminuicdo estatistica (P<0,05) (Grafico
4), a partir do quinto dia (T2),
diminuicdo esta que se manteve até o
nono dia (T4).
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Tabela 12 — Valores médios de eritrécitos* (RBC x 10° cels/ul), hemoglobina (HGB - g/dl) e
hematocrito (HCT - %) de coelhos ap6s administragdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC),
extrato soltvel (GS) e extrato insoltvel (GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em

diferentes tempos.

Tempo (T) Grupos
(dias) Grupo Controle Grupo Solavel Grupo Insolavel
Tempo zero 6,29 + 0,34 6,59 + 0,50 6,75 + 1,28
RBC T1-3dias 6,07 + 0,31 6,46 + 1,07 5,77 + 0,72
(X 10° cels/uly 12~ 5 dias 6,80 + 1,48 6,16 + 0,94 5,78 + 0,60
T3 -7dias 6,34 + 0,88 6,08 + 0,89 6,39 + 1,41
CV (%): 13,54 T4 -9dias 5,80 + 0,08 5,45+ 0,78 5,57 + 0,53
Tempo zero 12,27 +0,46® 12,93 + 0,57° 13,03+ 1,16°
gﬁﬁ) Ti-3dias 12,20+ 035" 12,97 +1.27° 11,83 + 1,14°
T2 -5dias 13,03 + 1,69° 11,77 + 0,86" 11,43 +0,86"
T3-7dias 11,93 + 0,40 11,70 + 0,87° 11,07 + 0,55°
CV(%): 8,84  T4-9dias 11,50 + 0,36" 11,00 + 0,82" 10,67 +0,81°
Tempo zero 37,00 + 1,73 38,67 + 2,52% 39,67 + 3,21°
F('(;)T T1-3dias 36,67 + 1,15° 40,67 + 2,52° 37,67 + 2,52
T2 -5dias 37,00 + 1,00 37,67 +2,52° 36,67 + 2,31
T3 -7dias 36,67 + 1,15° 36,67 + 2,08 34,67 + 1,15°
CV(%):6,16  T4-9dias 36,00 + 0,00 36,33 + 2,89" 35,67 + 2,08"

*Nao houve diferenca estatistica pela analise de variancia (P>0,05).

As médias seguidas das mesmas letras mindsculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos

(colunas), submetidas a analise de variancia e ao teste SNK (P<0,05).

(x10° Eritrocitos
cels/ul) / - Tempo
w/ (dias)
8,00 + / 80
6,00 =3
4,00 M5
2,00 o7
0,00 + : : { @9

GC GS Gl
Grupos

Gréfico 2 - Valores médios de eritrécitos (x 10° cels/pl) de coelhos apds administragdo nasoesofagica de
agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg de MS de
Mascagnia rigida em diferentes tempos.
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Grafico 3 - Valores médios de hemoglobina (g/dl) de coelhos apds administracdo nasoesofagica de a4gua
ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia

rigida em diferentes tempos.
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Grafico 4 - Valores médios do hematdcrito (%) de coelhos ap6s administragdo nasoesofégica de agua
ultra-pura (GC), extrato sollvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia

rigida em diferentes tempos.

Os indices hematimétricos (VGM, HGM
e CHGM) estdo apresentados na Tabela
13 e nos Gréficos 5 a 7, observando uma
diminuicdo significativa nos valores de
HGM entre o terceiro dia (T1) e 0 sétimo
dia (T3) no GIl. Os demais indices
hematimétricos (VGM e CHGM) ndo

apresentaram diferenca  estatistica
(P>0,05). O HGM apresentou esta
diferenca devido ao aumento do niimero
de eritrécitos e diminuicdio da
hemoglobina do sétimo em relagdo ao
terceiro dia.
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Tabela 13 — Valores médios dos indices hematimétricos: Volume Globular Médio* (VGM - fl),
Hemoglobina Globular Média (HGM - pg.) e Concentracdo de Hemoglobina Globular Média*
(CHGM - g/dl) de coelhos apds administragdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato
soltivel (GS) e extrato insoltvel (GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em
diferentes tempos.

Tempo (T) Grupos
(dias) Grupo Controle Grupo Solavel Grupo Insoltvel

Tempo zero 58,8 + 3,7 58,7+2,4 59,6 + 6,8

VGM T1-3dias 60,5+ 3,7 63,8+7,9 65,8+ 8,2
(l) T2 -5dias 55,8 +9,7 616+5,2 63,7+29

T3 -7dias 58,4 +6,1 61,1+8,2 55,7+9,4

CV(%):991 T4 -9dias 620+1,1 67,1+4,8 64,2+ 3,0
Tempo zero 195+1,28 19,7+0,78 19,5 + 2,0%

HGM T1-3dias 20,1 +0,78 20,2 £1,52 20,5+ 0,9
(pg.) T2 -5dias 19,4+1,62 19,2+152 19,8 £ 0,73;’
T3 -7dias 19,0+1,92 194+15% 17,7+28
CV(%): 711 T4 -9dias 19,8+ 0,82 20,3+ 15 19,2 +1,2%
Tempo zero 33,2+0,3 335+1,3 33,5+0,7

CHGM T1—3dias 33,3+1,0 318+1,7 338+24
(g/dl) T2—5d!as 35,2+ 3,6 31,2+0,6 31,0+0,8
T3 -7dias 325+0,7 319+20 32,4+05

CV(%):557 T4 -9dias 31,9+1,0 30,3+0,7 30,8+0,9

*Nao houve diferenca estatistica pela analise de variancia (P>0,05).
As médias seguidas das mesmas letras mindsculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos
(colunas), submetidas a analise de variancia e ao teste SNK (P<0,05).

Volume Globular Médio

(fL) Te;}n)()
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Gréfico 5 - Volume Globular Médio (fl) de coelhos apds administragdo nasoesofégica de dgua ultra-pura
(GC), extrato solivel (GS) e extrato insoltvel (GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em
diferentes tempos.
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Gréfico 6 - Hemoglobina Globular Média (pg)

de coelhos apds administragdo nasoesofagica de agua

ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia

rigida em diferentes tempos.
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Gréfico 7 - Concentragdo de Hemoglobina Globular Média (g/dl) de coelhos ap6s administracdo
nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg
de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Né&o existem relatos na literatura sobre a
acdo hemolitica ou vasculotdxica da M.
rigida, embora varios autores ja tenham
descrito a grande quantidade de
saponinas presentes nessa planta (Lago,
2007, Melo et al., 2008, Cobucci et al.,
2009a). Apesar de se conhecer a acao
toxica, hemolitica, das saponinas, 0 que
seria esperado era 0 aumento e ndo a
diminuicéo dos valores de hemoglobina.

A diminuicho dos valores de
hemoglobina e do hematdcrito podem ter
ocorrido devido ao sequiestro esplénico
ou hepatico, conforme também sugerido
por Melo (1998), quando forneceu folhas
de Tetrapterys multiglandulosa, planta
toxica que também pertencente & familia
Malpighiaceae, durante seis semanas as
cabras gestantes. A autora observou
diminuigdo dos valores de eritrocitos e

hemoglobina nas duas primeiras
semanas apos a administracdo da planta
e hipotetizou que a presenca de algumas
substancias presentes na T.
multiglandulosa poderiam ter causado
algum efeito toxico sobre a parede do
eritrocito, o que levaria a hemocaterese
sem hemoglobindria.

Santos (1975) forneceu diariamente,
durante 30 dias, 4g/kg de M. rigida,
proveniente do municipio de Pedra Azul
(MG), em diferentes estigios de
maturacdo para 12 bovinos, néo
encontrando alteragcbes no hemograma
desses animais. Entretanto, quando Melo
et al. (2005) administram extrato aquoso
da M. rigida (20g/kg) para ovelhas Santa
Inés durante trés e sete dias

76



consecutivos, foi relatada anemia

normocitica normocromica.

Melo et al. (2008) administraram
diferentes fracdes (alcal6ides, saponinas,
taninos e flavanoides) extraidas de M.
rigida para camundongos relatando
menores  valores de eritrdcitos,
hemoglobina e hematdcrito e das
proteinas totais no grupo que recebeu a
fracdo de taninos (18g/kg), o (que
resultou em hemodiluicdo. E bem
conhecido que os taninos condensados
podem se ligar as proteinas formando
um complexo (tanino condensado-
proteina) impedindo sua absorcao.

Os resultados do eritrograma
encontrados neste estudo corroboram 0s

achados de Melo (1998), Melo et al.
(2005) e Melo et al. (2008).

4.2.3 Plaquetas

Apesar de terem sido observadas
diferencas na contagem total de
plaquetas entre os tempos nos grupos
GC e GI (Tabela 14 e Grafico 8), todos
os valores médios apds a administracéo
dos extratos (GS e Gl) e de agua ultra-
pura (GC) séo estatisticamente iguais aos
valores do tempo zero (valores basais).
Houve uma diferengca (P<0,05) no GC
entre T1 e T4 e no Gl entre T1 e T3.
Esta alteracdo ndo foi clinicamente
significativa, pois os valores estdo dentro
dos limites de referéncia para a espécie
(Quesenberry, 1994).

Tabela 14 - Valores médios de plaquetas (x 10%ul) de coelhos apés administracdo
nasoesofagica de dgua ultra-pura (GC), extrato sollvel (GS) e extrato insollvel (GI) em agua de

30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Tempo (T) Plaquetas (x 10*/ul)

(dias) Grupo Controle Grupo Solavel Grupo Insolavel
Tempo zero 292,40 + 14,28% 303,81 + 33,87° 303,22 + 94,28®
T1-3dias 377,32 +54,48° 285,23 + 60,59° 279,12 + 86,70°
T2 -5dias 331,15 + 26,80% 249,63 + 55,12° 341,91 + 128,82
T3 -7 dias 357,76 + 57,87% 331,37 + 128,46° 384,42 +113,43°
T4 -9 dias 268,96 + 17,01° 277,46 + 58,93 355,91 + 50,31*

CV PLT (%): 23,82

As médias seguidas das mesmas letras mindsculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos
(colunas), submetidas a analise de variancia e ao teste SNK (P<0,05).

Plaquetas
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Gréfico 8 - Valores médios de plaquetas (x 10*/ul) de coelhos apds administracdo nasoesofagica de agua
ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia

rigida em diferentes tempos.
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Somente foi encontrado um trabalho
(Melo et al., 2008) que avaliou 0 niumero
de plaquetas na intoxicacdo por M.
rigida. ~ Os  autores  observaram
diminuicdo no nimero de plaquetas em
camundongos quando administraram
18g/kg da fragdo de taninos de M. rigida.

Salienta-se que neste estudo, as
plaquetas foram contadas pelo método
de Fonio e, por se tratar de um método
de contagem manual, existe a
possibilidade de erros.

Nos esfregacos sanguineos, observaram-
se também agregados plaquetérios (até
seis plaquetas), macroplaquetas e
ativacdo de plaquetas ap6s avaliacéo
morfolégica. As macroplaquetas e
agregados plaquetérios estavam
presentes na maioria das ldaminas e em
pequeno  numero (uma a duas

observagOes por lamina), independente
de grupo ou tempo. Ja as plaquetas
ativadas estavam presentes em um
niimero menor de animais, também
independente do grupo e do tempo
avaliado. Reagdes inflamatorias causam
alteracbes morfoldgicas nas plaquetas
(Stockham e Scott, 2002), porém neste
estudo elas foram  discretamente
observadas.

4.2.4 Leucograma

O numero de leucdcitos totais esta
representado na Tabela 15 e Grafico 9.
Somente 0 grupo que recebeu extrato
soluvel em 4gua (GS) apresentou
aumento  estatistico  (P<0,05) dos
leucdcitos no sétimo e nono dias quando
comparado com o tempo zero. Segundo
Campbell (2004), houve leucocitose
nesses tempos.

Tabela 15 — Valores médios de leucdcitos totais (WBC x 10° cels/ul) de coelhos apés
administracdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato sollvel (GS) e extrato insolUvel
(GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Tempo (T) WBC (x 10° cels/pl)

(dias) Grupo Controle Grupo Solavel Grupo Insolavel
Tempo zero 8,60 £ 1,04? 8,10 % 0,46" 9,40+ 2,172
T1-3dias 9,57 £ 1,552 8,20 +0,98" 9,70 + 2,342
T2 -5dias 9,03 £0,99? 9,80 + 1,47* 9,77 £ 1,652
T3 -7 dias 9,37 £1,04° 10,73+ 1,76° 9,60+ 1,812
T4 -9 dias 9,07 £0,85° 11,10 + 2,392 10,70 + 2,342

CV (%) WBC: 17,78

As médias seguidas das mesmas letras mindsculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos
(colunas), submetidas a analise de variancia e ao teste SNK (P<0,05).

Todavia, de acordo com Jain (1993),
houve leucocitose no GS, no quinto,
sétimo e nono dias, e no Gl em todos o0s

momentos avaliados apds administracdo
do extrato de M. rigida.
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Graéfico 9 - Leucdcitos totais (x 10° cels/ul) de coelhos apos administragio nasoesofagica de agua ultra-
pura (GC), extrato solGvel (GS) e extrato insoltvel (GI) em &gua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida

em diferentes tempos.

Os valores absolutos de linfocitos ndo
apresentaram  diferenca  estatistica
(P>0,05), embora seja observado seu
aumento progressivo ao longo do tempo
nos grupos tratados (GS e GI) (Tabela 16
e Gréfico 10).

Os valores absolutos de heter6filos
foram significativamente maiores que 0s
valores basais (P<0,05) no GS (Gréfico
11), em T1 (3 dias), T3 (7 dias) e T4 (9
dias).

Tabela 16 — Valores médios absolutos de linfocitos* e heteréfilos (x 10% cels/ul) de coelhos
apo6s administracdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato sollvel (GS) e extrato
insoltvel (G1) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Tempo (T) Grupos
(dias) Grupo Controle Grupo Solavel Grupo Insolavel

el Tempo zero 6,00 + 1,002 5,92 +0,99° 6,14 + 0,992
Linfocitos . a b a
(x 10° T1-3 d!as 6,33 £ 1,55 4,74+1,04 6,25+ 1,78
cels/ul) T2 -5dias 5,74 £ 0,502 6,65+ 0,93 6,20 £ 1,502
T3 -7 dias 6,00 £ 1,15% 6,56 + 0,65? 6,31+ 1,522
CV(%): 18,96 T4 -—9dias 5,94 +0,75° 6,81+ 1,59 6,70 + 1,862
L Tempo zero 2,12 + 0,662 1,78 +0,78° 3,00 +£ 1,462
Hemrfg;'os T1-3 dias 2,78 + 0,467 3,12 +0,19% 3,54 + 1,312
cgis/ul) T2 -5dias 2,73+0,19? 2,29 + 0,65™ 3,65+ 1,252
T3 -7 dias 2,97 £ 0,428 3,64 +135 3,23+1,312
CV(%): 32,24 T4 -9dias 2,68 +0,21° 3,41+0,82%® 3,99 +0,98?

*Nao houve diferenca estatistica pela analise de variancia (P>0,05).
Médias seguidas das mesmas minusculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos (colunas),

submetidas a andlise de variancia e ao teste SNK (P<0,05).
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Graéfico 10 - Valores absolutos médios de linfacitos (x 10° cels/ul) de coelhos ap6s administragio
nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato solGvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg

de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.
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Gréfico 11 - Valores absolutos médios de heteréfilos (x 10° cels/ul) de coelhos apds administragdo
nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg

de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Em relacdo aos valores relativos de
linfocitos e  heterofilos,  ocorreu
diminuicdo estatistica (P<0,05) de
linfocitos e aumento de heterdfilos em
T1 (3° dia) no GS (P<0,05) (Tabela 17 e
Gréficos 12 e 13).

Notou-se  diminuicdo  significativa
(P<0,05) na relacdo H:L no GS no
terceiro dia (T1), resultante do aumento

de heterdfilos e diminuicdio dos
linfocitos. Em coelhos, a proporgao H:L
e a contagem absoluta de heteréfilos
parecem ser indicadores de distUrbios
inflamatdrios e, frente a infecgdes, sdo
indices mais confiaveis que a contagem
total de leucécitos (Jain, 1993;
Campbell, 2004). Campbell (2004),
descreve a relagdo H:L em coelhos
adultos sadios de 35: 60.
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Tabela 17 - Valores relativos médios de linfécitos e heterofilos (%) e relagdo
heterdfilos:linfocitos de coelhos ap6s administracdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC),
extrato soltvel (GS) e extrato insoltvel (GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em

diferentes tempos.

Tempo (T) Grupos
(dias) Grupo Controle Grupo Solavel Grupo Insollvel
Tempo zero 69,67 + 7,092 73,00 + 11,142 65,33 + 3,512
s T1-3dias 65,67 £5,512 57,33 + 6,35° 64,00 + 3,00
Linfécitos . . b .
(%) T2-5 d!as 63,67 + 2,52 68,00+ 1,73 i 63,00 + 4,36
T3 -7 dias 63,67 + 8,862 61,67 + 6,35° 65,33 + 7,512
CV(%): 9,06 T4 -9 dias 65,67 + 2,892 61,33 + 3,06® 62,00 + 4,362
Tempo zero 24,67 + 7,512 22,00 + 9,85° 26,67 + 0,582
Hetersfilos T1-3dias 29,33 +5,132 38,67 = 7,232 32,00 + 3,612
(%) T2 -5dias 30,33 +1532 23,00 + 3,61 30,67 + 6,032
T3 -7 dias 32,00+ 5,572 33,33 +9,29% 29,67 + 6,512
CV(%): 21,23 T4 -9 dias 29,67 £ 2,312 30,67 + 2,89® 35,00 £ 1,732
Tempo zero 24,67 : 69,67° 22,00 : 73,00 26,67 : 65,33?
T1-3dias 29,33 : 65,672 38,67 : 57,332 32,00 : 64,002
H:L T2 -5dias 30,33: 63, 672 23,00 : 68,00 30,67 : 63,002
T3 -7 dias 32,00: 63,672 33,33: 61,67% 29,67 : 65,332
CV(%): 29,09 T4 -9dias 29,67 : 65,672 30,67 : 61,33% 35,00 : 62,002

Médias seguidas das mesmas minusculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos (colunas),
submetidas a andlise de variancia e ao teste SNK (P<0,05).
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Gréfico 12 - Valores relativos médios de linfocitos (%) de coelhos apds administragdo nasoesofagica de
agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg de MS de

Mascagnia rigida em diferentes tempos.
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Gréfico 13 - Valores relativos médios de heterdfilos (%) de coelhos apds administragcdo nasoesofagica de
agua ultra-pura (GC), extrato solivel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg de MS de

Mascagnia rigida em diferentes tempos.

N& foi observada a presenca de
neutréfilos  jovens  (bastonetes) na
circulacdo apo6s a intoxicacdo, indicando
que a heterofilia foi uma resposta
fisiologica, com recrutamento de células
maduras. N&o foram  observadas
respostas toxicas leucocitarias na andlise
dos esfregacos sanguineos, tais como
heterofilos toxicos, mondcitos ativados
ou hipersegmentacdo. Também néo
foram encontradas alteragdes
inflamatérias ou infecciosas & analise
anatomopatoldgica nos animais
estudados dos diferentes grupos deste
experimento que justificassem esses
resultados.

De forma diferente, Lago (2007),
estudando o efeito toxico de M. rigida,
ndo observou alteragdo nos valores da
contagem total e diferencial de
leucécitos de ovinos que receberam
20g/kg de extrato aquoso durante trés e
sete dias consecutivos.

Melo et al. (2008) relataram que as
fracOes ricas em taninos (9 e 18g/kg) e
flavandides (9g/kg) de M. rigida
diminuiram o nGmero de leucdcitos
decorrente da reducdo do nimero de
segmentados e linfécitos. Os autores
atribuiram a influéncia do estresse
cronico na diminuicdo leucocitaria, que
ocorre devido a atividade dos horménios
adrenocorticais nas condigdes de estresse
(Thrall, 2007).

Estatisticamente, ndo houve diferenca
(P>0,05) nos wvalores absolutos e
relativos de mondcitos, eosinofilos e
basofilos (Tabelas 18 e 19 e Gréficos 14
a 19), corroborando com o estudo de
Lago (2007). Entretanto, Melo et al.
(2008) observaram maiores valores de
mondcitos em  camundongos  que
receberam 27g/kg da fracdo de taninos
da M. rigida.
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Tabela 18 — Valores absolutos médios de mondcitos*, eosinéfilos* e basofilos* (x 10° cels/pl)
de coelhos apds administracdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e
extrato insoltvel (GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Tempo (T) Grupos
(dias) Grupo Controle Grupo Solavel  Grupo Insollvel
Tempo zero 0,21 +£0,20 0,24 + 0,07 0,59 + 0,35
Mondcitos T1-3dias 0,36 £ 0,22 0,16 £ 0,02 0,18 + 0,07
3 T2 -5dias 0,28 £ 0,20 0,56 £ 0,15 0,47 £0,43
(x10° cels/pl) )
T3 -7 dias 0,18 £0,19 0,28 £0,24 0,26 + 0,08
CV(%): 74,01 T4 -9dias 0,15+ 0,12 0,59+0,20 0,19+0,11
Tempo zero 0,13+0,12 0,06 + 0,10 0,03 £ 0,05
Eosinéfilos T1-3dias 0,03 £0,05 0,03 £0,05 0,12+0,21
3 T2 -5dias 0,09 + 0,09 0,06 £ 0,06 0,00+ 0,00
(x10° cels/pl) )
T3 -7dias 0,10£0,10 0,03 £0,05 0,06 + 0,06
CV(%): 115,99 T4 -9dias 0,09 +0,01 0,15+0,01 0,11 +0,02
Tempo zero 0,03 + 0,05 0,10+ 0,12 0,13+0,12
. T1-3dias 0,06 + 0,10 0,14 £ 0,06 0,08 +0,14
Basdfilos .
3 T2 -5dias 0,19+£0,25 0,23+£0,17 0,07 £ 0,06
(x10” cels/ul) )
T3 -7 dias 0,11+£0,19 0,22 £0,14 0,15+ 0,04
CV(%): 101,59 T4 -9dias 0,17 £ 0,15 0,13+£0,13 0,03+0,05
*Nao houve diferenca estatistica a andlise de variancia (P>0,05).
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Graéfico 14 - Valores absolutos médios de mondcitos (x 10° cels/ul) de coelhos apds administragio
nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg
de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.
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Graéfico 15 - Valores absolutos médios de eosindfilos (x 10° cels/ul) de coelhos apds administragio
nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg
de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.
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Gréfico 16 - Valores absolutos médios de baséfilos (x 10° cels/ul) de coelhos apés administragdo
nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg
de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.
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Tabela 19 - Valores relativos médios de eosinofilos*, mondcitos* e basofilos* (%) de coelhos
apo6s administracdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato sollvel (GS) e extrato
insoltvel (G1) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Tempo Grupos
(dias) Grupo Controle Grupo Solavel Grupo Insolavel
Tempo zero 1,67 +1,53 0,67 +1,15 0,33+ 0,58
Eosinéfilos T1-3dias 0,33+£0,58 0,33 +0,58 1,00+£1,73
(%) T2 -5 dias 1,00+ 1,00 0,67 +0,58 0,00 + 0,00
T3 -7 dias 1,00+ 1,00 0,33 +0,58 0,67 +0,58
CV(%): 109,85 T4 -9dias 1,00 £ 0,00 1,33+0,58 1,00 + 0,00
Tempo zero 2,33+ 2,08 3,00+1,00 6,00 + 2,65
Monécitos T1-3dias 4,00 £ 2,65 2,00 £ 0,00 2,00+ 1,00
(%) T2 -5dias 3,00 £ 2,00 6,00 + 2,65 5,00 £ 5,00
T3 -7 dias 2,00 £ 2,00 2,67 %252 2,67 +£0,58
CV(%): 71,65 T4 -9dias 1,67+1,15 533+£1,53 2,00+1,73
Tempo zero 0,33 +0,58 1,33+1,53 1,67 +£1,53
- T1-3dias 0,67 +1,15 1,67 £ 0,58 1,00+ 1,73
Basofilos .
(%) T2-5 d!as 2,00 £ 2,65 2,33+1,53 0,67 +0,58
T3 -7 dias 1,33+2,31 2,00+ 1,00 1,67 £ 0,58
CV(%): 99,66 T4 -9dias 2,00+1,73 1,33+1,53 0,33+0,58
*Nao houve diferenca estatistica pela analise de variancia (P>0,05).
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Gréfico 17 - Valores relativos médios de eosindfilos (%) de coelhos ap6s administragdo nasoesoféagica de
agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg de MS de
Mascagnia rigida em diferentes tempos.
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Grafico 18 - Valores relativos médios de mondcitos (%) de coelhos ap6s administragdo nasoesofégica de
agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg de MS de

Mascagnia rigida em diferentes tempos.
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Grafico 19 - Valores relativos médios de baséfilos (%) de coelhos ap6s administragdo nasoesofagica de
agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg de MS de

Mascagnia rigida em diferentes tempos.

4.2.5 Perfil protéico eletroforético

O proteinograma dos animais esta
apresentado na Tabela 20 e Gréfico 20 e
revela auséncia de diferenca estatistica
entre grupos e tempos (P>0,05)
indicando que a administracdo de
extratos de M. rigida ndo causou danos
que cursam com hipoproteinemia,
liberacdo de proteinas inflamatorias e de

resposta  antigénica. A mesma
observacao é valida para os constituintes
protéicos  fracionados através de
eletroforese: albumina, alfa-1-globulina,
alfa-2-globulina, betaglobulina e
gamaglobulina, que estdo representados
nas Tabelas 20 e 21 e ilustradas nos
Gréficos 21 e 24 a 27.
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Tabela 20 — Valores médios de proteina total*, albumina plasmatica*, globulinas plasmatica*
(g/dl) e relagdo albumina-globulina (A:G)* de coelhos apds administracdo nasoesofagica de
agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insoltvel (GI) em agua de 30g/kg de MS de

Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Tempo (T) Grupos
(dias) Grupo Controle  Grupo Solavel Grupo Insolavel
; Tempo zero 6,53+0,12 6,60 + 0,53 6,60 £ 0,20
Proteina 11 3 jias 6,40 % 0,20 6,40 + 0,35 6,33+ 0,12
plasmatica .
(g/dl) T2-5 d!as 6,40 + 0,00 6,30+ 0,10 6,53 +0,23
T3 -7dias 6,67 £ 0,23 6,20 + 0,00 6,60 £ 0,35
CV(%): 3,99 T4 -9 dias 6,33+0,12 6,20 + 0,20 6,60 + 0,40
Tempo zero 4,17 + 0,68 434+1,10 4,63+0,57
T1-3dias 4,50+ 0,32 4,41 +0,45 4,05+ 0,25
Albumina T2 _5 gjas 3,98 + 0,53 4,42 0,31 4,47 +0,28
(g/di) T3 -7 dias 4,72 + 0,40 4,33+0,10 4,58 + 0,42
CV(%): 57,05 T4-9dias 4,78 + 0,39 4,05+ 1,00 4,71+ 0,69
. Tempo zero 2,36 £ 0,72 2,26 + 1,47 1,97 +0,45
G'Obfc“”as T1-3dias 1,90+ 0,13 1,99 0,61 2,28+0,14
(g/dl) T2 -5dias 2,42 + 0,53 2,01 +0,03 2,07 +0,19
T3 -7 dias 1,95+ 0,50 1,94+0,21 2,02+0,11
CV(%): 25,56 T4 -9 dias 1,54 +0,30 2,15+0,80 1,89 £ 0,61
Tempo zero 1,91+0,75 2,70+1,81 2,49 £ 0,53
Relacio T1-3dias 2,38+0,34 243+1,12 1,78+ 0,36
AG T2 -5dias 1,75+ 0,68 2,20+0,14 2,19+0,39
T3 -7dias 2,55+0,73 2,24 +0,28 2,28+1,43
CV(%): 35,77 T4 -9 dias 3,20+ 0,88 2,21+1,39 2,83+0,11
*Nao houve diferenca estatistica pela analise de variancia (P>0,05).
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Gréfico 20 - Proteina plasmatica (g/dl) de coelhos apds administracdo nasoesofagica de agua ultra-pura
(GC), extrato soltvel (GS) e extrato insoltvel (GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em
diferentes tempos.
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Grafico 21 - Albumina plasmética (g/dl) de coelhos ap6s administragdo nasoesofagica de agua ultra-pura
(GC), extrato soltvel (GS) e extrato insoltvel (GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em

diferentes tempos.
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Grafico 22 - Valores médios de globulinas (g/dl) de coelhos apds administracdo nasoesofagica de agua
ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia

rigida em diferentes tempos.
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Grafico 23 - Relacdo albumina:globulinas de coelhos ap6s administragdo nasoesofagica de agua ultra-
pura (GC), extrato solGvel (GS) e extrato insoltvel (GI) em &gua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida

em diferentes tempos.

Lago (2007) n&o observou alteragdes em
proteinas totais, albumina e globulinas
em ovinos intoxicados com 20g/kg de
Mascagnia rigida em suspensdo aquosa
durante trés e sete dias consecutivos.
Melo et al. (2008) relataram menores

valores de proteinas totais de
camundongos que receberam, durante
sete dias consecutivos, 18g/kg e 27g/kg
do extrato de taninos de M. rigida.
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Os valores médios de proteina
plasmética encontrados neste estudo
estdo de acordo com os de Mader (1997)
(5,5 a 8,3g/dl) e Kaneko et al. (2008)
(6,14 a 6,76g/dl). Entretanto, o0s
resultados basais do perfil protéico de
todos os grupos diferiram dos resultados
de Campbell (2004), com uma variagao
de 54,6 a 79,0% de albumina, 1,6 a 8,2%
de alfa-1; 0,8 a 17,6% de alfa-2; 5,6 a
15,8% de beta e 1,8 a 14,8% de
gamaglobulinas, além da relagdo A:G, de
0,89 a 3,49.

Os valores de gamaglobulinas néo
apresentaram diferenca  estatistica
(P>0,05), assim como as alfa (1 e 2) e
betaglobulinas. Mader (1997) considerou
valores séricos normais de
gamaglobulinas de 1,50 a 2,80g/dl,
valores estes muito semelhantes aos
encontrados neste estudo. J& Oppel et al.
(1988) encontraram valores de 1gG de
coelhos, entre 0,7 a 1,18g/dl, o que
corresponde cerca de 90% das
gamaglobulinas.

Tabela 21 - Valores médios de alfa*, beta* e gamaglobulinas* (g/dl) de coelhos apds
administracdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato sollvel (GS) e extrato insoltvel
(GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Tempo (T) Grupos
(dias) Grupo Controle Grupo Solavel Grupo Insollvel

Tempo zero 0,37+0,10 0,37+0,42 0,25+ 0,09
Alfa-1 T1-3dias 0,27 +0,08 0,21+0,13 0,33+0,08
(g/dl) T2 -5dias 0,42 + 0,06 0,25+0,20 0,46 + 0,11
T3 -7 dias 0,30+ 0,08 0,21 +0,06 0,50 + 0,40
CV(%): 5856 T4 -9dias 0,26 + 0,02 0,22+0,16 0,35+ 0,34
Tempo zero 0,71+0,70 0,79+0,75 0,35+0,33
T1-3dias 0,36 £ 0,15 0,50+0,38 0,58 + 0,49
'?JSI)Z T2 -5dias 0,43+0,29 0,65+0,31 0,61+0,21
T3 -7 dias 0,42 +0,09 0,39+0,39 0,49 +0,23
CV(%): 72,03 T4 -9dias 0,29 + 0,06 0,49+ 0,46 0,36 + 0,31
Tempo zero 0,79+0,32 0,75+ 0,56 0,59 + 0,26
Beta T1-3dias 0,57 +£0,04 0,63+0,14 0,64 £ 0,03
(g/dl) T2 -5dias 0,96+0,34 0,70+0,23 0,72+0,10
T3 -7 dias 0,57 +£0,27 0,64 +0,22 0,59+0,13
CV(%):3751 T4 -9dias 0,43 + 0,06 0,75+0,41 0,56 +0,19
Tempo zero 0,49+0,21 0,34+ 0,33 0,78 £ 0,61
Gama T1 - 3dias 0,71+0,13 0,65+0,40 0,73+0,38
(g/dl) T2 -5dias 0,61 +0,50 0,40+ 0,46 0,27 £ 0,04
T3 -7 dias 0,67+0,11 0,70+ 0,44 0,45+ 0,45
CV(%): 57,95 T4 -9dias 0,56 +0,17 0,69+0,29 0,62 +0,38

*Nao houve diferenca estatistica pela analise de variancia (P>0,05).
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Grafico 24 - Alfa-1-globulinas (g/dl) de coelhos ap6s a administracéo nasoesofgica de &gua ultra-pura
(GC), extrato soltvel (GS) e extrato insoltivel em agua (GI) de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em

diferentes tempos.
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Grafico 25 - Alfa-2-globulinas (g/dl) de coelhos ap6s administragdo nasoesofégica de agua ultra-pura
(GC), extrato soltvel (GS) e extrato insoltvel (GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em

diferentes tempos.
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Grafico 26 - Betaglobulinas (g/dl) de coelhos apés administracdo nasoesofagica de &gua ultra-pura (GC),
extrato solivel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em

diferentes tempos.
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Gréfico 27 - Gamaglobulinas (g/dl) de coelhos apds administracdo nasoesofagica de agua ultra-pura
(GC), extrato soltvel (GS) e extrato insoltvel (GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em
diferentes tempos.

4.2.6 Perfil
plasmatico

bioquimico sérico e

Os resultados da dosagem de uréia e
creatinina, apresentados na Tabela 22 e
Gréfico 28 e 29, tiveram como objetivo a
avaliagio da funcdo renal. A
administracdo dos extratos solUvel e
insolivel de M. rigida ndo causou
alteracdo na funcdo renal dos animais
destes grupos nos tempos estudados
(P>0,05), conforme também relatado por

Lago (2007) apds administrar 20g/kg de
suspensdo aquosa de M. rigida para
ovinos durante trés e sete dias
consecutivos. De acordo com Mader
(1997) (13 a 29mg/dl de uréia e 0,5 a

2,5mg/dl de creatinina) ndo ha
caracterizacdo de azotemia nestes
animais.

Tabela 22 - Valores séricos médios de uréia* e creatinina* (mg/dl) de coelhos apos
administracdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato sollvel (GS) e extrato insolUvel
(GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Tempo (T) Grupos
(dias) Grupo Controle Grupo Solavel Grupo Insolavel

Tempo zero 18,67 £ 2,89 22,33+2,31 21,00+ 2,00
Uréia T1 - 3dias 21,00 £ 6,56 18,33+ 1,15 19,00+ 1,00
(mg/dI) T2 -5dias 19,67 +2,31 18,67 + 3,51 17,00 + 2,65
T3 -7 dias 18,67 + 2,52 22,00 + 4,36 21,00+ 1,00
CV(%): 16,02 T4 -9 dias 18,33 + 3,06 20,67 £5,51 20,33+4,16
Tempo zero 1,17 +£ 0,99 1,00 £ 0,10 1,10+ 0,10
. T1 - 3dias 0,90+ 0,10 1,07 £ 0,15 0,97 £ 0,06
Czﬁz;gl'?a T2-5dias  1,27+0,35 1,27 £ 0,40 1,00 £ 0,10
T3 -7 dias 0,87 +0,81 0,83+0,15 0,93+0,31
CV(%): 37,34 T4 -9dias 1,50 + 0,62 0,83+0,15 0,87 +0,12

*Nao houve diferenca estatistica, submetidos a transformacédo logaritmica +1 (creatinina), pela analise de

variancia (P>0,05).

Os animais ndo foram submetidos a
exercicios, inanicdo, uso de corticoides,
assim como 0 aumento de ingestdo de
proteinas, que poderiam levar ao

aumento da producdo de wuréia ou
creatinina, embora esta Ultima seja
menos influenciada pela dieta protéica
que a uréia (Finco, 1997).
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Gréfico 28 - Valores séricos médios de uréia (mg/dl) de coelhos ap6s administragdo nasoesofagica de
agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg de MS de

Mascagnia rigida em diferentes tempos.
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Gréfico 29 - Valores séricos médios de creatinina (mg/dl) de coelhos ap6s administracdo nasoesofagica
de agua ultra-pura (GC), extrato solivel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg de MS de

Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Varios trabalhos indicam a degeneracdo
hidrdpico-vacuolar dos tabulos
contorcidos distais como a principal
lesdo causada por Mascagnia sp.
(Tokarnia et al. 1987; Tokarnia et al.,
1994; Gava et al., 1998; Vasconcelos et
al., 2008a; Vasconcelos et al., 2008b),
porém sem o0 acompanhamento de
urinalise e da avaliagdio de provas
bioquimicas da funcdo renal. Portanto,
ndo existe um paralelo entre a
degeneracdo hidropico-vacuolar e a
funcéo renal. Segundo Campbell (2004),
€ necessaria perda de 50 a 75% da
funcdo renal para o aparecimento de
azotemia e para isto, a classificacédo da
alteracdo morfoldgica teria que ser de
moderada a intensa.

Os trabalhos dos autores que relataram a
degeneracdo  hidrdpico-vacuolar em

animais intoxicados por M. rigida ndo
classificam o grau de acometimento
histopatolégico. Porém, como é descrito
polacidria em animais intoxicados por
M. rigida (Santos, 1975; Lago, 2007), a
degeneracdo dos tubulos contorcidos
distais seria condizente com este sinal
clinico, uma vez a parte final desta
estrutura renal € responsdvel pela
reabsorcao de agua e sodio e secrecao de
potassio (Guyton e Hall, 2006).

Lago (2007) ndo encontrou alteragdo
histopatolégica nos rins que indicasse
comprometimento da sua fungdo e
hipotetizou que a polacidria, que
também foi observada por Santos (1975)
em bovinos intoxicados por folhas e
frutos de M. rigida, possa ter ocorrido
devido ao aumento da taxa de filtracdo



glomerular causada pelo aumento da
freqliéncia cardiaca.

Os valores de fosfatase alcalina (FA) ndo
apresentaram  diferenca  estatistica

(P>0,05) neste estudo (Tabela 23 e
Gréafico 30). Segundo Kaneko et al.
(2008) (106,2 a 133,8U/l), os valores de
FA encontram abaixo dos valores de
referéncia para a especie.

Tabela 23 - Valores séricos médios de fosfatase alcalina* (FA - U/l) de coelhos apds
administracdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato sollvel (GS) e extrato insoltvel
(GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Tempo (T) FA (UN)

(dias) Grupo Controle Grupo Soltvel Grupo Insolavel
Tempo zero 59,33+ 21,83 68,33 £ 20,84 35,33+ 8,50
T1-3dias 50,00 £ 15,59 42,33+ 7,57 35,67 £11,59
T2 -5dias 45,67 £ 18,50 46,67 £ 21,20 46,33 £ 16,01
T3 -7dias 38,67 £13,20 51,67 £15,31 40,33 £ 15,31
T4 -9dias 43,67 £ 26,50 43,33+ 15,50 44,33 + 10,07

CV FA: 35,04%
*Nao houve diferenca estatistica pela analise de variancia (P>0,05).
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Graéfico 30 - Valores séricos médios de fosfatase alcalina (FA - U/l) de coelhos apds administracdo
nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insoldvel (GI) em agua de 30g/kg

de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

As fragdes soluvel e insoldvel em agua
de M. rigida ndo foram capazes de
causar alteraces nos valores séricos de
FA na dose de 30g/kg de MS. Os
resultados diferem de Santos (1975) que
observou aumento da FA ap6s a
administragdo de folhas e frutos de M.
rigida a 12 bovinos durante 30 dias.
Como a FA ¢é utilizada como indice
colestatico, podendo indicar obliteracéo
de ductos biliares, o tempo da
administragdo (efeito cumulativo) pode
ser um fator importante.

Os animais que receberam o extrato
insoluvel (GI) de M. rigida apresentaram
diminuicdo sérica de ALT (P<0,05)
(Tabela 24 e Gréafico 31) no terceiro (T1)
e nono dias (T4) quando comparados aos
valores basais (tempo zero). Neste
mesmo grupo, também foi observada
uma diminuicdo sérica de AST (P<0,05)
no terceiro (T1) e sétimo dias (T3).

Os animais que receberam o0 extrato
solivel (GS) apresentaram diminuicéo
sérica de AST (P<0,05) no quinto dia
(T2).
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Tabela 24 - Valores séricos médios de alanina aminotransferase (ALT - U/l) e aspartato
aminotransferase (AST - U/I) de coelhos apds a administracdo nasoesofagica de dgua ultra-pura
(GC), extrato soluvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia

rigida em diferentes tempos.

Tempo (T) Grupos
(dias) Grupo Controle Grupo Solavel Grupo Insolavel
Tempo zero 76,33 + 21,73 118,33 + 39,93 138,67 + 13,8°
ALT T1 - 3dias 64,67 + 21,55 114,67 + 7,02° 65,67 + 3,79°
(97))) T2-5dias 113,33+ 13,43" 96,67 + 38,14 138,33 + 19,40
T3 -7dias 79,33 £ 5,51° 109,67 * 35,36 102,67 + 40,02*
CV(%):3356 T4-9dias 97,33 +69,40° 100,00 * 29,14 85,33 + 17,50"
Tempozero 62,00 * 26,46 88,00 + 21,63 87,67 + 16,62°
AST T1 - 3dias 54,00 + 34,83" 77,00 + 2,65% 44,00 + 13,45°
(Ul T2-5dias 98,00 60,63 53,33 + 14,84 59,67 + 17,79
T3-7dias 78,00 +57,38® 60,67 + 9,29% 45,67 + 10,02

77,00 + 43,86%°

73,67 + 30,35®

CV(%):43,69 T4 -9 dias 78,00 + 33,45%°

Médias seguidas das mesmas minusculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos (colunas),
submetidas a andlise de variancia, ao teste SNK (ALT) e teste Duncan (AST) (P<0,05).
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Gréafico 31 - Valores séricos médios de alanina aminotransferase (ALT - U/I) de coelhos apds
administragdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato solivel (GS) e extrato insoldvel (GI) em
agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.
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Gréfico 32 - Valores séricos médios de aspartato aminotransferase (AST - U/l) de coelhos ap6s
administragdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato solivel (GS) e extrato insoldvel (GI) em
agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.
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Diferentemente do relatado por estes
autores, neste trabalho observou-se
diminuicdo da concentragdo sérica das
enzimas ALT e AST. A diminuigdo da
concentragdo plasmatica de enzimas se
deve a trés fatores: diminuicdo de
processo lesional, quando em valores
altos, diminuicéo de sua produgéo, como
em caso de hepatopatias cronicas ou
mecanismos inibitdrios e aumento de sua
excrecdo (Stockham e Scott, 2002).
Como ndo ocorreu lesdo hepética e 0s
animais ndo eram portadores de
hepatopatia cronica, suspeita-se que
tenha ocorrido inibicdo da produgéo das
enzimas de forma semelhante & descrita
por Melo (1998) ap6s intoxicagdo
experimental em  caprinos  pela
Tetrapterys multiglandulosa
(Malpighiaceae).

Santos (1975) observou aumento da AST
em 12 bovinos que receberam folhas e
frutos de M. rigida durante 30 dias. Lago
(2007) ndo observou aumento sérico de
AST em ovinos intoxicados durante trés
e sete dias por M. rigida. Melo et al.
(2008) constataram que 9g/kg de
extratos aquosos de M. rigida (taninos,
flavandides, alcal6ides e saponinas) néo
causaram alteracdo de AST e ALT.
Entretanto, apds duplicar ou triplicar a
dose inicial (18g/kg e 27g/kg), houve
aumento de AST, sem aumento da ALT.

Saad et al. (1970) relataram valores mais
elevados tanto de AST (119,6 U/l) como
de ALT (66,1U/1) nos animais
intoxicados quando comparados com 0s
animais saudaveis (26,69 U/l de AST e
20,01 U/l de ALT) em cobaias
intoxicadas por M. pubiflora.

Com relagio & enzima lactato
desidrogenase (LDH) (Tabela 25 e
Gréafico 33), esta apresentou diferenca
estatistica (P<0,05) nos grupos tratados
(GS e GI). No GS, houve diminuigéo de
LDH em T2, T3 e T4 (quinto ao nono
dia) quando comparado com os valores
basais (tempo zero). No Gl, houve
diminuicdo bem marcante em T2 (quinto
dia), com posterior retorno aos valores
normais.

Segundo Mader (1997), a LDH
apresentou-se abaixo dos valores de
referéncia para a espécie (34 - 129U/)
no quinto e setimo dia (T2 e T3) do GS e
no quinto dia (T2) do GI. E interessante
salientar que, a diminuicdo de LDH
ocorreu NOS MESMOS momentos Nnos
quais ocorreram a diminuicdo do
hematdcrito. A LDH foi o primeiro
marcador com perfil de isoenzima
utilizado na medicina veterindria para
detectar lesdes especificas, e é formada
por varias isoenzimas presentes em
alguns tecidos e eritrocitos, o que
poderia justificar sua diminuigéo.

Tabela 25 - Valores séricos médios de lactato desidrogenase* (LDH - U/I) de coelhos apds
administracdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato sollvel (GS) e extrato insolUvel
(GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Tempo (T) LDH (U/l)

(dias) Grupo Controle Grupo Solavel Grupo Insollvel
Tempo zero 57,00 + 27,842 89,67 + 24,83 63,67 + 21,39
T1 -3 dias 61,67 + 22,812 55,00 + 1,00% 38,70 + 13,67%
T2 -5dias 57,00  6,00° 29,63 + 16,00 15,63 + 2,49"
T3 -7 dias 43,33+ 7,572 24,67 + 2,52 52,67 + 32,19%
T4 -9 dias 67,67 + 44,46° 36,67 + 3,21° 48,33 + 13,01®

CV(%) LDH: 50,12

As médias seguidas das mesmas letras mindsculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos
(colunas), submetidas a analise de variancia e ao teste Duncan (P<0,05).
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Gréfico 33 - Valores séricos médios de lactato desidrogenase (LDH - U/I) de coelhos ap6s administragdo
nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insoldvel (GI) em agua de 30g/kg
de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Melo et al. (2008) avaliaram o
comportamento da LDH em
camundongos intoxicados com fragdes
de M. rigida (saponinas, taninos,
flavandides e alcal6ides) e ndo
encontraram alterages significativas. Os
autores atribuiram esse fato a grande
oscilacdo da LDH no seu estudo.

Os valores médios de CK, CK-MB e %
de MB ndo apresentaram diferenca
estatistica (P>0,05) significativa (Tabela
26 e Grafico 34 a 36). Lum (1979)
descreve valores de CK total em coelhos
ente 1.078 a 1.245U/l, e apesar dos
grupos GS e Gl apresentarem em alguns

momentos valores acima do limite
superior, 0 grupo controle também
mostrou os mesmos resultados.

A porcentagem de CK-MB em relagéo
ao valor total de CK fornece um dado
confidvel quando se avalia uma possivel
lesio do miocéardio, pois valores
aumentados de CK-MB acompanhados
de aumento de CK podem ser resultantes
de esforgo fisico, por exemplo. Porém,
quando se observa aumento de CK-MB
ndo acompanhado de aumento da CK
total, a porcentagem da isoenzima MB
fica elevada, comprovando-se lesdo no
musculo cardiaco (Melo et al., 2008).
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Tabela 26 - Valores séricos médios de creatina quinase* (CK - U/l), de fracdo MB da creatina
quinase* (CK-MB - U/l) e porcentagem relativa de CK-MB* (CK-MB/CK - %) de coelhos ap6s
administracdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato sollvel (GS) e extrato insolUvel
(GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Tempo (T) Grupos
(dias) Grupo Controle Grupo Soltvel Grupo Insolavel
Tempo zero 1112,07 + 496,21 1006,73 £ 198,40 577,80 + 190,73
T1-3dias 928,03 + 378,36 778,10 + 250,56 669,40 + 270,00
CK T2 -5dias 1776,80 = 577,36 1195,73 £432,18 1021,57 + 649,33
UM 73_7dias  1927,03+702,35  1559,73+ 111117  1268,93 + 1085,59
CV(%): 57,42 T4-9dias 190587 + 847,49 1165,43 £ 668,12 616,27 + 205,03
Tempo zero 363,73 + 214,02 413,67 £178,01 230,43 + 177,92
CK-MB T1 -3 dias 505,40 + 346,66 276,30 + 46,55 135,47 + 55,25
i) T2 -5dias 361,03 + 136,12 320,00 + 165,85 213,17 + 58,56
T3 -7 dias 317,87 + 88,62 224,50 + 142,39 287,10 + 212,00
CV(%): 64,77 T4 -9 dias 486,27 £ 142,70 577,70 + 578,02 300,30 + 116,33
Tempo zero 35,89 £ 27,49 43,68 + 26,17 43,33 + 29,88
CK-MB/ T1 -3 dias 51,19 £ 15,02 38,77 + 15,38 25,66 + 21,92
CK (%) T2-5 d?as 20,39 £5,59 25,40 + 6,25 24,35 + 9,47
T3 -7 dias 17,20 £ 4,74 15,06 + 4,33 27,44 + 14,46
CV(%): 55,68 T4 —9 dias 29,90 £ 15,18 45,01 + 22,57 48,13 + 2,95
*Nao houve diferenca estatistica pela analise de variancia (P>0,05).
CK
Tempo
{dias)
O
3
M5
H7
GC GS Gl 9
Grupos

Gréfico 34 - Valores séricos médios de creatina quinase (CK - U/l) de coelhos ap6s administracdo
nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato solGvel (GS) e extrato insoldvel (GI) em agua de 30g/kg
de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.
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Gréfico 35 - Valores séricos médios de creatina quinase fragdo MB (CK-MB - U/l) de coelhos ap6s
administragdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato solivel (GS) e extrato insoldvel (GI) em
agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.
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Gréfico 36 - Relagdo CK-MB/CK (%) de coelhos apés administracdo nasoesoféagica de agua ultra-pura
(GC), extrato soltvel (GS) e extrato insoltvel (GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em

diferentes tempos.

No estudo de Melo et al. (2008), a fragéo
de alcaldides de M. rigida nas doses de
18 e 27g/kg foram capazes de causar um
aumento de cerca de 80% de CK-MB em
camundongos experimentalmente
intoxicados. Saponinas na dose de 9 e
18g/kg causaram um aumento de cerca
de 70% de CK-MB. Os autores
concluiram que, especialmente 0s
alcaldides possuem acéo toxica sobre os
cardiomidcitos.

A mensuracdo da troponina em Kits
comerciais é de alta qualidade no
diagndstico especifico de lesdes de
miocardio em humanos (Bodor et al.,
1992; Cupo e Hering, 2002; Meki et al.,
2003; Diniz et al., 2007). A maior
vantagem deste teste é a habilidade em
detectar lesBes miocardicas que sao
indetectveis por métodos enzimaticos

convencionais, com alta sensibilidade e
especificidade em seres humanos (Cupo
e Hering, 2002).

A mensuracdo da Troponina | (cTnl)
revelou resultados negativos em todos os
animais em todos 0s tempos e 0 Seu uso
como marcador especifico indica que
ndo houve lesdo miocardica. A
concentragdo normal de cTnl em coelhos
sadios varia em torno de 1,2 a 1,4x10°
“ng/ml (Jasinska et al., 2006). Como 0
teste  imunocromatografico  utilizado
reage apenas ha presenca de
concentracdes acima de 0,5ng/ml, néo se
descarta a possibilidade de ter havido
lesbes com a liberacdo de pequenas
quantidades de cTnl. Porém, lesGes
cardiacas experimentais em coelhos com
0 uso deste marcador revelam aumentos
muito maiores que esse limite (Horton et
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al., 1995), com concentracgoes
plasméticas de até 2ng/ml (Pinelli et al.,
2002).

De acordo com os resultados do perfil
muscular (AST, CK, CK-MB, CK-
MB/CK e troponina) ndo houve leséo do
miocardio ap6s a administracdo dos
extratos de M. rigida (solavel e
insolivel) no tempo proposto por este
estudo.

Ndo foi observada diferenca estatistica
(P>0,05) nas mensuragbes serica de
potassio, conforme demonstrado na
Tabela 27 e Grafico 37. Segundo
referéncias de Kaneko et al. (2008) (4,8
a 5,8mmol/l), os valores apresentaram
discreta diminuicdo no grupo controle
(GC) no quinto dia (4,34mmol/l) e no
grupo insoluvel (GI) nos sétimo e nono
dias (4,27 e 4,32 mmol/l). De acordo
com a classificagdo de Mader (1997)
(3,6 a 6,9mmol/l), estes valores estdo
dentro dos limites de normalidade.

O potéssio participa de todo o potencial

elétrico ventricular através da bomba de
sodio-potassio-ATPase. A elevagdo do
potdssio sérico (hipercalemia) pode
produzir onda P larga e achatada, QRS
largo e onda T pontiaguda. Ja a sua
diminuicéo (hipocalemia) produz onda T
achatada ou até sua inversdo (Ramos e
Souza, 2007).

A hipocalemia ocorre quando ha saida
do potdssio do  compartimento
extracelular para o intracelular,
diminuicdo do consumo dietético ou
aumento da perda de potéssio pelos rins,
trato digestivo ou pele. As causas renais,
polidria e aumento do fluxo tubular renal
podem promover maior excregdo de
potéssio (Stockham e Scott, 2002). Neste
estudo, ndo houve alteracdo de dieta dos
animais em nenhum momento e ndo foi

observada polidria. Por ser
demarcadamente intracelular, lesdes
celulares causariam aumento  nas

concentragdes sericas deste eletrolito
(Carlson, 1997), o que também néo foi
observado.

Tabela 27 - Valores plasmaticos médios de potassio* (mmol/l) de coelhos ap6s a administragdo
nasoesofagica de dgua ultra-pura (GC), extrato sollvel (GS) e extrato insoltvel (GI) em agua de
30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Tempo (T) Potéassio (mmol/l)

(dias) Grupo Controle Grupo Solavel Grupo Insolavel
Tempo zero 534 +0,74 576+0,78 486+131
T1 -3 dias 505+1,16 4,77 +0,76 4,92 +0,74
T2 -5dias 4,34 + 0,42 5,24 +0,53 5,03+ 1,46
T3 -7 dias 4,94 + 0,32 589+1,74 4,27+0,21
T4 -9dias 4,88 + 0,20 4,82+1,26 4,32+0,23

CV (%) Potassio: 17,94

*Nao houve diferenca estatistica pela analise de variancia (P>0,05).
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Grafico 37 - Valores plasmaticos médios de potassio (mmol/l) de coelhos ap6s administracio
nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg

de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

No GS houve diminuicdo estatistica de
célcio sérico (P<0,05) no quinto dia (T2)
conforme demosntrado na Tabela 28 e
Gréafico 38. Segundo as referéncias de
Kaneko et al. (2008) (5,8 a 14,0mg/dl), a
concentracdo  sérica de  cdlcio
permaneceu dentro dos valores de
referéncia nos grupos que receberam os
extratos de M. rigida (solavel e
insoluvel). J& os valores de fosforo,
foram  significativamente  diferentes
(P<0,05) em relagéo aos tratamentos e
tempos. Em relacdo aos grupos, foram
observados menores valores de fésforo
em T2 (5 dias) no Gl quando comparado
com o grupo controle (GC) e em relagdo
ao tempo, houve diminui¢cdo nos seus
valores em T3 (7 dias) no Gl. Os animais
do Gl apresentaram discreta
hipofosfatemia a partir do T2, segundo

referéncias de Mader (1997) (40 a
6,9mg/dl) e Kaneko et al. (2008) (3,70 a
4,62mg/dl).

O célcio participa da contragdo cardiaca
e da conducdo do estimulo elétrico
ventricular, sendo um ion importante da
fase de platd (fase 2), que corresponde
ao intervalo Q-T (Kittleson, 1998).
Havendo distarbio de célcio, o ECG
mostrara intervalo QT curto na
hipercalcemia e intervalo QT longo na
hipocalemia (Ramos e Souza, 2007). O
calcio também mantém uma relagdo de
homeostase com o fésforo: o aumento de
fosforo pode alterar o célcio ionizado na
medida em que aumenta o caélcio ligado
a este ion e diminui o célcio ionizado,
importante para a contracdo muscular
esquelética e cardiaca.
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Tabela 28 - Valores séricos médios de calcio* e fosforo (mg/dl) de coelhos ap6s administracao
nasoesofagica de dgua ultra-pura (GC), extrato sollvel (GS) e extrato insollvel (GI) em agua de
30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Tempo (T) Grupos
(dias) Grupo Controle Grupo Solavel Grupo Insollvel
Tempozero 13,73 +0,83? 14,83 + 1,402 12,80 + 0,622
cat* T1-3dias 13,80 + 0,612 12,93 + 0,40® 12,97 + 0,902
(mg/di) T2 -5dias 14,27 + 0,60 12,30 0,10 12,30 1,112
T3 -7 dias 12,83 + 0,952 13,70 + 0,52 13,20 1,15
CV(%):722  T4-9dias 13,43 £ 0,812 13,20 + 0,53* 13,40 + 0,96
Tempozero 4,93+ 0,32 4,30 +0,95™ 5,13 £ 0,32
T1-3dias 4,87 +0,42° 4,60 + 2,00 4,73 +0,35"®
P T2 -5dias 5,60 £ 0,70™ 4,70 + 0,538 3,67 + 0,725
(mg/dl) - Ab Aa Ab
T3 -7 dias 3,87+0,71 4,77+0,31 3,53 + 0,06
CV(%): 18,43 T4-9dias  4,40+0,56"" 4,70 +0,17% 3,67 + 0,317

Médias seguidas das mesmas letras mailsculas ndo diferem estatisticamente entre os grupos (linhas) e
seguidas das mesmas letras minusculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos (colunas),
submetidas a analise de variancia e ao teste SNK (P>0,05).
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Grafico 38 - Valores séricos médios de célcio (mg/dl) de coelhos ap6s administragcdo nasoesofdgica de
agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg de MS de
Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Fosforo
) ; " Tempo
(mg/dl) / {dias)
6,00 0
5,00
4,00 3
3,00 M5
2,00
1,00 n7
0,00 4 T T T M9
e GS Gl Diferenca entre
e grupos
Grupos * tempos

Graéfico 39 - Valores séricos médios de fésforo (mg/dl) de coelhos ap6s administracdo nasoesofagica de
agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg de MS de
Mascagnia rigida em diferentes tempos.
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Santos (1975) ndo observou alteragOes
nos valores de fosforo e célcio em
bovinos intoxicados por folhas e frutos
de M. rigida (4g/kg) durante 30 dias. Em
ovinos, Lago (2007) demonstrou que o
extrato aquoso de M. rigida (20g/kg)
administrado durante trés e sete dias ndo
alterou os niveis séricos de fosforo e
potéssio, mas alterou o de célcio, entre o
segundo e sétimo dia de avaliag&o.

Os valores séricos de magnésio foram
estatisticamente diferentes (P<0,05) em
relagdo aos tempos e grupos. Os grupos

que receberam extratos de M. rigida (GS
e Gl) apresentaram menores valores de
magnésio em relagdo ao grupo controle
(GC) no quinto dia (T2). Essa mesma
diminuicdo nos grupos GS e GI, também
foi observada em relagdo ao tempo (T2),
quando comparado com o0s valores
basais (Tzero) (Tabela 29 e Gréfico 40).

De acordo com referéncia de Kaneko et
al. (2008), os valores séricos de
magnésio (2,09 a 2,41mg/dl)
apresentaram-se diminuidos em T3 (7
dias) do GC, T2 (5 dias) do GS e do Gl.

Tabela 29 - Valores séricos médios de magnésio (mg/dl) de coelhos apds administracdo
nasoesofagica de dgua ultra-pura (GC), extrato sollvel (GS) e extrato insoltvel (GI) em agua de
30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Tempo (T) Mg?®* (mg/dl)
(dias) Grupo Controle Grupo Soluvel Grupo Insollvel
Tempo zero 2,13 +0,21%° 2,50 + 0,44 2,27 +0,21%
T1 -3 dias 2,27 +0,317® 2,60, + 0,40 2,23 + 0,15
T2 -5dias 2,47 + 0,31 1,87 + 0,42%° 1,47 + 0,06
T3 -7 dias 1,90 + 0,10%° 2,23 +0,23% 2,23+ 0,15
T4 -9 dias 2,17 + 0,327 2,47 +0,23™ 2,40 + 0,36™

CV (%) Magnésio: 16,62

Médias seguidas das mesmas letras mailsculas ndo diferem estatisticamente entre os grupos (linhas) e
seguidas das mesmas letras minusculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos (colunas),
submetidas a andlise de variancia, a transformacao logaritmica +1 e ao teste SNK (P<0,05).

Magnesio
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. {dias)
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Gréfico 40 - Valores séricos médios de magnésio (mg/dl) de coelhos ap6s administracdo nasoesofagica
de agua ultra-pura (GC), extrato solivel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg de MS de

Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Pereira et al. (1996) ndo encontraram
alteracbes séricas do magnésio em
caprinos experimentalmente intoxicados
com folhas verdes e secas de M. rigida
(5 a 20g/kg).

O magnésio é um importante regulador
de multiplos processos cardiovasculares,
incluindo a conducdo elétrica do
miocardio e contratilidade, o fluxo
transmembrana de célcio, transporte de



potéssio, tonus do musculo liso vascular,
reatividade coronariana e sintese de
Oxido nitrico (Noronha et al., 2002). Na
medida em que o magnésio € um co-
fator essencial para a manutencdo do
potencial transmembrana do miocérdio,
a hipomagnesemia diminui o limiar para
arritmias (Booth et al., 2003).

Os efeitos toxicos de M. rigida na fibra
cardiaca podem estar associados com a
capacidade ou ndo desta planta em
causar hipomagnesemia, predispondo ao
aparecimento de arritmias, uma das
possiveis hipdteses de causa de morte
stbita na intoxicacao.

Os resultados desta pesquisa
demonstraram diminuicdo de magnésio,

calcio e fosforo cinco dias ap6s a apos
administragdo de extratos aquosos de M.
rigida para coelhos, diferindo dos
resultados de Santos (1975), que relatou
auséncia de variagdo nos valores de
fosforo e célcio de bovinos intoxicados
por folhas e frutos de M. rigida (4g/kg)
durante 30 dias. Todavia, Pereira et al.
(1996) relataram que as folhas verdes e
secas de M. rigida (5 a 20g/kg) alteraram
as concentracfes séricas de potassio,
fosforo e magnésio em caprinos.

No quinto dia experimental (T2), os
animais do Gl apresentaram aumento
significativo  (P<0,05) de cloretos
(Tabela 30 e Grafico 41).

Tabela 30 - Valores séricos médios de cloretos (mEq/l) de coelhos apds administracdo
nasoesofagica de dgua ultra-pura (GC), extrato sollvel (GS) e extrato insoltvel (GI) em agua de
de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Tempo (T) CI' (mEg/1)
(dias) Grupo Controle Grupo Solavel Grupo Insolavel
Tempo zero 110,00 + 6,00° 116,67 + 8,622 120,67 + 3,06°
T1-3dias 112,33 + 7,642 116,00 £ 17,352 130,67 + 1,53
T2 -5dias 111,67 + 4,732 114,67 + 16,262 133,00 + 3,00°
T3 -7 dias 110,33 + 9,452 113,33 + 9,45° 126,33 + 3,51%°
T4 -9 dias 107,00 + 0,00° 111,00 + 16,462 130,00 + 5,57%°

CV (%) Cloretos: 9,56

As médias seguidas das mesmas letras mindsculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos
(colunas), submetidas a analise de variancia e ao teste SNK (P<0,05).

Cloretos

(mEq/1) , .t Tempo
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Grupos tempos.

Gréfico 41 - Valores séricos médios de cloretos (mEg/l) de coelhos ap6s administragdo nasoesofagica de
agua ultra-pura (GC), extrato solivel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg de MS de

Mascagnia rigida em diferentes tempos.

103



Segundo Campbell (2004), ocorreu
hipercloremia no grupo extrato insolavel
(GI) aos trés, cinco, sete e nove dias (T1,
T2, T3 e T4) (89 - 120mEq/l). Podem ser
citadas afecgdes que cursam com
hipercloremia como a insuficiéncia renal
aguda, acidose metabdlica, sindrome
nefrética, diabetes insipidus, na
hiperfuncéo adrenocortical e
hiperparatireoidismo (Stockham e Scott,
2002), que também aumentariam 0s

niveis de célcio. Insuficiéncia renal deve
ser descartada neste estudo pela
avaliacdo de fungdo renal que se
apresentou normal e diabetes insipidus
pela auséncia de politria.

As concentracdes séricas de glicose ndo
apresentaram alteragdes dignas de nota
neste estudo, conforme demonstrado na
Tabela 31 e Grafico 42.

Tabela 31 - Valores séricos médios de glicose (mg/dl) de coelhos apds administracdo
nasoesofagica de dgua ultra-pura (GC), extrato sollvel (GS) e extrato insollvel (GI) em agua de
30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Tempo (T) Glicose (mg/dl)
(dias) Grupo Controle Grupo Solavel Grupo Insolavel
Tempo zero 111,00 + 17,35® 118,33+ 11,932 110,00 + 3,46?
T1-3dias 102,67 + 14,36" 121,33 + 8,622 122,67 £ 10,072
T2 -5dias 131,67 + 17,212 118,00 + 10,392 114,67 + 7,022
T3 -7 dias 112,00 + 14,73* 119,33+ 1,532 116,00 + 1,00
T4 -9 dias 123,67 + 22,68™ 115,33 + 7,022 108,00 + 2,652

CV Glicose: 10,30%

As médias seguidas das mesmas letras mindsculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos
(colunas), submetidas a analise de variancia e ao teste SNK (P<0,05).

Glicose
(me/dl)  / * Tempo
/¥ .
150,00 / {dias)
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100,00 E3
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/ / W7
0,00 - T T 1 9
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Grupos tempos.

Gréfico 42 - Valores séricos médios de glicose (mg/dl) de coelhos apds administragdo nasoesofagica de
agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg de MS de

Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Segundo Mader (1997), os valores de
glicose estdo dentro dos limites de
referéncia para a espécie (75 — 155
mg/dl), podendo concluir que ndo houve
estresse, que provocaria hiperglicemia
pela liberacdo de glicocorticoides e
catecolaminas (Stockham e Scott, 2002)
ou hipoglicemia  devido  jejum
prolongado, hiporexia/anorexia ou ma-

absorcdo provocada pelos constituintes
toxicos da Mascagnia rigida e sua
manifestacdo clinica.

As alteracOes dos perfis hematoldgico e
bioquimico de coelhos que receberam
30g/kg de MS do extrato solivel em
agua de M. rigida concentraram-se no
quinto dia de administracdo. Essas



alteracbes  foram  expressas  pela
diminuicéo do hematocrito, da
concentracdo de hemoglobina, AST,
LDH, célcio e magnésio e nos leva a
hiptese de que no quinto dia foi
observado o maior efeito toxico da
planta. As variaveis hematoldgicas
permaneceram diminuidas ao longo do
tempo, porém as concentragdes séricas
de eletrdlitos recuperaram-se, indicando
uma desintoxicagdo. As variaveis
hematoldgicas ndo se recuperaram téo
prontamente devido a possivel presenca
de antigenos na superficie eritrocitaria
ou resposta dependéncia da no resposta
medular que demanda um periodo maior
de tempo.

Nos coelhos, o extrato insolUvel em &gua
de M. rigida provocou aumento de
cloretos e diminuigdo do fésforo também
no quinto dia. A M. rigida alterou os
perfis hematoldgicos e bioquimicos dos
coelhos, e supde-se que essas alteragdes
devam ser mais expressivas no extrato
total (fracdo solGvel e insoldvel em
agua), devido a acdo sinérgica de vérios
compostos quimicos, conforme descrito
por Melo et al. (2008).

Uma das hipGteses é que, a alteragdo
eletrolitica, como um dos efeitos toxicos
da Mascagnia rigida, poderia
desestabilizar o potencial de repouso das
membranas celulares e afetar vérias vias
metabolicas dependentes destes ions.
Sendo o coracdo um 0Orgdo dependente
do equilibrio hidroeletrolitico para
formacdo e conducdo do impulso
elétrico, denota-se o  potencial
cardiotoxico da planta. Apesar da
arritmia ser suposta por alguns autores
como sendo uma das possiveis causas de
morte sUbita na intoxicagdo por M.
rigida, ela ainda ndo foi demonstrada
experimentalmente, porém néo deve ser
descartada. Mais estudos séo
necessarios, avaliando os efeitos
cumulativos da planta e os mecanismos
que contribuem para a “morte subita”.

4.2.7 Frequéncia cardiaca

A frequéncia cardiaca (FC) média no
tempo zero dos nove animais (GC, GS e
Gl) ap6s a administragdo do midazolam
foi de 210 £ 15bpm. Marano et al.
(1996) mensuraram a FC de coelhos
Nova Zelandia por telemetria, sem
nenhuma restricdo ou medicacdo e
relataram um valor médio de 218 +
4bpm, semelhante ao obtido com o
protocolo  sedativo proposto  nesse
trabalho, indicando grande proximidade
aos valores fisiolégicos de FC em
repouso. Este  protocolo  também
apresentou valores de FC menores do
que os de coelhos anestesiados com
cloridrato de cetamina (20mg/kg) e
maleato de midazolam (2mg/kg) SC
(262 = 37bpm) (Fontes-Souza et al.,
2008) e menores que o de animais nao
anestesiados (234 + 26bpm) (Stypmann
et al., 2007). Porém, a FC apresentou-se
alta em comparacdo aos coelhos que
receberam cloridrato de cetamina ¢ o-2-
agonistas (xilazina ou medetomidina)
(198 + 37 e 155 + 29bpm,
respectivamente) (Fontes-Souza et al.,
2006; Stypmann et al, 2007),
provavelmente devido ao efeito
bradicardizante dos a-2-agonistas.

4.2.8 Eletrocardiografia

A média da FC variou apenas nos
animais do GS, com aumento (P<0,05)
entre o terceiro e sétimo dia (T1 a T3),
conforme demonstrado na Tabela 32 e
Gréfico 43. Todas as medias da FC estéo
dentro da faixa de normalidade para
leporinos (Levine e Bristol, 1942; Praag,
2005; Pariaut, 2009). Entretanto, devido
a grande similaridade dos valores, apesar
da diferenca estatistica, aos animais do
GC, a esta alteragdo atribui-se os efeitos
simpatomiméticos do estresse, que
atuariam aumentando a frequéncia
cardiaca.
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Tabela 32 — Valores médios de fregliéncia cardiaca (bpm) no exame eletrocardiografico de
coelhos ap6s administragdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato sollvel (GS) e

extrato insoltvel (GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

FC (bpm)
Grupo Soltvel

Grupo Insollvel

203,33 + 27,32°
257,67 + 23,762
249,00 + 13,752
244,67 + 16,262

246,33 + 38,212
231,33 + 28,362
229,67 + 22,682
231,33 + 20,032

Tempo (T)

(dias) Grupo Controle
Tempo zero 216,67 + 7,572
T1-3dias 236,00 £ 25,712
T2 -5dias 254,33 + 22,552
T3 -7dias 231,33 £ 19,012

CV (%) FC: 10,42

As médias seguidas das mesmas letras mindsculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos
(colunas), submetidas a analise de variancia e ao teste SNK (P<0,05).

{bpm)
300,00

—

200,00 1,

Frequéncia cardiaca

Tempo
(dias)

HO0
3
5
7

Grupos

* diferenca entre
G5 Gl tempos.

Gréfico 43 - Freqliéncia cardiaca média no exame eletrocardiografico de coelhos apds administragdo
nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insolivel (GI) em agua de 30g/kg

de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Lago et al. (2009) observaram aumento
da FC em repouso de ovinos
experimentalmente  intoxicados com
suspensao aquosa de folhas de M. rigida
(20g/kg) durante trés e sete dias
consecutivos. Estes autores encontraram
aumentos maiores da FC durante o
esforco fisico.

Segundo Puddu et al. (1983), citado por
Koyama et al. (2004), pelo menos no
homem e aparentemente também no céo,
as doencas cardiacas se relacionam
diretamente a freqliéncia cardiaca (FC),
que por sua vez, aumenta em intensidade
para compensar o débito insuficiente.

Em animais que apresentaram “morte
slbita” associados a intoxicagdo por
Mascagnia rigida, a taquicardia foi um
dos sinais citados como evidentes

imediatamente antes da  morte
(Paraguassu, 1983; Tokarnia et al., 1994;
Pinheiro et al., 1996).

A diminuigdo cronica do débito cardiaco
leva & diminuicdo da pressdo arterial,
ativando mecanismos compensatdrios,
como o sistema nervoso simpético (SNS)
e 0 sistema renina-angiotensina-
aldosterona  (SRAA), que tentam
restabelecé-la (Synder, 1991; Knight,
1992). Os mecanismos compensatorios
ativados durante a ICC s&o os principais
responsaveis pela progressdo da doenca
priméaria (Calvert, 1991; Roth, 1993; De
Morais, 2000). Vasoconstrigéo,
taquicardia e aumento da contratilidade
intensificam o consumo de oxigénio pelo
miocérdio, diminuindo a vida atil de
suas células (Pedersen, 1996).



N&o foi observada diferenca estatistica
significativa (P>0,05) na amplitude da
onda P (Tabela 33 e Grafico 44). Uma
vez que a amplitude das ondas varia
muito de acordo com a derivagdo elétrica

utilizada, Levine e Bristol (1942)
avaliaram as alteracOes
eletrocardiograficas de coelhos nas

derivacOes bipolares e encontraram valor
médio da amplitude da onda P de 0,03
mV e variacdo de -0,02 a 013 mV na
derivacdo | (DI).

A duracédo da onda P foi menor (P<0,05)
no T1 em relagdo aos grupos tratados
(GS e GlI), conforme ilustrado no
Grafico 45. Considerando-se como
valores de referéncia para duragdo da
onda P de 15 a 40 mseg (Praag, 2005) e
de 20 a 40 mseg (Pariaut, 2009), esta
alteracéo mesmo estatisticamente
significativa, ndo apresenta importancia
clinica.

Tabela 33 — Amplitude* (mV) e duracéo (mseg) média da onda P no exame eletrocardiografico
de coelhos apds administracdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e
extrato insoltvel (GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Tempo (T) Grupos
(dias) Grupo Controle Grupo Solavel Grupo Insollvel
Tempo zero 0,05+ 0,02 0,05 + 0,02 0,05 + 0,01
P (mV) T1-3dias 0,07 0,02 0,03 +0,01 0,05 + 0,02
T2 -5dias 0,05+ 0,02 0,03 +0,01 0,03 0,02
CV(%): 39,18 T3 -7dias 0,04 +0,01 0,03 +0,01 0,04 +0,02
Tempo zero 37,00 + 6,08" 31,33 +2,89% 30,67 + 0,58"
P (mseg) T1-3dias 39,33+ 3,212 24,67 + 3,512 29,00 + 2,652
T2 -5dias 35,67 + 3,06 26,00 + 5,20 29,33+ 3,51
CV(%): 18,89 T3 -7 dias 35,67 + 6,66" 26,00 + 2,65" 26,67 + 5,03*

*Nao houve diferenca estatistica pela analise de variancia (P>0,05).
As médias seguidas das mesmas letras maitsculas ndo diferem estatisticamente entre os grupos (linhas),
submetidas a andlise de variancia e ao teste SNK (P<0,05).

Amplitude da onda P

(mV)

_ / Tempo
0,08 -.__' ) {dias)
0,06 MO
0,04 - H3
002 1 "/ W5
0,00 - T 1 { 7

GC GS Gl
Grupos

Gréfico 44 - Amplitude média das ondas P (mV) no exame eletrocardiografico de coelhos apds
administragdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato solivel (GS) e extrato insoldvel (GI) em
agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.
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Gréfico 45 - Duragdo média das ondas P (mseg) no exame eletrocardiografico de coelhos ap6s
administragdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato solivel (GS) e extrato insoldvel (GI) em
agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

O intervalo PR apresentou diferenca
estatistica (P<0,05) entre grupos e
tempos de tratamento (Tabela 34 e
Gréafico 46), quando comparado ao
grupo controle (GC). Com relagdo aos
grupos, o GS apresentou diminui¢do
significativa (P<0,05) de PR do Tzero ao
sétimo dia e, no Gl, este se apresentou
semelhante ao controle apenas em T2 (5

dias). Com relacdo aos tempos, no GS
houve diminuicéo significativa (P<0,05)
a partir do terceiro dia, permanecendo
até o sétimo dia de administracdo. A
diminuicdo no GS ocorreu devido ao
aumento da FC (Tabela 32), sendo que
intervalos  eletrocardiograficos  sdo
inversamente proporcionais a FC.

Tabela 34 - Duragcdo média do intervalo PR (mseg) no exame eletrocardiografico de coelhos
apo6s administracdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato sollvel (GS) e extrato
insoltvel (G1) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Tempo (T) PR (mseg)

(dias) Grupo Controle Grupo Solavel Grupo Insolavel
Tempo zero 79,67 £ 7,02 69,00 + 6,08% 61,33 + 2,52%
T1-3dias 74,67 +5,69™ 54,33 + 5,03 62,00 + 2,65%
T2 -5dias 74,00 + 4,58 55,67 + 5,77 65,33 + 4,51
T3-7dias 74,33 +551" 60,67 +5,13% 60,67 + 3,51%

CV(%) PR: 13,63

Médias seguidas das mesmas letras mailsculas ndo diferem estatisticamente entre os grupos (linhas) e
seguidas das mesmas letras minusculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos (colunas),
submetidas a andlise de variancia e ao teste SNK (P<0,05).
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Grafico 46 -

Duracdo do intervalo PR (mseg) no exame eletrocardiografico de coelhos apds

administragdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato solivel (GS) e extrato insoldvel (GI) em
agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Levine e Bristol (1942) relataram que o
intervalo PR no coelho varia de 60 a 90
mseg, com meédia de 70 mseg. Portanto,
no terceiro e quinto dias do grupo
solivel (GS) os valores médios de PR
(mseg) estdo abaixo do limite minimo
estipulado por estes autores. Praag
(2008) observou valores entre 50 a 100
mseg e Pariaut (2009), valores entre 50 e
70 mseg. Pela classificacdo de Praag
(2008), todos os valores observados em
todos 0s grupos e tempos (Tabela 34)
estdo dentro dos limites estabelecidos.
Entretanto, pela classificacdo de Pariaut
(2009), todos os valores médios do
intervalo PR dos animais do GC estdo
acima do limite méaximo (70mseg).
Ressalta-se que 0s animais do grupo
controle ndo apresentaram disturbios de
condugdo elétrica cardiaca durante o
periodo avaliado. A diferenca dos
valores deste estudo em relagdo ao de
referéncia de Pariaut (2009) pode ter
ocorrido devido a uma maior FC dos
animais do seu estudo, que interfere
inversamente com a duracéo do intervalo
PR. O wvalor do intervalo PR néo
ultrapassou 87  mseg, conforme
observado também por Levine e Bristol
(1942).

Observa-se que na Tabela 35 e Graficos
47 e 48, as amplitudes das ondas R e T
também  variaram  estatisticamente
(P<0,05). A onda R apresentou diferenca
estatistica no GS: sofreu aumento em T1
e T2, seguido de queda significativa no
T3, mas mantendo-se dentro dos limites
de normalidade para a espécie. Levine e
Bristol (1942) descrevem a amplitude de
R entre 0,00 a 0,80 mV, com valor
médio de 0,13 mV em DI. Segundo estes
autores, nao houve significado clinico na
alteracdo da amplitude da onda R. O
aumento da amplitude da onda R pode
indicar aumento de VE (Tilley, 1992).

A onda T apresentou diferenca entre os
grupos, menor (P<0,05) em T1 nos GS e
Gl, mas manteve-se dentro dos valores
normais para a espécie. Cerca de 52,78%
dos ECG tiveram a onda T maior que
25% da onda R, inclusive no Tzero.
Levine e Bristol (1942) descrevem a
amplitude de T de -0,12 a 0,44, com
média de 0,11 mV em DI. Segundo estes
autores, também ndo houve significado
clinico na alteracdo da amplitude da
ondaT.
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Tabela 35 - Amplitude média da onda R e T (mV) de coelhos ap6s administracdo
nasoesofagica de dgua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insollvel (GI) em agua de
30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Tempo (T) Grupos
(dias) Grupo Controle Grupo Solavel Grupo Insolavel
Tempo zero 0,18 + 0,03 0,19 + 0,11%® 0,14 + 0,06%
R (mv) T1-3dias 0,19 0,03 0,21+ 0,08* 0,16 + 0,06°
T2 -5dias 0,15 + 0,03 0,22 + 0,09 0,16 + 0,06
CV(%): 35,73 T3 -7dias 0,15 +0,02° 0,15+ 0,09 0,16 + 0,09°
Tempo zero 0,16 +0,05" 0,11 +0,09% 0,06 + 0,04"
T1-3dias 0,18 +0,06" 0,06 +0,01° 0,07 +0,05°
T(mv) T2 -5 dias 0,13 + 0,04 0,05+ 0,07* 0,05 + 0,05
CV(%): 6391 T3 -7dias 0,13 +0,03* 0,09 +0,03* 0,07 +£0,07"

Médias seguidas das mesmas letras mailsculas ndo diferem estatisticamente entre os grupos (linhas) e
seguidas das mesmas letras minusculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos (colunas),
submetidas a analise de variancia, transformagéo logaritmica +1 (R) e ao teste SNK (P<0,05).
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Gréfico 47 - Amplitude média das ondas R (mV) no exame eletrocardiografico de coelhos ap6s
administragdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato solivel (GS) e extrato insoldvel (GI) em
agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.
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Gréfico 48 - Amplitude média das ondas T (mV) no exame eletrocardiografico de coelhos ap6s
administragdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato solivel (GS) e extrato insoldvel (GI) em
agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Silveira et al. (2006) administraram e
avaliaram diferentes fracfes fitoquimicas
de M. rigida a cinco coelhos durante trés

dias consecutivos, com ECG as seis e 52
horas apds a primeira administracdo. As
fragbes de alcaldides, taninos e
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flavondides causaram alteracOes
eletrocardiograficas nos coelhos, tais
como supradesnivelamento ST e
fenestragdo em onda R descendente.

Apenas um animal do GS teve inverséo
da onda T no T1 (terceiro dia),
entretanto a concentracdo plasmatica de
potassio estava dentro dos valores de
referéncia para a espécie. A esta
alteracdo, pode-se responsabilizar o
efeito hipoxémico (Tilley, 1992) da
taquicardia provocada pelo estresse. Este
animal também foi submetido ao exame
de Holter, conforme serd descrito
posteriormente. O desvio maximo do
segmento ST nunca excedeu 1,0 mm (ou
0,1 mV), conforme observado também
por Levine e Bristol (1942).

A inversdo da polaridade da onda T em
ECG seriados ndo é considerado normal.
Estas alteracOes transitorias da onda T
podem ser consequentes de hipdxia
miocardica em  decorréncia  da
taquicardia, mas podem ocorrer também
em doencas miocardicas, distarbios
hidro-eletroliticos, doencas metabdlicas
e intoxicagdes (Tilley, 1992).

Alteragbes na amplitude da onda T
foram relatadas na intoxicacdo por

glicosideos cardiacos de Tylecodon
wallichii em cobaias (Naudé e Schultz,
1982), mas esses resultados ocorreram
em conjunto com alteragbes no
complexo QRS e intervalo QT nos
momentos que anteciparam a morte dos
animais, semelhante ao que ocorreu no
trabalho de Saad et al. (1970).

A duracdo do QRS também néo
apresentou diferenca estatistica
significativa (P>0,05) nos grupos que
receberam o0s extratos de Mascagnia
rigida, conforme demonstrado na Tabela
36 e Grafico 49. Segundo referéncias, o
complexo QRS de coelhos pode variar
de 20 a 60 mseg (Praag, 2005) e de 30 a
40 mseg (Levine e Bristol, 1942; Pariaut,
2009). Neste estudo, a duragdo do
complexo QRS variou de 43 a 59 mseg,
estando dentro dos limites de referéncia
proposto por Praag (2008). Porém, de
acordo com os valores de referéncia de
Levine e Bristol (1942) e Pariaut (2009),
a duracdo do complexo QRS revelou-se
aumentado. Este aumento ndo apresenta
significado clinico, uma vez que também
foi observado nos animais do grupo
controle (GC) e no Tzero de todos o0s
grupos.

Tabela 36 — Duracdo média do complexo QRS (mseg) no exame eletrocardiografico de coelhos
apo6s administracdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato sollvel (GS) e extrato
insoltvel (G1) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Tempo (T) QRS (mseg)

(dias) Grupo Controle Grupo Solavel Grupo Insolavel
Tempo zero 53,33 + 4,93% 56,33 + 3,792 48,67 £ 5,132
T1-3dias 52,67 + 2,89% 54,00 + 1,732 45,33 + 1,532
T2 -5dias 48,00 + 3,00° 53,33 + 1,532 47,00 £ 2,652
T3 -7 dias 56,00 + 1,73% 51,00 + 5,292 48,00 + 4,00°

CV(%) QRS: 8,93

As médias seguidas das mesmas letras mindsculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos
(colunas), submetidas a analise de variancia e ao teste SNK (P<0,05).
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Gréafico 49 - Duracdo do complexo QRS (mseg) no exame eletrocardiografico de coelhos ap6s
administragdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato solivel (GS) e extrato insoldvel (GI) em
agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

Apesar dos animais estarem em
posicionamento idéntico quando os ECG
foram realizados nos diferentes dias,
observaram-se mudangas na voltagem
das ondas P, no complexo QRS e nas
ondas T (Tabelas 33, 35 e 36) incluindo
nos animais do grupo controle. Esta
observacdo também foi feita por Levine
e Bristol, (1942) que avaliaram
mudancgas espontaneas no ECG de 23
coelhos sadios, sem contengdo quimica
ou fisica, realizados a cada 48 horas,
durante duas semanas, sempre no mesmo
horario e condicdes.

Os autores observaram que mudangas
minimas no  posicionamento  dos
eletrodos j& alteravam notoriamente o
tracado eletrocardiografico. Em diversos
instantes ndo havia intervalo isoelétrico
entre o complexo QRS e a onda T. Neste
estudo, apesar dos animais estarem
sedados, o periodo de sedacdo pode nao
ter sido suficiente para modular a agédo
do sistema simpatico, ocorrendo
aumento da FC decorrente de
manipulagdo e estresse. Outro fator que
altera os valores eletrocardiograficos é a
dispersdo da repolarizacdo (Malik e
Batchvarov, 2000).

Por causa do pouco conhecimento sobre
as mudancas  eletrocardiograficas
associadas as doencas cardiacas nos
coelhos, o uso da onda P e mudancgas na

morfologia do complexo QRS para
avaliar dilatacdo ou hipertrofia de
camaras cardiacas ndo € recomendado
(Pariaut, 2009). Um importante
pardmetro utilizado no diagnostico de
doencas cardiacas é a duracdo do
intervalo QT. Esse intervalo é associado
com a duracgdo do potencial de acdo dos
musculos ventriculares e aumenta em
cardiopatas (Tilley, 1992; Koyama et al.,
2004).

O intervalo QT apresentou diferenca
estatistica (P<0,05) no GS, com
diminuicdo de seus valores a partir do
terceiro dia de administragdo do extrato
solivel de M. rigida (Tabela 37 e
Gréafico 50). Valores de referéncia do
intervalo QT s&o de 80 a 160 mseg
(Praag, 2005), 128 a 150 mseg
(Alexander et al., 1999) e 123 a 171
mseg (Brunner et al., 2008). Entretanto,
a duracdo do intervalo QT ¢é
inversamente proporcional a FC, e pode
gerar conflitos durante sua analise em
condicbes de taquicardia, pois mesmo
que ele esteja prolongado, esse efeito
pode estar mascarado pelo aumento da
FC, tornando dificil concluir sobre seus
resultados. Considerando também que
diferentes frequéncias cardiacas
ocorreram nos coelhos, é importante
excluirmos o efeito da FC sobre o
intervalo QT.
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Muitas formulas de correcdo do intervalo
QT foram desenvolvidas para seres
humanos e podem ter aplicabilidade
limitada em outras espécies (Hayes et
al., 1994). Em analises
eletrocardiograficas de coelhos €
recomendada a férmula de Carlsson
(Carlsson et al, 1993) para a corre¢do do
intervalo QT (QTcC). Esta formula foi
utilizada em varios estudos

Tabela 37 - Valores médios do intervalo QT, QTcC*

eletrocardiograficos  desta  espécie
(Carlsson et al, 1993; Mazur et al., 1999;
Anderson et al., 2001; Gbadebo et al.,
2002; Wang et al., 2008). Foi utilizada
também a formula de Fridericia para a
corregdo do intervalo QT (QTcF),
complementando a sua avaliagdo por ser
uma férmula bastante utilizada em
medicina veterinaria (Lago et al., 2009).

e QTcF* (mseg) no exame

eletrocardiografico de coelhos apds administragdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC),
extrato soltvel (GS) e extrato insoltvel (GI) em agua de 30g/kg de MS de Mascagnia rigida em

diferentes tempos.

Tempo (T) Grupos

(dias) Grupo Controle Grupo Solavel Grupo Insolavel

Tempo zero 167,33+ 15,63 166,67 6,81° 154,67 « 13,65
(n%l-g) Ti-3dias  16533+10,21°  149,00+819° 156,67 + 2,31°
T2-5dias  157,33+18,77°  15567+950° 160,00 + 6,93°
CV(%): 660 T3-7dias  15900+1249°  157,33+1150° 158,33+ 9,07°
Tempozero 171,30 + 13,98 16678 +423 163,83+ 1021
QTcC T1 -3 dias 172,92 + 5,58 160,49 + 4,77 163,20 + 4,98
(mseg) T2-5dias 168,30 + 1547 165,93 + 7,23 166,42 + 6,92
CV(%):510 T3-7dias  16588+1034  166,78+1107 165,16+ 10,43
Tempozero  180,79+10,87  168,64%17,28 189,32+ 21,21

QTcF T1-3dias 194,03+ 11,22 191,14 47,02 180,72 + 20,59
(mseg) T2-5dias 198,72+ 1081 10347 +1,98 183,40 + 17,97
CV(%): 795 T3-7dias  18326+1161  192,28+1632 182,99+ 20,91

*Nao houve diferenca estatistica pela analise de variancia (P>0,05).
As médias seguidas das mesmas letras mindsculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos
(colunas), submetidas a analise de variancia e ao teste SNK (P<0,05).

Intervalo QT
{mseg) Tempo
170 : {dias)
160 ®o
150 .3
140 |5
130 s
GC GS Gl * diferenca entre
Grupos tempos.

Gréafico 50 - Intervalo QT (mseg) no exame eletrocardiografico de coelhos ap6s administragdo
nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insoldvel (GI) em agua de 30g/kg
de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.
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QTc Carlsson

Tempo
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Gréfico 51 - Intervalo QTcC (mseg) no exame eletrocardiografico de coelhos ap6s administragdo
nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insoldvel (GI) em agua de 30g/kg

de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

QTc Fridericia

(mseg) / Tempo
200 / {dias)
190 O
180 3
170
160 /3
150 r' T T 4 o7

GC

Grupos

Gl

Gréfico 52 - Intervalo QTcF (mseg) no exame eletrocardiografico de coelhos ap6s administragdo
nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insoldvel (GI) em agua de 30g/kg

de MS de Mascagnia rigida em diferentes tempos.

No presente experimento ndo foi
observada diferenca estatistica (P>0,05)
dos intervalos QTcC e QTcF em relagdo
aos grupos e tempos (Tabela 37 e
Gréficos 51 e 52). O QTcC de referéncia
para coelhos NZ adultos e corrigida pela
férmula de Carlsson é de 142 a 157mseg
(Wang et al., 2008). Como foi utilizado
0 método de extrapolacdo do intervalo
QT(V),e este ndo foi utilizado por Wang
et al. (2008), ha uma tendéncia de
ampliacdo da mensuracdo do intervalo
QT. Farkas et al. (2004) compararam 0
método  convencional e o de
extrapolacéo realizado por vérios autores
e observaram também o aumento deste
intervalo na extrapolacdo do QT(U).
Entretanto Farkas et al., (2002)

descreveram o QTc, pelo método de
extrapolacéo e pela formula de Carlsson,
em 173 £ 2ms. Segundo estes autores,
ndo foi observado aumento do QT nos
grupos experimentais.

Lago (2007) n&o observou alteragdes no
QTcF em ovinos experimentalmente
intoxicados com 20g/kg de extrato
aquoso de M. rigida durante trés e sete
dias consecutivos. Yu e colaboradores
(2010) utilizaram o QTcF em coelhos
utilizados como modelo experimental de
isquemia miocardica e ndo observaram
alteracbes segundo esta férmula de
corregéo.

Os resultados indicam que M. rigida ndo
causou  comprometimento  cardiaco
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suficiente para aumentar o QTcC e
QTcF. Entretanto, é preciso ressaltar que
a intoxicacdo em grau discreto pode ndo
ser suficiente para que isso ocorra. Desse
modo, pode-se pressupor que o tempo de
administragdo ou a dose utilizada de M.
rigida podem ndo ter sido suficientes
para causar anormalidades no potencial
de agdo ventricular.

Lago et al. (2009), avaliando ovinos que
receberam 20g/kg de M. rigida durante
trés e sete dias consecutivos, também
nao encontraram alteragdes
eletrocardiograficas nestes animais e, se
elas ocorreram, foram muito discretas e
ndo puderam ser demonstradas.

O aumento do intervalo QTc pode ser
causado por alteragbes na regulacédo de
nervos autondmicos, alteragcbes nos

canais ibnicos dos midécitos
ventriculares, alteragdo nos
baroreceptores, disturbios

hidroeletroliticos como a hipocalemia e
hipocalcemia e administracdo de
antiarritmicos ou medicamentos
psicotropicos (Koyama et al., 2004), que
também deformam a onda T ou induzem
0 aparecimento da onda U em coelhos
(Farkas et al., 2004). A onda U ¢
comumente  presente  em  coelhos
anestesiados (Farkas et al., 2004).
Apesar de ter ocorrido distdrbios
eletroliticos neste estudo, sua magnitude
pode ndo ter sido suficiente para causar
alteragdes no intervalo QTcC.

O ritmo cardiaco foi sinusal em quase
todos os animais e tempos, exceto em
dois animais do Gl que apresentaram
arritmia sinusal, um no T1 e outro no T2.
Esse tipo de arritmia ndo implica em
alteracbes  clinicas e  cardiacas
importantes. Os tracados
eletrocardiograficos ndo apresentaram
alteragbes que caracterizassem arritmia
de importéncia clinica na intoxicacéo por
M. rigida. A morfologia do complexo P-
QRS-T na derivagédo DI ndo apresentou

alteracbes que indicassem afeccdes no
tecido de condugéo.

Em relacdo ao complexo QRS, houve
variagao individual em todos os animais,
principalmente no GC e nos animais dos
GS e Gl antes da administragdo dos
extratos de M. rigida (Tzero), o que
também foi demonstrado por Lago et al.
(2009) em ovinos do grupo controle. As
alteracdes que foram observadas podem
ocorrer devido a grande variabilidade
dos mecanismos vagais, extrema
mobilidade do coragdo de coelhos,
produzindo inevitdveis mudangas na
posicao também relatadas por Katz et al.
(1934) no coragdlo do cdo e,
consequentemente, do eixo elétrico do
coracdo ou de mudangas eletroquimicas
intrinsecas no proprio coragdo (Levine e
Bristol, 1942).

O fato de ndo terem sido observadas
alteragbes que caracterizassem arritmia
neste e nos tracados de outros estudos
(Silveira et al., 2006; Lago et al., 2009)
pode ser porque elas ocorrem somente
momentos antes da morte, como
observados na M. pubiflora (Saad et al.,
1970), sendo necessario monitoramento
constante para detecta-las (Diniz et al.,
2007).

4.2.9 Eletrocardiografia continua
(Holter)

Até o momento, ndo foram encontrados
trabalhos que utilizaram o Holter para a
avaliacdo de coelhos intoxicados.

O exame de Holter em coelhos exige
uma especial atengdo, principalmente em
relacdo ao posicionamento dos eletrodos.
Devido ao pequeno tamanho do térax, 0s
eletrodos foram colocados segundo as
recomendacgdes do exame para neonatos
humanos®: colocar os eletrodos o mais

81 Comunicagdo pessoal — Professora Dra.

Ruthnéa Aparecida Lazaro Muzzi — Clinica
Médica de Pequenos Animais — UFLA.

115



distante  possivel, de acordo o
posicionamento recomendado, retirar o
eletrodo laranja e isolar os eletrodos
separadamente. Para 0 posicionamento
correto dos eletrodos, foi necessario
sedacdo dos animais.

Coelhos sdo animais muito ativos e
curiosos e, devido a isto, todo cuidado
em relagdo a protecéo do equipamento é
bem-vindo. Neste caso, além do colete
para acomodar 0  equipamento,
confeccionado em tecido resistente,
usou-se o colar cervical.

Os exames de Holter deste trabalho
foram realizados durante 14 horas>
entretanto, ocorreram varias
interferéncias observadas na leitura do
exame, dando um tempo médio de sete
horas de boa leitura. O exame foi
realizado em um animal por vez, em um
animal de cada grupo (controle, solavel e
insoluvel) por limitagdo de equipamento
e em apenas um animal por grupo,
constituindo-se em trés exames de tempo
zero e trés exames no nono dia, apos 0s
oito dias de administracdo diaria.

Foi observado em um coelho do grupo
controle (GC), no tempo zero, a presenca
de um unico complexo ventricular

b whm”f £ \/‘\ﬂﬂ,ﬂfa'n/ LMH;‘J/’\’W
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prematuro isolado (VPC) durante todo o
exame de Holter (Figura 13). A presenca
de um Unico VPC ndo apresenta
significado clinico e nem implica em
disfuncdo elétrica cardiaca. Complexos
ventriculares prematuros sdo impulsos
originados de um foco ventricular
ectopico, decorrente do aumento de
automaticidade. Eles ndo trafegam pelo
sistema de conducdo, mas pela
musculatura, estendendo-se aos
ventriculos com um atraso, gerando um
complexo QRS bizarro (Tilley, 1992).

Existe um grande nimero de cdes que
apresentam VPC’s em coragBes sadios,
sem causas aparentes (Tilley, 1992).
Tracados durante luta, contencédo e
durante a infusdo de solugbes na veia
marginal da orelha em coelhos
mostraram  frequentes  extrassistoles
ventriculares, com ritmo bigeminal ou
trigeminal, mas ndo foram observados
no animal sem contencdo fisica (Levine
e Bristol, 1942).

Todos os demais exames de Holter, tanto
de tempo zero quanto pos-administracéo
dos extratos (nono dia) ndo apresentaram
distirbios de ritmo ou alteragdes de
conducdo que caracterizassem arritmia
nestes animais.

Figura 13 — llustragdo do exame de eletrocardiografia continua (Holter) do coelho dois do grupo controle
(GC), tempo zero, apresentando um Gnico complexo ventricular prematuro (seta).

116



4.2.10 EcoDopplercardiografia

A velocidade méxima do fluxo aortico
apresentou-se menor em relacdo aos
tempos (P<0,05) no nono dia no Gl
(Tabela 38 e Gréfico 53). Salienta-se que
um animal do Gl foi o responséavel por
desviar a média (58,80 cm/s). Observou-
se também diminuicdo no GS, embora
ndo significativa. Em relacdo a
velocidade méxima do fluxo mitral ndo
houve diferenca estatistica (P>0,05) em
relagdo aos tempos e grupos, mas a
media geral do Gl foi maior (Gréfico
49). A frequéncia cardiaca (FC)
apresentada pelos coelhos ndo permitiu
individualizacdo das ondas E e A mitral.
Né&o foi observado em nenhum momento
e em nenhum animal refluxo atrial pelo
modo Doppler colorido.

Observa-se diminuicdo da velocidade
maxima do fluxo aortico no GI, que
pode ter ocorrido em detrimento da
funcdo sistélica cardiaca, representado
pela diminuicdo da fragéo de ejecdo (FE)
e de encurtamento sistélico do VE (AD).

O aumento da velocidade do fluxo mitral
neste mesmo grupo pode ter ocorrido em
virtude de uma possivel disfungdo
diastolica, representada pelo aumento da
relacio AE/Ao0 que sera comentada
adiante. A disfuncdo diastélica restringe
o enchimento ventricular, e o maior
residuo intra-atrial gerara aumento da
forca contratii  da camara, com
consequentes maiores volume ejetado e
contribuicdo da cémara para o
enchimento do VE (Weitzel, 1989).

Tabela 38 — Valores médios da velocidade maxima do fluxo adrtico (VmaxVA - cm/s) e
mitral* (VmaxVM - cm/s) ao exame ecoDopplercardiografico de coelhos antes e nove dias apds
a administracdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato sollvel (GS) e extrato insolivel

(GI) em agua de Mascagnia rigida.

Tempo (T) Grupos
(dias) Grupo Controle Grupo Soluvel Grupo Insollvel
VmaxVA  Tempo zero 91,99 +4,97° 99,70 + 4,11° 90,42 + 5,28°
(cm/s) . b
CV(%): 17,39 T1-9dias 89,50 + 2,68 87,88 + 4,30° 74,46 + 14,29
VmaxVM  Tempo zero 60,75 + 8,59 67,45+ 5,54 77,75+ 13,68
(cms) T1-9dias  68,12+6,24 66,51 + 15,44 85,10 + 11,65

CV(%): 10,94

*Nao houve diferenca estatistica pela analise de variancia (P>0,05).
As médias seguidas das mesmas letras mindsculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos
(colunas), submetidas a analise de variancia e ao teste SNK (P<0,05).
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Gréfico 53 - Velocidade méaxima do fluxo adrtico (VmaxVA) e mitral (VmaxVM) ao exame
ecoDopplercardiografico de coelhos antes e nove dias apds a administragdo nasoesoféagica de agua ultra-
pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insoltvel (GI) em agua de Mascagnia rigida.

Os valores de referéncia obtidos em
literatura (Gan et al., 2004; Fontes-Souza
et al., 2006; Stypmann et al., 2007;
Fontes-Souza et al., 2008; Pariaut, 2009)
apresentaram-se menores aos Vvalores
deste estudo, principalmente devido a
influencia dos protocolos anestésicos
sobre a funcdo cardiaca. Devido ao
efeito depressor ou estimulante dos
diversos protocolos anestésicos
utilizados nas pesquisas
ecoDopplercardiograficas em coelhos
sob a funcdo cardiaca, conforme
explicado anteriormente, utilizaremos 0s
resultados do experimento-piloto (em
anexo) para comparagdo dos valores
obtidos.

Né&o houve diferenca estatistica (P>0,05)
entre 0s grupos e entre 0s tempos no que
se refere %AD e FE do ventriculo
esquerdo (Tabela 39 e Grafico 54).
Entretanto, a FE e a %AD apresentaram
um aumento de 4% e 7% entre Tzero e
T5, respectivamente, no GC, enquanto
que nos grupos tratados (GS e GlI),

observou-se diminuigéo de 15,4% na FE
e 23,1% na %AD no GS ¢ de 14% na FE
e 20,5% na %AD no GI.

A reducdo na fracdo de ejecdo e de
encurtamento, observadas ap6s a
administracdo dos extratos (soldvel e
insoluvel) de M. rigida, indicam
prejuizos a funcdo sistolica ventricular
(Kittleson e Kienle, 1998; Silva et al.,
2008a), provavelmente por acdo de
algum constituinte toxico desta planta na
fibra cardiaca.

Saad et al. (1970) isolaram glicosideos
cardioativos nas folhas da M. pubiflora.
Nascimento e Haberhmel (1995)
isolaram dois glicosideos de M. affs
rigida. Os glicosideos cardioativos sdo
substancias com poderosa agdo sobre o
miocardio (Téarraga, 2002), grupo este
que participam os digitalicos, que
reduzem a ativacdo do sistema nervoso
simpético (Bonagura et al., 2006) e do
sistema renina-angiotensina-aldosterona
(Sisson e Thomas, 1995; Bonagura et al.,
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2006), além de possuirem efeito
inotropico positivo (Braunwald, 1985).
O mecanismo responsavel por induzir
inotropismo  positivo dos digitalicos
implica no aumento da disponibilidade
de célcio intracelular (Hoppe e Erdmann,
2005), que ocorre através da inibicdo
reversivel da sodio-potassio ATPase, por
meio de ligacdo especifica na face extra-
citoplasmética da sub-unidade alfa desta
enzima.

Devido a acdo destes glicosideos
cardiacos na fibra cardiaca, era esperado
um aumento da funcdo sistolica, e ndo
seu prejuizo, conforme os resultados

aqui obtidos. Supde-se que outros
constituintes toxicos presentes na planta
sejam responsaveis pelo prejuizo da
funcdo sistdlica cardiaca ou que as
mensuragOes realizadas no modo M
possam ter sido representativas, devido a
dificuldade inerente do préprio exame na
espécie leporina.

Um outro efeito toxico dos glicosideos
cardiacos é o efluxo de potéssio das
células do miocardio, elevando o
potéssio extracelular (Hamlin, 2007), o
que também ndo foi observado neste
estudo.

Tabela 39 — Média do percentual de encurtamento sistolico* (%AD - %) e da fracdo de ejecdo™
(FE - %) do ventriculo esquerdo ao exame ecoDopplercardiografico de coelhos antes e nove
dias apds a administracdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato sollvel (GS) e extrato

insolvel (G1) em agua de Mascagnia rigida.

Tempo (T) Grupos
(dias) Grupo Controle Grupo Soltvel Grupo Insolavel
FE (%) Tempo zero 70,39 + 3,95 73,99 + 7,37 77,37 £0,93
CV(%):9,75  T1-9dias 73,78+ 2,41 62,57 + 8,07 66,57 + 6,40
%AD (%)  Tempo zero 36,66 = 2,96 40,09 + 6,23 42,13+ 1,36
CV(%): 1446  T1-9dias 39,22+2,11 30,83 +5,48 33,47 £ 4,80
*Nao houve diferenca estatistica pela analise de variancia, (P>0,05).
Fracoes de Ejecao e Encurtamento
% - '8 L
) sistélico do VE
80
75 +
FE
70
Grupos
65
s C
60 -
55 il (5
50
-G |
45 -+
4 1
0 %0D {
35 =
30
0 Tempo 9

Gréfico 54 - Fracao de ejecdo (FE) e de encurtamento (%AD) sistdlico do ventriculo esquerdo ao exame
ecoDopplercardiografico de coelhos antes e nove dias apds a administragdo nasoesoféagica de agua ultra-
pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato insolGvel (GI) em agua de Mascagnia rigida .
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A literatura demonstra grande variacdo
nos valores de referéncia da FE, bem
como para as outras variaveis
ecoDopplercardiograficas em coelhos
anestesiados ou ndo. Neste trabalho, foi
utilizada a formula de Teichhzol para
obtencdo dos valores dos volumes
cardiacos. Stypmann et al. (2007)
utilizaram a férmula de Simpson e
Fontes-Souza et al. (2006; 2008) a
formula cubica para a obtencdo das FE,
que é outro fator, além do protocolo
anestésico, que  impossibilita a
comparagdo dos valores obtidos. No
experimento piloto a FE e a %AD foi de
75,05 £ 5,76% e 40,68 £ 5,08% em
coelhos sedados com maleato de
midazolam (1mg/kg IM). Segundo esta
referéncia e os valores do GC, houve
diminuicio da FE e %AD apoés
tratamento nos GS e GlI.

Semelhantemente ao encontrado por
Lago et al. (2009), houve diminui¢do da
FE e %AD em animais intoxicados por
M. rigida, embora também ndo
estatisticamente significativa (P>0,05).
Estes autores encontraram valores de
%AD em ovinos intoxicados durante trés
e sete dias de 324% e 29,5%,
respectivamente, sendo que no grupo-
controle suas médias mantiveram-se
semelhantes aos valores de referéncia
para a espécie. A conclusdo de que a M.
rigida afetou a fracdo de encurtamento
foi reforcada por um ovino, que
apresentou redugdo da %AD em 60%
(348% para 13,6%) apds a
administragdo da planta, o que
representa  alteracdo  de  grande
significado clinico. Nesse experimento,
um coelho do GS teve reducéo da %AD

em 39% (43,7% para 26,5%) e um
coelho do GI, em 34% (43,2% para
28,6%).

Entretanto, sabe-se que a funcéo sistdlica
cardiaca, representada pela mensuracgéo
da FE e %AD, depende de uma série de
fatores, incluindo a pré-carga, pés-carga,
contratilidade, distensibilidade, sincronia
na contracdo e frequéncia -cardiaca
(Boon, 1998), que por si dependem de
véarios outros fatores. Estes fatores
podem ter influenciado as mensuragoes
realizadas, principalmente em relagdo a
%AD, que, avaliada pelo método de
Teichholz, pode ter influenciado mais
ainda a efetividade desta avaliagdo
nestes animais.

Ndo houve diferenca  estatistica
significativa (P>0,05) em relacdo os
volumes diastélicos e sistélicos finais do
VE, porém, no GS e GI, observou-se
aumento do volume sistélico, enquanto
que no controle, houve diminuicéo
(Tabela 40 e Grafico 55).

A diminuicdo da contratilidade do
ventriculo esquerdo causa diminuicdo do
volume de ejecdo, contribuindo para o
aumento do volume sistélico final do
VE, diminuindo o débito cardiaco
(Kittleson e Kienle, 1998). No Gl, ela
ndo foi acompanhada por aumento de
volume diastdlico pela presenca da
disfuncdo diastolica, que pode ter
comprometido o enchimento ventricular.
O aumento do volume sistolico final no
GS no nono dia torna-se justificado pela
diminuicdo da %AD neste grupo e
disfungdo  sistolica, como também
observada no GlI.



Tabela 40 - Média dos volumes diastdlico final* (VDFVE - ml) e sistolico final* (VSFVE - ml)
do ventriculo esquerdo ao exame ecoDopplercardiografico de coelhos antes e nove dias apos a
administracdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato sollvel (GS) e extrato insoltvel
(GI) em agua de Mascagnia rigida.

Tempo (T) Grupos
(dias) Grupo Controle Grupo Soltvel Grupo Insoltvel
VDFVE Tempo zero 5,07 £ 0,96 562+1,21 4,06 + 1,98
(ml) .
CV (%): 32,94 T1-9dias 4,02+ 0,50 4,54 +2,44 3,39+£0,9
VSFVE Tempo zero 1,48 + 0,31 1,42 £0,37 0,91+0,42
(ml) .
CV (%): 42,24 T1-9dias 1,05+0,14 1,77+1,11 1,11+ 0,26
*Nao houve diferenca estatistica pela analise de variancia (P>0,05).
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Gréfico 55 - Volumes diastdlico final (VDFVE - ml) e sistolico final (VSFVE - ml) do ventriculo
esquerdo ao exame ecoDopplercardiografico de coelhos antes e nove dias apds a administracdo
nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato solivel (GS) e extrato insoltvel (Gl) em éagua de
Mascagnia rigida .

A relacdo atrio esquerdo:aorta (AE/AQ) apresentou o menor valor dessa relagéo
apresentou diferenca (P<0,05) entre os no tempo zero, revelando uma diferenca
tempos no Gl (Tabela 41 e Gréfico 56), apés o tratamento.

indicando aumento do AE. O Gl

Tabela 41 — Relacdo atrio esquerdo-aorta (AE/Ao0) ao exame ecoDopplercardiografico de
coelhos antes e nove dias ap6s a administragdo nasoesofagica de adgua ultra-pura (GC), extrato
sollvel (GS) e extrato insolGvel (GI) em agua de Mascagnia rigida.

Tempo (T) AE/A0

(dias) Grupo Controle Grupo Soluvel Grupo Insolavel
Tempo zero 1,44 +0,11° 1,79 +0,03* 1,26 +0,19°
T1-9dias 1,64 +0,22° 1,63 +0,09° 1,63 + 0,08

CV(%) AE/A0: 13,34
As médias seguidas das mesmas letras mindsculas ndo diferem estatisticamente entre os tempos
(colunas), submetidas a analise de variancia e ao teste SNK (P<0,05).
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Gréfico 56 - Relagdo atrio esquerdo-aorta (AE/AQ) ao exame ecoDopplercardiografico de coelhos antes
e nove dias ap6s a administracdo nasoesofagica de agua ultra-pura (GC), extrato soltvel (GS) e extrato

insoltvel (GI) em 4gua de Mascagnia rigida.

De acordo com Basnight et al. (1991), o
tamanho do AE sofre grande influéncia
dos mesmos fatores que determinam o
enchimento ventricular (pré-carga, pos-
carga, contratilidade, distensibilidade,
contracdo e frequéncia cardiaca) (Boon,
1998), constituindo-se, desse modo, em
um parametro que reflete a duragéo e o
grau da disfuncéo lusitropica. Por essa
razdo, tem sido considerado que a
dimensdo do AE é um potente preditor
de eventos adversos em varias situacoes
clinicas, como na disfuncdo diastolica
(Simek et al., 1995; Prichett et al., 2005),
independentemente da presenga de
doenga cardiovascular, de disfuncédo
sistélica do VE e de hipertrofia
ventricular (Prichett et al., 2005).

A alteracdo da relagdo AE/AO
provocada pelo aumento do AE no Gl
indica comprometimento  diastélico
cardiaco, de complacéncia  ou
relaxamento ventricular, que podem ou
ndo alterar a fracdo de ejecdo (Mesquita
et al., 2004). Como h& uma resisténcia
ao enchimento ventricular, o étrio
esquerdo contrai-se mais, provocando
aumento da velocidade do fluxo atrial
conforme observado anteriormente;
porém, nem todo o volume é comportado
no VE, fazendo com que o atrio sofra
dilatagdo para acomodar o retorno
venoso (aumento de pré-carga).

A despeito da possibilidade de ter havido
um possivel comprometimento cardiaco
pela administragdo de M. rigida, 0s
resultados ecoDopplercardiograficos
indicam que M. rigida acomete a fungéo
cardiaca, nas condigdes deste
experimento. As diminuicOes das frages
de ejecdo e encurtamento e do volume
sistolico final do VE observados no GS e
Gl apds intoxicacdo refletem disfuncéo
sistélica do VE.

Os resultados indicam que h& indicios de
diminuigdo da funcdo sistdlica cardiaca
nos grupos tratados (GS e Gl),
demonstrado pela diminuicdo das
fragbes de ejegdo e encurtamento e
aumento dos volumes sistélicos finais do
VE. H& também indicios de diminuicéo
da fungdo diastolica cardiaca no Gl,
representado pelo aumento da relacéo
AE:AO e aumento do AE. A intoxicagdo
aparentemente causou lesdo miocardica,
com possivel resposta de diminui¢do do
relaxamento ou aumento da
complacéncia ventricular, resultando em
déficit diastolico nos animais que
receberam extrato insolivel em &gua e
déficit sistdlico nos animais que
receberam extratos soltvel e insoluvel
em 4gua, detectados por meio da
ecoDopplercardiografia. Ressalta-se que
para tal afirmagdo, seriam necessarios
estudos envolvendo Doppler tecidual,
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que ndo estava disponivel no momento,
indicando novos objetivos e
metodologias para estudos futuros.

Lago  (2007) também  observou
diminuicio da  funcdo  sistdlica
ventricular de ovinos experimentalmente
intoxicados durante trés e sete dias
consecutivos e ndo encontrou lesdes
cardiacas na avaliagdo  anatomo-
patoldgica. Este autor sugeriu que oS
constituintes toxicos da M. rigida
afetariam a fungdo cardiaca de alguma
forma ainda ndo conhecida, muitas vezes
ndo havendo tempo para produzir
alteracbes morfologicas que possam ser
facilmente identificadas & histopatologia.
Os resultados da avaliagdo cardiaca e
anatomo-patoldgica deste estudo
corroboraram com os de Lago (2007).

4.3 ACHADOS
ANATOMOPATOLOGICOS

Neste trabalho, ndo foram observadas
alteracdes anatomopatoldgicas
decorrentes de intoxicagdo por M. rigida
em nenhum animal dos grupos soltvel e
insolGvel, concordando com maior parte
da literatura (Tokarnia et al., 1961;
Santos, 1975; Tokarnia et al., 1994,
Tokarnia et al., 2000).

Semelhantemente ao relatado em
literatura (Tokarnia et al., 1961; Santos,
1975; Tokarnia et al., 1991; Tokarnia et
al., 1994, Tokarnia et al., 2000; Lago,
2007) ndo foram observadas alteragdes

significativas, tanto macro quanto
microscopicas, nos coelhos deste
experimento. Segundo 0s exames
anatomopatoldgicos, as  alteracOes

podem ter sido influenciadas pela dieta
(degeneragdo hepética moderada) e
protocolo de eutandsia  propostos
(congestdo renal moderada), pois as
mesmas foram visiveis nos animais do
grupo controle. Apenas um animal do
GS e dois do Gl apresentaram edema
pulmonar discreto, que podem ter sido

decorrentes do
eutanasia.

procedimento  de

Tokarnia et al. (1987), Lago (2007) e
Vasconcelos et al. (2008a) encontraram
lesdes relatadas por outros autores como
originadas da intoxicagdo por M. rigida
em animais que receberam placebo.

Vasconcelos et al. (2008) administraram
diferentes doses de M. rigida (2,5 a
10g/kg fresca x seca) a coelhos e
observaram leve evidenciagdo do padréo
lobular hepético, discreta vacuolizagdo e
necrose individual de hepatécitos, edema
e congestdo pulmonares, vacuolizagéo
do citoplasma das células do epitélio dos
tibulos contorcidos distais que também
apresentavam nucleo picnético.

Né&o foram visualizadas alteragbes macro
ou  microscOpicas nos  coragBes,
cerebelos e cérebros dos animais de
todos o0s grupos experimentais, conforme
também relatado por Santos (1975).

Medeiros et al. (2002) observaram
hepatomegalia, congestéo e degeneragéo
hepatica  moderada em  coelhos
intoxicados com doses de 1,25 a 10g/kg
de folhas secas. Tokarnia et al. (1987;
1994) descrevem a  degeneracdo
hidrdpico-vacuolar nas células do
epitélio dos tabulos contorcidos distais
do rim como a lesdo de maior
significado na intoxicagdo por M. rigida,
porém esta alteracdo ndo foi encontrada
em nenhum dos animais deste
experimento. Este tipo de lesdo também
foi observada em coelhos intoxicados
com Arrabidaea bilabiata (Jabour et al.,
2006). Certas substancias toxicas ao rim
e que cursam também com nefrose
tubular afetam, sobretudo, os tubulos
contorcidos (Maxie, 1993; Jones et al.
2000).

Muitas das lesdes presentes em coelhos
intoxicados com M. rigida séo similares
as de coelhos intoxicados com A.
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bilabiata (Jabour et al., 2006) e por
Palicourea aeneofuscae (Vasconcelos et
al., 2008a). As trés plantas se
caracterizaram por auséncia de lesdes
significativas & necropsia (Tokarnia et
al., 1991; Tokarnia et al., 1994; Jabour et
al., 2006; Vasconcelos et al., 2008a) e ao
exame histopatologico as lesBes mais
importantes caracterizaram-se, nos rins,
por degeneracdo hidrépico-vacuolar das
células epiteliais dos tbulos
contornados distais, no figado por
vacuolizagdo difusa do citoplasma e
necrose de hepatocitos, além de
congestdo nos rins, figado, coracdo e
pulmdes (Tokarnia et al. 1987; Tokarnia
et al., 1994; Jabour et al., 2006;
Vasconcelos et al., 2008a; Vasconcelos
et al., 2008b). Outras lesdes provocadas
por A. bilabiata foram presenca de
esferulas eosinofilicas nos sinusoides
hepéaticos e fibras cardiacas com
eosinofilia aumentada (Jabour et al.,
2006), esta Ultima também descrita por
Tokarnia et al. (1961 e 1990) na
intoxicagéo por M. rigida.

5. CONCLUSOES

Pode-se concluir que os extratos de
Mascagnia rigida (soltvel e insolavel
em agua):

a) sdo quimicamente diferentes
entre si, com uma maior
concentracdo de grupamentos
fitoquimicos no extrato soluvel;

b) na dose de 30g/kg de MS, apds a
administracdo diaria por oito
dias, ndo causaram alteracdes dos
sinais  clinicos, dos perfis
protéico-eletroforético, renal,
hepético e muscular,
eletrocardiogréficos
(convencional e Holter) e nem
histopatolégicas;

c) prejudicaram a fungdo cardiaca,
demonstrada pela reducdo da
fracdo de ejecdo e de
encurtamento sistélico.

O extrato de Mascagnia rigida soluvel
em &gua (30g/kg de MS) causou:

a) diminuicdo da concentracdo de
hemoglobina e do hematécrito de
coelhos a partir do quinto dia;

b) aumento do numero de leucdcitos
de coelhos a partir do sétimo dia,
decorrente do aumento dos
linfocitos e heterofilos;

c) diminuigcdo de calcio e magnésio
séricos ao quinto dia;

d) alteracOes
ecoDopplercardiograficas
sugestivas de disfuncéo sistolica.

O extrato de Mascagnia rigida insoluvel
em &gua (30g/kg de MS) causou:

a) diminuicdo da concentracdo de
hemoglobina e do hematécrito de
coelhos a partir do terceiro dia;

b) diminuicdo de fosforo a partir do
quinto dia;

c) aumento de cloretos ao quinto dia
e diminuicdo de fésforo sérico no
quinto dia;

d) alteracOes
ecoDopplercardiograficas
sugestivas de disfuncéo sistolica
e diastolica.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados clinicos, laboratoriais,
eletro e ecoDopplercardiograficos do
presente estudo, associados aos demais
relatos de literatura sugerem que a M.
rigida possui mais de um principio
toxico, presentes tanto na fragdo soluvel
quanto na insolivel em agua e que,
apesar de poderem afetar varios 6rgdos
de maneira distinta, o coracdo é
especificamente sensivel e o mais
provavel de ser o maior responsavel pelo
menos como a causa da morte stbita.

Caracteriza-se 0 quadro de intoxicagao
como subagudo, apresentando efeito
cumulativo. O fato de animais morrerem
sem terem apresentado lesbes cardiacas,
como relatado em diversos estudos,
também sugere que a principal agdo do
toxico neste Orgdo provavelmente seja
devido a4  suas caracteristicas
farmacoldgicas, que afetariam a funcéo
cardiaca de alguma forma ainda néo
conhecida, muitas vezes ndao havendo

tempo  para  produzir  alteracOes
morfologicas que possam ser facilmente
identificadas a histologia.

Outros estudos sé&o recomendados com
esta planta, utilizando material vegetal e
padronizado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, aumentando-se a dose
ou o periodo de administracdo proposto,
sobretudo com monitoragao
eletrocardiogréafica continua por um
periodo maior e estudos com Doppler
tecidual, que complementa as avaliagdo
do Doppler convencional e é mais
sensivel na avaliacdo da contragdo
miocérdica.

Ainda especula-se que a causa de morte
stbita seja o desenvolvimento de uma
arritmia cardiaca e que mais fatores
poderdo estar envolvidos na disfuncéo,
culminando em insuficiéncia cardiaca
congestiva.
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ANEXOS

8. ANEXOS

Quadro 1 - Valores de referéncia de ecoDopplercardiografia de coelhos Nova Zelandia
machos obtidos no experimento-piloto no protocolo de maleato de midazolam (1mg/kg

IM) (n=10) e midazolam-cetamina (2mg/kg e 20mg/kg SC) (n=10).

~ . Midazolam e
Mensuragéo Midazolam ketamina CV (%) F p
Machos 10 10
Idade (meses) 5 5
Massa (kg) 3,2 3,0
FC (bpm) 217 +12 236 +17 06.489 8.532 0,00913
dAE (mm) 11,00 + 1,05 10,80 + 1,00 11.556 0.125 ns
dAO (mm) 7,80 +£1,20 6,60 £0,70 13.857 7.747 0,01227
AE/AO 1,47 +0,25 1,64+0,13 12.848 3.385 0,08233
VE (mL) 3,57+1,10 2,87 +1,03 33.022 2.131 0,16153
SIvd (mm) 2,77 £0,40 2,57 +£0,27 12.570 1.716  0,20669
DVEd (mm) 13,61 +1,68 12,17 +1,90 13.926 3.224  0,08939
Ventriculo DVEs (mm) 8,23+1,10 6,76 + 1,50 17.483 6.303 0,02182
esquerdo PPVEd (mm) 2,87+0,24 2,88+0,52 14.046 0.005 ns
VSFVE (mL) 12,55 + 3,97 7,76 + 3,88 38.671 7.469 0,01366
VDSVE (mL) 4,82+1,38 3,65+1,36 32.405 3.659 0,0718
FE (%) 73,69 +4,94 79,23 6,70 07.697 4.437 0,04947
%AD (%) 40,68 + 5,08 45,23 +8,24 15.364 4.026  0,06007
Fluxo VTI (cm/s) 7,23+0,75 7,39+1,38 15.205 0.105 ns
pulmonar Vmax (cm/s) 87,29+8,73 92,01 +10,49 10.951 3.203  0,09034
Vmed (cm/s) 50,50 + 3,44 49,60 + 5,50 09.163 0.193 ns
Fluxo Vmax (cm/s) 67,84 + 10,96 62,69 + 9,67 15.837 1.244 0,27933
mitral Pgmax (mmHg) 1,84 +£0,45 1,67 0,54 27.613 0.280 ns
Fluxo Vmax (cm/s) 92,27 + 7,95 87,37 +13,71 12.479 0.954 ns
aortico Vmed (cm/s) 49,75 + 5,07 47,70 + 6,49 11.955 0.619 ns

F tabelado de 4,41 para 1 grau de liberdade e residuo 18. F(tabelado)<F(calculado)

ns= ndo significativo

FC = frequiéncia cardiaca; dAE = diametro do atrio esquerdo; dAO = diametro da artéria aorta; AE/AO =
relacdo entre atrio esquerdo e artéria aorta; VE = volume ejetado; SIVd = espessura do septo
interventricular na diastole; DVEd = didmetro diastélico do VE; DVEs = diametro sistélico do VE;
PPVEd = espessura da parede livre do VE na diastole; VSFVE = volume sist6lico final do VE; VDFVE =
volume diastélico final do VE; FE = fracdo de ejecdo; %AD = fragdo de encurtamento; VTI = velocidade
integral do fluxo; Vmax = velocidade maxima do fluxo; Vmed = velocidade média do fluxo; Pgmax =
pressdo maxima; Pgmed = pressdo média.
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FORMULAS

++ Fracdo de encurtamento:
FE (%) = ddVE - dsVE x 100
ddVE

+ Volumes ventriculares esquerdos (férmula de Teichholz):

VDFVE = (7x(ddVE)?)
(2,4 + ddVE)
VSFVE = (7x(dsVE)*)
(2,4 + dsVE)
+ Fracdo de ejecéo:
(%AD) = VDFVE - VSFVE x 100
VDFVE

+ Intervalo QT corrigido:

Férmula de Carlsson

QTcC = QT -0,175(RR - 300)
Férmula de Fridericia

QTcF= QT*VRR

ddVE = diametro diastolico do ventriculo esquerdo; dsVE = diametro sistdlico do ventriculo esquerdo;
VDFVE = volume diastolico final do ventriculo esquerdo; VSFVE = volume sistélico final do ventriculo

esquerdo; RR = intervalo RR
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