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RESUMO

O monofluoroacetato de sédio (MFAS) ou composto 1080 é um rodenticida que foi
amplamente utilizado para o controle de roedores e predadores domésticos, apds sua
descoberta em 1945. Este potente rodenticida age blogueando o ciclo de Krebs por acdo do
seu metabolito toxico, o fluorocitrato, e como conseqiliéncia, inibe a resposta celular e a
producdo de ATP. O MFAS foi proibido por lei no Brasil e em diversos paises, mas seu uso
indiscriminado continua causando diversos casos de intoxicagdes potencialmente fatais no
homem e animais domésticos, principalmente em cées e gatos, representadas por alteracfes
neuroldgicas e cardiacas. Pretendeu-se com este estudo caracterizar o perfil hematoldgico e
biogquimico, as alteracbes histopatoldgicas e toxicolégicas de gatos intoxicados
experimentalmente com MFAS, com o objetivo de determinar métodos diagndsticos eficazes.
Para tanto, foram utilizadas amostras de sangue de 16 gatos intoxicados experimentalmente
com 0,45mg/kg de MFAS, por via oral. Estas amostras foram colhidas por puncéo jugular e
analisadas quanto ao perfil hematoldgico, bioquimica sérica e analises toxicolégicas em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), para deteccdo e quantificagdo do MFAS no
soro dos animais. Avaliaram-se também as lesdes macro e microscopicas dos animais
intoxicados que vieram a Obito. Observaram-se leucopenia e trombocitopenia transitorias;
hiperglicemia, aumento das enzimas musculares creatinoquinase (CK) e creatinoquinase
fragdo cardiaca (CK-MB); observaram-se também hipocalemia, hipofosfatemia e
hipomagnesemia. Os achados macroscopicos e histopatoldgicos demonstraram lesfes
caracteristicas de processos isquémicos e as analises toxicoldgicas demonstraram um método
diagndstico simples e eficiente. Houve detecgdo do MFAS em 75% das amostras de soro
analisadas; verificou-se concentracdo média de 0,32 pg/mL, o que representa 4,81% do
MFAS inicial, ndo sofreram a metabolizacdo seis horas apds a intoxicacdo nos animais do
presente estudo.

Palavras-chave: monofluoroacetato de so6dio; gatos; hematologia; bioquimica sérica;

histopatologia; cromatografia
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histophatological and toxicological evaluations of sodium monofluoroacetate
experimental intoxication in cats. Botucatu, 2006, 168p. Defesa de Tese de Doutoramento
em Medicina Veterinaria, Area de Clinica Veterinaria — Faculdade de Medicina
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ABSTRACT

Sodium monofluoroacetate (SMFAC) or 1080 compound is a potent rodenticide, largely used
since 1945 for rodent and domestic pest control. The toxic effects of SMFAC are caused by
fluorocitrato, a toxic metabolite, which has a competitive action with aconitase enzyme,
leading to citrate accumulation and interferes in energy production by Krebs cycle blockade.
In Brazil, although prohibited by law, there is illegal use, keep causing intoxication in
children and domestic animals, specially dogs and cats. The most common intoxication
clinical signs are from the cardiac and neurological alterations. In the present study, 16
domestic cats were intoxicated with oral doses of monofluoroacetate (0.45mg/kg). The
hematologic and biochemical profiles, and histophatological and blood serum toxicological
analysis by high performance liquid chromatography (HPLC) were made to looking for a
efficient diagnosis methods. The hematologic profile showed transitory leucopenia and
trombocitopenia; the biochemical profile presented hiperglycemia, increase of creatinoguinase
enzyme (CK) and creatinoquinase cardiac fraction (CK-MB), hypokalemia and
hypophosfatemia were observed. The macrocospic and histopathological findings showed
lesions characteristic of degenerative and ischemic processes. The toxicological analysis was
shown to be a simple and efficient diagnostic method. SMFAC was detected in 75% of the
serum samples analysed, and it was verified an average concentration of 0.32 pug/mL in them;
4.81% of the serum samples did not show metabolized SMFAC six hours after the induced
intoxication of the animals used in this study.

Word-key: sodium monofluoroacetate; cats; hematology; serum biochemistry; histophatology;

chromatography
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1. INTRODUCAO

O monofluoroacetato de sodio (MFAS) (composto 1080) ou é&cido
fluoroacético, identificado por Marais em 1944, foi um composto amplamente utilizado
no controle de roedores e predadores mamiferos (Atzert, 1986). O uso do MFAS esta
proibido por lei, em diversos paises, devido a sua alta toxicidade e do risco de
intoxicacOes acidentais, mas no Brasil hd evidéncias do uso ilegal e sem critérios,
causando intoxicacges, principalmente, em animais domésticos e em criancas.

O MFAS age blogueando o ciclo de Krebs por acdo do seu metabolito
toxico, o fluorocitrato, na denominada “sintese letal” (Peters, 1952). Seu metabdlito, por
sua vez, blogueia competitivamente a aconitase, impedindo a conversdo do citrato em
isocitrato, tendo como consequéncia o acumulo de citrato no organismo, principalmente
nos tecidos cardiaco e neurolégico, com diminuicdo da produgdo de ATP do organismo
em até 50%. Ocorrem também diminuicdo da oxidacdo de substratos e posterior
acumulo de ceto-substancias no sangue. O citrato acumulado no organismo, além de
seus efeitos cardiotdxicos e neurotoxicos, exerce efeito quelante sobre o célcio sérico
provocando a hipocalcemia (Gal et al, 1956;). A ac¢do neurotéxica do monofluoroacetato
esta também relacionada aos acimulos de citrato, glicose, glicogénio e amonia cerebral
e aos distarbios em mecanismos mediados pelo GABA, com a saida de ions cloro e
sintese de glutamina cerebral (Novak et al, 1972).

O acido monofluoroacético também pode ser encontrado naturalmente como
principio ativo de algumas plantas toxicas no Brasil, Australia e Africa do Sul (Oliveira,
1963). No Brasil, é encontrado na Palicourea marcgravii (“erva-de-rato, cafezinho”) e
na Arrabidea bilabiata (“trepadeira da varzea da Amazonia”) que causam importantes
prejuizos nos rebanhos bovinos e ovinos, provocando a morte subita principalmente em
bovinos (Palermo-Neto & Moraes-Moreau, 1995).

As alteracdes clinicas relacionadas a intoxicacdo pelo MFAS sdo muito
varidveis devido a grande sensibilidade individual e as diferencas entre as espécies
acometidas (Mcilroy, 1981). A cardiotoxicidade é manifestada clinicamente com
arritmias de graus variados até fibrilacdo e parada ventriculares; a neurotoxicidade
apresenta-se como ataxia, excitacdo e convulsdes (Raabe, 1981; Humprhejs, 1988;
Collicchio-Zuanaze et al., 2006). A termorregulacdo também ¢é afetada pela diminuicao
da producdo de energia, ocorrendo quadros de hipotermia, principalmente em gatos, ao
contrario dos cdes que apresentam comumente hipertermia (Marrazzi & Holliday, 1981;
De Paula, 2000; Collicchio-Zuanaze et al., 2006).
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A hiperglicemia, resultante do aumento da demanda de glicose e glicogénio
como fonte de energia do metabolismo anaerdbico e o aumento do cortisol enddgeno, é
comum na intoxicacdo por MFAS. (Ballard & Hyde, 1967; Marrazzi & Holliday,
1981;).

Os sinais clinicos iniciais comuns na intoxicacdo por MFAS em humanos
sdo caracterizados por manifestacbes gastrointestinais como vomito e diarréia
acompanhados também de dor abdominal, alteracGes respiratdrias, agitacdo e
convulsdes. Sinais eletrocardiograficos sdo caracterizados com alteracdes inespecificas
de repolarizagdo ventricular. Hipocalcemia e hipocalemia, assim como hipotenséo e
acidose metabolica também sdo alteracdes descritas em humanos (Chi-Ch et al., 1996).

O diagnostico definitivo da intoxicacdo pelo MFAS pode ser realizado por
meio da analise toxicoldgica, que foi desenvolvida principalmente para deteccdo
qualitativa em iscas liquidas, amostras de solo, sangue, tecidos e plantas tdxicas
contendo o acido fluoroaceético. A técnica de cromatografia em camada delgada pode ser
utilizada e consiste em identificar o MFAS a partir de misturas extraidas de &cido
férmico e fluoreto de sddio para determinacfes fluorométricas em placas de celulose
com a utilizacdo do revelador Azul do Nilo a 0,4% (Mcgary & Meloan, 1982; Sakai &
Miyahara, 1981).

A analise quantitativa do MFAS pode ser realizada com técnicas de
cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Kramer,
1984; Ozawa & Tsukioka, 1989; Allender, 1990; Minnaar et al., 2000; Demarchi et al.,
2001; Sporkert et al., 2002). A cromatografia gasosa para a identificacdo do MFAS foi
desenvolvida a partir da sua determinacdo como &cido livre em solventes aquosos
(Kimball & Mishalanie, 1993). Estudos anteriores descreveram um método bastante
sensivel por eletroforese de zona capilar, para deteccdo do MFAS em iscas contendo
este rodenticida (Fuyu et al., 1996).

Zeferino et al. (2005) desenvolveram um procedimento analitico rapido,
simples, econdmico, preciso e exato de quantificacdo do MFAS em amostras de soro
sanguineo de gatos. O método consiste em HPLC com detector de condutividade onde é
realizada a extracdo liquido-liquido. A andlise individual das amostras é efetuada
utilizando uma coluna de troca iénica, MFASe mdvel composta de solugdo aquosa de
acidos acético e metanosulfénico. Observaram, neste método, uma reducéo significativa
no consumo de solventes e no tempo das andlises quando comparado aos métodos

morosos e dispendiosos relatados em literatura (Kramer, 1984; Minnaar et al., 2000).
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O tratamento da intoxicacdo pelo MFAS consiste basicamente em medidas
de suporte, como o controle das convulsdes. A utilizacdo do monoacetato de glicerol
como um possivel antidoto para a intoxicacdo pelo MFAS foi amplamente estudada
(Chenoweth et al., 1951; Rammell et al. 1985; Schvartsman, 1991, De Paula, 2000); .
No entanto, seus efeitos contra a “sintese letal” do MFAS séo efetivos se administrado
até 20 minutos apds o contato com o toxico (Peters & Morselli, 1965). Outras tentativas
terapéuticas incluem estudos sobre o uso de gluconato ou cloreto de célcio associado ao
succinato de sédio em camundongos, com eficiéncia significativa (Omara & Sisodia,
1990). Os gatos também respondem bem ao tratamento com gluconato de célcio e
succinato de sédio como protocolo terapéutico da intoxicagdo (Collicchio-Zuanaze et
al., 2006).

Desde que o MFAS foi introduzido como agente rodenticida nos EUA em
1946, diversos casos de intoxicacdo no homem e nos animais domésticos foram
registrados, o que vem estimulando pesquisas a respeito das formas clinicas de
intoxicacdo e pela procura de um antidoto potencialmente efetivo, assim como métodos
diagnosticos mais eficientes (Omara & Sisodia, 1990).

A avaliacdo de pardmetros laboratoriais especificos também é de grande
importancia para a determinacdo de peculiaridades e de alteracGes decorrentes da
intoxicacdo pelo monofluoroacetato. No presente estudo, foram realizadas avaliacdes
hematoldgicas, bioquimicas séricas, histopatoldgicas e toxicolégicas como auxilio ao
diagndstico da intoxicagdo em gatos.

Os dados de literatura sdo escassos em relacdo a intoxicacdo por MFAS em
gatos, ndo havendo dados cientificos suficientes para um diagnostico rapido e eficaz. Na
medicina humana, sdo registrados principalmente casos de intoxicacdo acidental por
MFAS em criancas e em adultos como tentativas suicidas, apresentando, em sua
maioria, quadros clinicos irreversiveis evoluindo ao oObito. O tratamento intensivo é
apenas sintomatico, ndo havendo um antidoto especifico ou terapia comprovadamente
eficaz.

Em veterinaria, os cées e gatos sdo as principais espécies acometidas pelo
MFAS, sejam em intoxicacdes acidentais ou criminosas, sendo freqiientes os
atendimentos clinicos destes animais, com a suspeita de intoxicacdo por esse agente, no
Hospital Veterinario da FMVZ-Unesp, em Botucatu (Aptekman et al., 2003). Os
rodenticidas foram responsaveis por até 15,8% das intoxicacbes em caes e gatos
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atendidos no Hospital Veterinario da USP em Sdo Paulo, no periodo de 1998 a 2000
(Xavier et al. 2002).

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

O objetivo deste estudo foi a avaliacdo do perfil hematoldgico e bioguimico,
bem como, das alteracBes histopatoldgicas e toxicolégicas de gatos intoxicados
experimentalmente com o monofluoroacetato de sodio estabelecendo parametros para

uma triagem diagndstica laboratorial.

2.2. Objetivos especificos
- avaliacdo das alteragdes hematoldgicas de gatos intoxicados
experimentalmente com monofluoroacetato de sédio por meio de hemograma completo

e contagem de plaquetas;

- avaliacdo das alteracdes bioguimicas séricas dos animais intoxicados por
meio de dosagens de glicose, creatinina, uréia, enzimas lactato desidrogenase (LDH),
creatinoquinase (CK), creatinoquinase fracdo cardiaca (CK-MB), fosfatase alcalina
(FA), alaninoaminotransferase (ALT), gamaglutamiltransferase (GGT) e dos ions sodio,
potéssio, calcio total, fésforo, cloro e magnésio;

- avaliacdo descritiva das alteracBes anatomopatologicas por meio dos
achados de necropsia e avaliacBes histopatologicas dos animais que vieram a Obito

durante a intoxicagao experimental;

- analise descritiva da dosagem toxicolégica quantitativa do
monofluoroacetato de sodio no soro dos animais intoxicados, para detectar e quantificar

a presenca do tdxico ndo metabolizado circulante no organismo destes;

- estabelecimento de um método diagndstico definitivo para a intoxicacao

por MFAS em gatos por meio das dosagens toxicoldgicas;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Definicdo e mecanismo de agdo toxicologica do monofluoroacetato de sddio
(MFAS)

Os monofluoroacetatos ou acidos monofluoroacéticos (FCH,-COO-Na),
dentre estes o monofluoroacetato de sodio (MFAS) sdo compostos que foram
amplamente utilizados no controle de roedores e predadores mamiferos. Foi
denominado também de composto 1080 para representar o seu nimero de série em
laboratdrio, na sua sintese durante a Il Guerra Mundial (Kalmbac 1945; Atzert, 1986).

O MFAS é uma substancia hidrossollvel, insipida e extremamente toxica
para roedores, homem e outros mamiferos, podendo ser causa de intoxicacOes
acidentais, principalmente em cées e gatos (Omara & Sisodia, 1990).

A utilizacdo do MFAS foi limitada ou proibida em alguns paises, sendo
necessario seguir normas técnicas impostas pela ASTM (American Society for Testing
and Materials) ou por 6rgdos governamentais relacionados a satde publica. Em paises
com uso restrito, como nos Estados Unidos, Austrdlia e Nova Zelandia, esse esta
relacionado principalmente ao controle de predadores domésticos (Palermo-Neto &
Moraes-Moreau, 1995; O’Hagan, 2004). No entanto, 0 uso no Brasil faz-se de forma
ilegal, pois os acidos fluoroacéticos estdo proibidos no pais segundo Portaria 326 de
novembro de 2005 estabelecida pelo Ministério da Sadde (Brasil, 2005).

O é&cido fluoroacético foi identificado por Marais (1944) como o principio
toxico de uma planta encontrada na Africa do Sul, de nome Dichapetalum cymosum
(“gifblaar™), conhecida por causar intoxicacdes em ovelhas (Vickery & Vickery, 1973).
No Brasil, esse principio ativo pode ser encontrado em plantas como Palicourea
marcgravii St Hil (rubiaceae) (Oliveira, 1963) e Arrabidea bilabiata (Krebs et al.,
1994). Em outros paises da América do Sul, o mesmo principio ativo pode ser
encontrado na Acacia georginae (Oerlich & Mc Ewan, 1962); na Australia, encontra-se
no Gastrolobium spp e no Oxylobium spp. (Aplin, 1968).

A toxicidade do monofluoroacetato ocorre pela agdo do fluorocitrato, seu
metabolito ativo, formado no organismo por meio da denominada “Sintese Letal”
(Peters, 1952; Gal et al., 1956). O MFAS ¢ incorporado a acetil coenzima A formando a
fluoroacetil coenzima A. Esta, por sua vez, conjuga-se ao oxaloacetato no ciclo de
Krebs, formando o fluorocitrato que age competitivamente, bloqueando a agdo da

aconitase. Com o bloqueio desta enzima no ciclo de Krebs, deixa de ocorrer a conversao
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de citrato em isocitrato, interrompendo diretamente o ciclo e a producdo de ATP no
organismo intoxicado com consequente acimulo de citrato em varios tecidos (Figura 1).
(Gal et al. 1956; Omara & Sisodia, 1990).

O bloqueio do ciclo de Krebs na intoxicacdo pelo MFAS provoca uma
importante reducdo do metabolismo da energia oxidativa e também uma diminuicéo na
oxidacdo do acetato e da sintese hepatica de acetoacetato. A utilizacdo de acetoacetato
nos tecidos € inibida e ha um acumulo de ceto-substancias no sangue, que Sao
excretadas pela urina. A diminuicéo da utilizacdo de piruvato na incorporagéo de CO,
nos acidos organicos também é verificada (Novék et al., 1972).

MFAS
Carboidratos l
/ fluorocitrato
piruvato acidos graxos
N «
acetil CoA
Oxalacetato —— > citrato BLOQUEIO
(ACONITASE)
iso-citrato
Malato
Fumarato

\ Oxo-glutarato
Succinato <«—

Figura 1. Ciclo de Krebs e o bloqueio deste pelo fluorocitrato (adaptado de Novék et al., 1972).
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3.2. Toxicidade do MFAS pela “Sintese Letal” e aspectos clinicos da intoxicacao.

O bloqueio da enzima aconitase ap6s a “Sintese Letal” com conseqiente
acumulo de citrato no organismo promove uma a¢do quelante do célcio sérico (Omara
& Sisodia, 1990). O acumulo de citrato é mais pronunciado nos rins e figado, segundo
estudo de Spencer & Lowenstein (1967), em ratos intoxicados experimentalmente, mas
também podem acumular no miocardio e cérebro, conforme estudo em coelhos (Huang
et al., 1980). As consequéncias do acumulo do citrato, em determinados &rgdos
relacionados a regulacdo da sintese de &cidos graxos, sdo discutidas. (Spencer et al.,
1967). A distribuicdo do citrato no tecido renal e a reducdo de ATP no mesmo,
caracteriza-se por um acumulo progressivo, do citrato, da regido cortical para a medular
(Simonnet et al., 1980).

A excrecéo do citrato acumulado no organismo esté diretamente relacionada
as condigBes metabdlicas do organismo durante a intoxicagdo por MFAS. H& uma
consideravel diminuicao da excrecdo do citrato nos quadros de acidose e acidificacdo da
urina. O citrato, em concentragfes normais, age como um precursor da acetil-coenzima
A na sintese de 4cidos graxos em varios 6rgdos (Grollman et al., 1961).

O fluorocitrato também é metabdlito cardiotéxico do quimioterapico 5-
fluorouracil (Folb, 1984). Lemaire (1992) demonstraram que a cardiotoxicidade deste
medicamento poderia ser causada pela presenca de impurezas presentes na sua
formulagdo injetavel e o fluorocitrato foi detectado na urina de pacientes humanos
tratados com 5-fluorouracil.

Sikulova & Novak (1970) estudaram o efeito protetor do MFAS em ratos
submetidos a diferentes graus de radiacdes, ap0Os injecdo intraperitonial do toxico.
Houve uma maior taxa de sobrevida apos a radiacdo entre 0s animais que apresentaram
um maior declinio na temperatura corporea em temperatura ambiente controlada. Estes
autores concluiram que a diminuicdo dos processos metabolicos nestes animais foi
decisiva para diminuir a sensibilidade do organismo a radiacéo.

Em outro estudo, Vacék et al. (1970) estudaram o efeito protetor do
monofluoroacetato de sddio sobre as células hematopoiéticas de camundongos apos
serem submetidos a radiacdo. Neste estudo, observou-se que a administracdo do MFAS,
antes de uma exposicdo celular a radiacdo, promoveu efeito protetor sobre a
hematopoiese. No entanto, a administracdo do MFAS isoladamente, causou uma
inibicdo transitéria da capacidade proliferativa das células progenitoras hematopoiéticas

na medula éssea.
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Corsi & Granata (1967) estudaram as diferencas na toxicidade do
monofluoroacetato nas mitocéndrias do coracdo, dos rins e do cérebro. A taxa de
oxidacdo de alguns substratos mostrou-se muito reduzida em mitocdndrias isoladas nos
diversos tecidos de ratos intoxicados com o monofluoroacetato. Diferencas também
foram evidenciadas entre mitocondrias de figado e rins sob a agdo do MFAS “in vitro”.

Swanson & Graham (1994) estudaram os efeitos do MFAS no metabolismo
de astrdcitos de ratos, “in vitro”, e concluiram que os efeitos deste composto resultam
da diminuicdo do metabolismo energético das células da glia. O MFAS reduz a sintese
de neurotransmissores inibitdrios no cérebro, como glutamina, glutamato e GABA.

Burande et al. (1983) estudaram os efeitos cardiotonicos do MFAS em
coracdo isolado de sapo e verificaram que o fluorocitrato, seu metabdlito toxico,
produziu efeito inotropico positivo, sem aumentar a freqiiéncia cardiaca. Houve também
acentuado acumulo de citrato intracelular no tecido cardiaco.

As doses orais toxicas do MFAS descritas nas diferentes espécies sdo: 0,2-
7mg/kg em roedores, 0,5-2mg/kg em humanos, 0,3-0,7mg/kg em caprinos, 0,5-
1,75mg/kg em equinos, 0,3-0,4mg/kg em suinos, 0,15-0,62mg/kg em bovinos, 0,25-
0,5mg/kg em ovinos, 10-30mg/kg em aves, 0,096-0,2mg/kg em caninos e 0,3-0,5mg/kg
nos felinos. (Humphrejs, 1988).

A sensibilidade celular ao MFAS pode ser bastante variavel, podendo esta
variacao ser atribuida a diferengcas morfologicas e também ao grau de permeabilidade da
membrana celular ao téxico. Diferencas funcionais entre grupos celulares também
podem influenciar a sensibilidade ao MFAS (Buffa & Pasqualli-Ronchetti, 1977). Esta
variacdo na resposta celular ao MFAS pode ser um dos fatores responsaveis pelos
diferentes graus de sensibilidade entre as espécies animais durante a intoxicagao.

A sensibilidade individual dos animais ao MFAS € relatada no estudo
relativo aos mamiferos jovens e fémeas mamiferas aquaticas em cio, onde estes foram
mais sensiveis ao MFAS quando comparados a outros animais da mesma espécie. Os
dois grupos de mamiferos estudados apresentaram sinais clinicos semelhantes, mas
houve variacdes entre as espécies no periodo de laténcia, frequéncia e duracdo dos
sinais clinicos. Concluiu-se também, que aves sdo mais resistentes do que outras
espécies animais (Mcilroy, 1981).

Eastland & Beasom (1986), em estudo sobre sensibilidade de “racoons ou
mao pelada” (Procyon lotor) ao MFAS, em diferentes temperaturas ambientes,

concluiram que h& maior sensibilidade ao toxico em temperaturas elevadas (23 a 37°C)
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do que em temperaturas baixas (13 a 23°C). Sugeriram, neste estudo, que a temperatura
ambiente altera o metabolismo individual e a sensibilidade ao MFAS e que existem
variacgdes entre as espécies de acordo com sua fisiologia e pelagem.

Os efeitos clinicos da intoxicacdo sdo divididos entre a cardiotoxicidade e
neurotoxicidade do MFAS no organismo. Esta toxicidade, bem como a intensidade dos
sinais clinicos, é dose-dependente e variam de acordo com a espécie animal, além das
variagdes individuais (Mcilroy, 1981).

Os efeitos cardiacos sdo caracterizados por arritmias incluindo fibrilacdo e
parada ventricular que resultam da acéo direta do fluorocitrato nas células do miocardio
pelo acimulo de citrato e conseqliente hipdxia celular (Noguchi et al., 1966). Ocorrem
predominantemente em equinos, caprinos, coelhos e macacos. A neurotoxicidade é
manifestada pela ocorréncia de hiperexcitabilidade e convuls6es. Nos caes, as alteracdes
no SNC sdo predominantes. Os felinos, suinos, bovinos e roedores podem apresentar a
forma mista, isto é, com manifestacdes clinicas cardiacas e neurolégicas (Humpherejs,
1988). Esta classificacao, por grupos sintomaticos, vem sendo contestada, pois todas as
manifestacdes clinicas descritas sdo comuns aos animais, em maior ou menor grau,
dependendo da sensibilidade da espécie acometida (Sherley 2004).

Gatos intoxicados com o MFAS podem apresentar vomitos, sialorréia,
respiracdo abdominal rapida, marcante hiperexcitabilidade a luz e a estimulos externos,
vocalizagdo, convulsbes, midriase irresponsiva a luz (Gammie, 1980; Collicchio-
Zuanaze et al., 2006). Ovinos intoxicados apresentam dispnéia, cianose, convulsoes,
falha cardiada e morte subita (Schultz et al., 1982).

A intoxicagdo, em ruminantes, ocorre principalmente pela ingestdo de
plantas toxicas contendo como principio ativo o monofluoroacetato de sodio e a
manifestacdo clinica comum é a morte subita (Kemmerling, 1996; Tokarnia et al.,
2002). A espécie bovina é comumente acometida pelos plantas tdxicas como a
Palicourea marcgravii, que contém o acido monofluoroacético como principio ativo, e
que esta presente nas pastagens do Brasil (Tokarnia & Ddbereiner, 1986). Os animais
subitamente caem ao chdo, principalmente quando sdo colocados em movimento, e vao
a 6bito em poucos minutos, caracterizando um quadro de morte subita pelo MFAS
(Tokarnia et al., 1990). Em eqiinos intoxicados experimentalmente com a mesma planta
toxica, a sintomatologia neuroldgica € mais freqlente, como sudorese intensa,

inquietacdo, tremores, movimentos involuntarios da cabeca ou corpo com mioclonias,
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incoordenacado, flacidez labial, e também sinais cardiorrespiratorios menos intensos,
como pulso jugular positivo, taquipnéia e mucosas congestas (Tokarnia et al., 1993).

Raabe (1981) estudou a inibi¢do dos neurdnios inibitorios no cortex motor de
gatos adultos sob agcdo do MFAS, verificando o aumento da concentragdo de amonia no
SNC. No entanto, o efeito do toxico, nesta inibi¢do, ocorreu por agdo direta do MFAS
no cortex cerebral e ndo mediado pelo aumento da aménia. O estudo mostrou que a
inativacdo prévia da saida de ions cloro nos neurénios motores causa inibicao cortical
pos-sinaptica da geracdo do potencial de acéo.

Marrazzi & Holliday (1981) compararam as convulsfes induzidas pela
hipoglicemia insulinica com aquelas provocadas pelo MFAS e constataram que ambas
sdo de origem metabdlica, sendo que a primeira reduz a concentracdo de glicose para o
cerebro, por reduzir a glicemia e conseqlientemente reduz todas as formas de oxidagao
da glicose. Ja na intoxicacao pelo MFAS, ocorre especificamente o bloqueio do ciclo de
Krebs e as convulsdes ocorrem pela diminui¢éo do suprimento energético cerebral.

O MFAS também tem influéncia direta sobre o sistema efetor da
termorregulagdo. A agdo do fluorocitrato no bloqueio seletivo do ciclo de Krebs
provoca, secundariamente, uma diminuicdo na producgdo de calor e do metabolismo
aerobico com consequente hipotermia (Misustova et al., 1969).

A termorregulacao também ¢ influenciada pela producédo e condutividade de
calor do corpo, que é um fator fisico e pela temperatura ambiente, que é um importante
fator externo (Misustova et al. 1971; Haskins, 1995). A producdo e a condutividade de
calor corpdreo sdo altamente influenciadas pelo suprimento energético proveniente das
reservas glicoliticas (Haskins, 1995).

Gatos intoxicados pelo MFAS apresentam frequentemente hipotermia
(Collicchio-Zuanaze et al., 2006). Por outro lado, cées intoxicados com MFAS
apresentam inicialmente hipertermia (De Paula, 2000), verificada durante os periodos de

hiperexcitabilidade e convulsGes tdnico-clénicas.
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3.3. Métodos diagnosticos e terapéuticos da intoxicacdo pelo MFAS
3.3.1. Aspectos clinicos e laboratoriais

O diagnostico da intoxicacdo pelo MFAS € realizado basicamente pelo
historico de ingestdo do toxico e pelos achados clinicos. No entanto, os sinais clinicos
da intoxicagdo sdo pouco especificos e existem poucos estudos relacionados ao
diagnostico, com o auxilio laboratorial, e ao prognéstico do animal intoxicado pelo
MFAS (Chi et al., 1996 e 1999, O’Hagan, 2004).

Na intoxicacdo aguda pelo MFAS, o aparecimento dos sinais clinicos
acontece, em média, a partir de 30 minutos a duas horas do contato com o toxico. As
intoxicacOes sub-agudas e cronicas podem ocorrer principalmente em ruminantes, sendo
mais comum em ovelhas, com a ingestdo crénica do monofluoroacetato encontrado em
algumas espécies de plantas toxicas (Oliver et al., 1979).

Gammie (1980) relatou um caso de intoxicagdo por MFAS em gato com
quadro clinico de evolucao de seis horas ap0s ingestdo do tdxico. O animal apresentou
vomitos, respiracdo abdominal rapida, marcante hiperexcitabilidade a luz e aos
estimulos externos, moderada congestdo pulmonar bilateral, mucosas normocoradas e
midriase irresponsiva & luz. Sialorréia e vocalizagdo também foram observadas. Estas
manifestacdes clinicas também foram verificadas em estudo de intoxicacéo
experimental em gatos, além de hipotermia e alteracGes inespecificas de repolarizacao
ventricular (Collicchio-Zuanaze et al, 2006).

Em estudo retrospectivo no homem, Chi et al. (1996 e 1999) observaram que
0s sintomas comuns foram desconforto abdominal, vomito e diarréia. Os achados
eletrocardiograficos apresentaram alteracdes inespecificas de segmento ST e
anormalidades na onda T. Hipocalcemia e hipocalemia foram as alteracGes eletroliticas
comuns. Concluiram também neste estudo, que quadros de hipotensdo, acidose
metabolica e aumento de creatinina sérica sugerem mau prognastico.

Manifestacdes clinicas neurolégicas também sdo descritas no homem com a
ocorréncia de convulsdes tonico-clonicas, hiperexcitabilidade e desorientacdo
(Robinson et al., 2002).

Insuficiéncia renal aguda oligdrica ou ndo-oligurica também ja foi descrita
no homem e sugeriu a ocorréncia de nefropatia na intoxicacdo pelo MFAS nesta espécie
(Chung, 1984).
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Coelhos intoxicados experimentalmente com o MFAS apresentaram
alteracdes de comportamento, hipotermia, diminuicdo da freqiiéncia cardiaca, fibrilacao
ventricular e obito geralmente ap6s episédio convulsivo. Observaram que as convulsfes
e a fibrilacdo ventricular iniciavam, geralmente, ap6s uma estimulacdo externa ou na
contencdo dos animais, sugerindo que o aumento na liberacdo de catecolaminas durante
a intoxicagdo poderia exercer fator desencadeador das altera¢fes cardiacas fatais nestes
animais (Huang et al. 1980).

Peters et al. (1981) reportaram um caso de intoxicacdo sub-aguda
ocupacional por MFAS no homem, cuja convulsdes e arritmias cardiacas representaram
sinais terminais.

O citrato sérico pode ser investigado como um indicador periférico da
presenca de compostos que inibam o seu metabolismo, como €é o caso do MFAS, que
exerce esta toxicidade por meio do seu metabdlito toxico, o fluorocitrato (Bosakowski
& Levin, 1986). Estes autores compararam 0s efeitos deste composto em cées e ratos,
nos quais o aumento dos niveis de citrato sérico estava relacionado ao aparecimento e a
gravidade dos sinais clinicos e posterior 6bito. Os niveis de célcio sérico total sdo
inversamente proporcionais aos niveis de citrato sérico, explicando assim, o efeito
quelante do célcio.

Egyed (1978) verificaram que a elevacdo dos niveis de citrato nos tecidos
pode indicar intoxicacdo por compostos organofluorados em humanos. No entanto, em
outro estudo da avaliacdo clinica e histopatoldgica da intoxicacdo por MFAS em
ovelhas, Schultz et al. (1982) concluiram que os niveis de citrato no sangue ou tecidos
ndo caracterizam valor diagnostico definitivo.

Williamson (1967) estudou o efeito do MFAS no metabolismo da glicose na
perfusdo cardiaca, relacionando o acimulo de citrato tecidual com seu efeito direto na
inibicdo da enzima fosfofrutoquinase. Este autor concluiu que o MFAS afeta
diretamente o metabolismo dos carboidratos, com efeitos deletérios sobre a funcao
cardiaca, por inibi¢do da glicolise e diminui¢do do suprimento energético.

O MFAS também aumenta os niveis de glicose e glicogénio séricos, assim
como, a concentracdo de amonia cerebral. A hiperglicemia pode ser um achado
consistente na intoxicacdo por este composto (Marrazzi & Holliday, 1981).

A hiperglicemia induzida pelo MFAS é decorrente do aumento dos niveis de
cortisol enddégeno, que tem seu metabolismo prejudicado pela diminuicdo dos niveis de

ATP necessarios para a metabolizacdo do cortisol no figado. Ocorre conseqiientemente
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uma hiperglucagonemia acompanhada de hipoinsulinemia nos animais intoxicados
(Ballard & Hyde 1967).

Schultz et al. (1982) estudaram as alteracbes macroscopicas e
histopatoldgicas em ovelhas intoxicadas experimentalmente com MFAS e verificaram, a
macroscopia, a presenca de congestdo venosa, edema pulmonar e hidropericardio,
hemorragias no epicardio e endocardio e palidez miocardica; a histopatologia, esses
achados foram confirmados, acrescidos de degeneracdo e necrose multifocal
miocardica.

Tokarnia et al. (1990) observaram &reas de necrose cardiaca, figado em noz
moscada com areas de degeneracdo hidrdpica, esteatose e necrose; infiltrado
mononuclear, edemas generalizados com ascite e hidrotorax; degeneracdo hidropica
tubular e degeneracdo albuminosa granular nos bovinos intoxicados experimentalmente
com MFAS. A degeneracdo renal hidropica vacuolar, em ruminantes, pode ser
encontrada em apenas 60% dos animais intoxicados experimentalmente com o acido
fluoroacético, ndo sendo, portanto diagnéstico definitivo da intoxicacao.

Tokarnia et al. (1993), em estudo de intoxicacdo experimental com MFAS
em equinos, ndo observaram alteracGes macroscopicas. No entanto, a histopatologia
demonstrou degeneraces renal e hepatica, necrose miocardica, gastroenterite com
predominio de polimorfonucleares e tumefacdo, vacuolizacao e necrose das células
parietais.

Trabes et al. (1983) relataram um caso de intoxica¢do aguda em humano,
cujo acompanhamento com repetidas tomografias computadorizadas demonstrou atrofia
cerebral difusa, dilatacbes da cisterna basal, dos ventriculos laterais e do terceiro
ventriculo. O paciente apresentou sinais agudos de nauseas, vomitos, dor abdominal,
convulsdes, coma e permaneceu com alteragdes neurolégicas de disfuncdes cerebelares,
distdrbios de memdria e comportamento depressivo 18 meses apés a intoxicacao.

Um caso de intoxicacdo sub-aguda em homem foi relatado por Peters et al.
(1981), com a ocorréncia de 6bito por pneumonia aspirativa. A autopsia, observaram
congestBes pulmonar, hepéatica e renal. A avaliacdo histopatoldgica demonstrou
miocardite intersticial focal e congestfes dos pulmdes, figado e rins.

O’Hagan (2004) apresentou um relato de sete cdes intoxicados com 0 MFAS
acidentalmente em uma propriedade na Australia, que utilizou o toxico para o controle

de predadores domésticos. Estes animais vieram a ébito e & macroscopia, observou-se



Revisiio de Literatina

palidez no trato gastrointestinal. Os achados histopatologicos foram congestdo e
hemorragia dos rins e pancreas, além de congestao e degeneracéo gordurosa hepaticas.

Em outro estudo, os achados histopatoldgicos, em cdes intoxicados
cronicamente com 0,03 mg/kg/dia de MFAS via oral durante 3 meses, evidenciaram
inimeras vacuolizagdes cerebrais (Yamashita et al., 2004).

Intoxicacdes secundarias a ingestdo de carcacas contaminadas e de residuos
toxicos presentes no conteddo do vémito de animais intoxicados pelo MFAS, sao
descritas na literatura (Heyward & Norbury, 1998; Gooneratne et al., 1995; Eason,
2002).

Schultz et al. (1982) e anteriormente Annison et al. (1960) concluiram que o
MFAS tem efeito acumulativo em ovinos em doses sub-letais que podem causar o 6bito
destes animais em intoxicagoes cronicas.

Eason et al. (1994) estudaram os riscos do consumo de carnes ovina e
caprina provenientes de areas que utilizam o MFAS para o controle de predadores
domésticos e também a possibilidade de intoxicacdo secundaria no homem. Estes
autores analisaram a presenca de residuos do toxico no sangue, musculo, figado e rins.
A meia-vida plasmética do MFAS foi de 10,8 horas em ovinos e 5,4 horas nos caprinos
e as concentracdes nos demais orgaos foram inferiores as do plasma e persistiram em
doses baixas por até 96 horas. No entanto, acreditam ser pouco provavel a intoxicacao
no homem, secundaria ao consumo da carne destes animais.

A persisténcia de residuos em coelhos, intoxicados experimentalmente pelo
MFAS, ¢é dose-dependente e a concentracdo de 1080 nos musculos esqueléticos, rins e
figado foi significativamente menor do que no plasma. Esta concentracdo e a retencao
do MFAS nos tecidos diminuem substancialmente com o tempo ap6s a putrefacdo das
carcacas (Gooneratne et al., 1995). Estes autores também sugeriram que a intoxicagao
secundaria de cdes seria possivel devido a sua extrema sensibilidade ao tdxico, mas
pouco provavel em aves, que sao mais resistentes.

O diagnostico definitivo da intoxicacdo pelo MFAS pode ser realizado por
meio da andlise toxicolégica e identificacdo do toxico. A utilizacdo de métodos
qualitativos é a mais comum e estes foram desenvolvidos principalmente para deteccao
em iscas liquidas, amostras de solo, sangue, urina, tecidos e plantas toxicas contendo o
acido fluoroacético (Sakai et al., 1981). Parte do MFAS pode ser excretada pela urina na
sua forma ndo-metabolizada (Simonnet et al., 1974). O MFAS também é metabdlito
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cardiotoxico do quimioterapico 5-fluorouracil (Folb, 1984). Lemaire et al. (1992)
detectaram o MFAS na urina de pacientes humanos tratados com 5-fluorouracil.

A técnica de cromatografia em camada delgada é utilizada para identificar o
MFAS a partir de misturas extraidas de &cido formico e fluoreto de sddio para
determinac@es fluorométricas em placas de celulose com a utilizagdo do revelador Azul
do Nilo a 0,4% (Mcgary et al., 1982; Sakai et al., 1981).

A andlise quantitativa pode ser realizada com técnicas de cromatografia
gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta performance (HPLC) (Kramer, 1984;
Ozawa & Tsukioka, 1989; Allender, 1990; Minnaar et al., 2000; Demarchi et al., 2001,
Sporkert et al., 2002; Zeferino et al., 2005). O método em cromatografia gasosa foi
desenvolvido a partir da determinacdo do MFAS como &cido livre em solventes aquosos
(Kimball & Mishalaine, 1993). Estudos mais recentes descreveram um metodo bastante
sensivel por eletroforese de zona capilar, para deteccdo do MFAS em iscas contendo o
rodenticida (Fuyu et al., 1996).

A determinacdo do MFAS em tecidos bioldgicos e iscas foi realizada por
Allender (1990), por meio da cromatografia gasosa com extracdo em acetona e agua e
derivatizagdo com brometo de pentafluorobenzil, demonstrando ser uma técnica de alta
sensibilidade com baixos limites de deteccdo. Anteriormente, Casper et al. (1985)
determinaram a quantificacdo do MFAS por cromatografia gasosa com espectometria de
massa e derivatizacdo do extrato das amostras bioldgicas também em pentafluorobenzil.
No entanto, a extracdo do MFAS foi realizada com a utilizacdo de tungstato de sddio e
acetato de etila.

Em outro estudo, Kimball & Mishalaine (1993) determinaram o MFAS
como acido livre em solvente aquoso por cromatografia gasosa com detector de massa
seletivo utilizando colunas capilares de polietilenoglicol.

A determinacéo qualitativa do MFAS também foi realizada em rins, figado e
estbmago e em iscas, com a utilizacdo de ester benzil em cromatografia gasosa
(Hoogenboom & Rammell, 1987). Estes autores compararam metodos de detec¢do com
benzilacdo ativada por pirolise de sal de aménio quaternario e concluiram que os limites
de deteccdo foram menores na deteccdo por foto-ionizacdo, quando comparados ao
método de deteccdo por ionizacdo em chama.

Outro método descrito de analise do MFAS por cromatografia gasosa com
espectometria de massa (Sporkert et al., 2002), consistiu na microextragdo em MFASe

solida, por meio de amostras acidificadas de carboxi-divinilbenzeno, e derivatizacao
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com 1-pirenildiazometano, demonstrando alta sensibilidade com baixos limites de
deteccdo.

Demarchi et al. (2001) realizaram a otimizacdo de um método descrito
anteriormente por Ozawa & Tsukioka (1989), onde foram determinadas concentracGes
do MFAS por cromatografia gasosa em amostras de sangue de coelhos. A extragédo do
MFAS otimizada foi obtida com a utilizagdo de colunas de alumina e a derivatizagdo em
acetato de etila, utilizando-se o dicyclohexylcarbodiimide (DCC) como catalisador da
reacdo e o 2,4 dichloroaniline (DCA) como agente da derivacdo para detecgdo no
cromatografo. A purificacdo do derivado foi realizada com a utilizacdo de acetonitrila e
a injecao no cromatdégrafo com hexano como a MFASe movel.

Técnicas de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) também
foram descritas para determinacdo quantitativa do MFAS em amostras bioldgicas, iscas
e para identificacdo do principio ativo de plantas toxicas como a Dichapetalum
cymosum e Palicourea marcgravii, (Minnaar et al., 2000). Estes autores determinaram o
MFAS em amostras de plantas toxicas, figado bovino e rimen em HPLC com coluna
organica de andlise acida a temperatura ambiente, &cido fosférico como eluente e
deteccdo ultravioleta. Concluiram que as caracteristicas descritas proporcionaram uma
boa quantificacdo do agente toxico.

Em outro estudo, Minnaar et al. (2000) identificaram 0 MFAS em amostras
biol6gicas mantidas a temperatura ambiente e concluiram que houve uma perda de 50%
na identificacdo ap6s 14 dias da colheita do material. Estes autores sugeriram que as
amostras bioldgicas contendo MFAS devem ser analisadas em até 7 dias, se mantidas a
temperatura ambiente.

Outro método descrito em cromatografia liquida consistiu na identificacéo
do MFAS em iscas e formulacBes, onde os autores realizaram a extragdo em agua e
butanona e derivatizagcdo com acetonitrila (Kramer, 1984).

Os principais diagnosticos diferenciais da intoxicacdo pelo MFAS séo feitos
para as intoxicacdes por carbamatos e organofosforados, estricnina, organoclorados,
também potentes pesticidas, e na intoxicacdo por chumbo (O’Hagan, 2004). A
toxicidade e manifestacGes clinicas destes diferem quando comparadas as do MFAS,
mas os sinais neuroldgicos agudos, principalmente no estagio convulsivo, sdo bastante
similares. O exame toxicoldgico e 0 aumento dos niveis de citrato nos tecidos podem

diferenciar a intoxicagdo pelo MFAS das demais descritas. (Egyed et al., 1977).
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3.3.2. Tentativas terapéuticas na intoxicacao pelo MFAS

A maioria das tentativas de reversédo dos efeitos toxicos do MFAS tem
falhado e poucos estudos relatam uma terapia de sucesso absoluto contra esta
intoxicacdo em animais domésticos (O’Hagan, 2004). O tratamento eficiente deve
impedir a acdo do fluorocitrato no bloqueio do ciclo de Krebs ou bloquear a réapida
metabolizacdo do monofluoroacetato em fluorocitrato, com a ac¢éo dos antidotos (Omara
& Sisodia, 1990).

O emprego de compostos fornecedores de ions acetato como 0 monoacetato
de glicerol (Monoacetin®) ou a acetamida, demonstrou resultados experimentais
satisfatorios nas intoxicagdes pelo MFAS (Chenoweth et al., 1951). No entanto, existem
controvérsias sobre sua eficacia, principalmente sobre o0 SNC, e quanto ao mecanismo
de acdo destes agentes. A auséncia de convulsées com o0 uso do Monoacetin® indica
que ha diminuicdo na sintese do fluorocitrato ou interferéncia na passagem deste pela
barreira hematoencefalica (Schvartsman, 1991).

Em outro estudo, Peters (1965) concluiu que o monoacetato de glicerol
permite um prolongamento no tempo de sobrevida quando fornecido até 20 minutos
apos a intoxicacao, 0 que representaria o tempo de metabolizacdo do monofluoroacetato
em fluorocitrato apds injecdo intraperitonial em ratos.

Rammel et al. (1985) estudaram a eficacia do tratamento da intoxicacdo pelo
MFAS em cdes com monoacetato de glicerol e concluiram que sdo necessarias doses
acima de 100mg/kg deste medicamento para se obter um aumento significativo nos
niveis de acetato circulante.

O gluconato de célcio a 10% também ¢é indicado como tratamento
coadjuvante para antagonizar a hipocalcemia causada pelo MFAS, e o succinato de
sodio e o cetoglutarato alfa sddico foram selecionados, experimentalmente, como
potentes antidotos em camundongos (Omara & Sisodia, 1990).

Um estudo realizado, em gatos, verificou que a intoxicacdo experimental
pelo MFAS intravenoso causa significante diminuicdo no calcio ionizado e grave
acidose metabolica com aumento nos niveis de lactato e piruvato (Taitelman et al.,
1983). Neste mesmo estudo, os autores verificaram que a correcdo da hipocalcemia com
cloreto de célcio prolonga o periodo de sobrevida dos animais intoxicados. No entanto,
0s animais tratados com Monoacetin® apresentaram um agravamento no quadro de

acidose metabdlica.
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De Paula (2000) concluiu, em um estudo de intoxicacdo experimental por
MFAS em cées, que ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os
animais tratados com monoacetato de glicerol, gluconato de célcio 10% e o grupo
controle sem tratamento. No entanto, quando compararam a taxa de sobrevida entre os
grupos, verificaram maior sobrevida entre os animais tratados com gluconato de calcio.

Collicchio-Zuanaze et al. (2006) verificaram que 0 uso do succinato de sédio
e gluconato de célcio a 10%, como protocolo terapéutico na intoxicacdo por
monofluoroacetato em gatos, permitiu uma normalizagdo precoce do pH, dos ions
bicarbonato e do calcio ionizado. Houve uma reversdao mais eficiente dos quadros de
acidose metabdlica e hipocalcemia. Além disso, o controle das convulsdes tetanicas
com o uso de anticonvulsivantes como 0s benzodiazepinicos e principalmente com
barbitaricos foi essencial para a sobrevida dos animais.

Norris et al. (2000) estudaram a descontaminagdo gastrointestinal com o uso
de carvdo ativado e cinco tipos de resinas de troca ibnica, por via oral, em ratos
intoxicados experimentalmente com MFAS e concluiram que o colestipol pode diminuir
a mortalidade, se utilizado até 30 minutos apés a intoxicagao.

Huang et al. (1980) estudaram o efeito profilatico da reserpina na prevencédo
dos disturbios cardiacos causados pelos derivados do acido monofluoroacético em
coelhos. A reserpina preveniu a estimulacdo adrenérgica de aminas vasoativas, liberadas
durante a intoxicacdo, como mecanismo compensatério para a deficiéncia do
suprimento energético para o coracao.

Um estudo retrospectivo, das formas de tratamento da intoxicacdo pelo
MFAS, sumarizou os beneficios da utilizacdo do monoacetato de glicerol, acetamida,
sais de célcio, colestipol e carvédo ativado (Goh et al. 2005). Este autor sugeriu também
outras formas de terapia de suporte, como a realizacdo de dialise peritoneal, 0 uso do
bicarbonato de sddio e de neurotransmissores moduladores, tais como glutamina e
GABA.

Estudos sobre os riscos da intoxicagdo acidental em pequenos animais e
ocupacional em humanos sugerem que os cuidados necessarios na industrializacdo e
utilizacdo do MFAS nos paises autorizados devam ser extremos (Eason, 2002; Goh et
al., 2005). Desta forma, os autores sugeriram a escolha de formas alternativas para o
controle de roedores e predadores domésticos para diminuir a incidéncia de intoxicagdes
pelo MFAS nestes paises.
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5. RESULTADOS

5.0. Sinais clinicos dos animais intoxicados como modelo experimental

Todos os animais intoxicados experimentalmente pelo MFAS apresentaram
sinais clinicos gastrointestinais quatro a seis horas ap6s a intoxicagdo, com varios
episddios de vomito liquido espumoso, de coloracdo branca a amarelada e fezes
amolecidas com presenca de muco ou estrias de sangue. Hipotermia, prostracao, posicédo
de dor abdominal, taquipnéia transitoria, agitacdo, hiperexcitabilidade e tremores
também foram sinais clinicos evidentes e de aparecimento progressivo.

Os sinais clinicos descritos precederam o0s episédios convulsivos, com
variacdes individuais na intensidade e frequéncia, principalmente relacionadas aos
episodios de vomito, defecacdo e taquipnéia transitdria. Os episodios de vomito eram
precedidos por miados “curtos” e salivagdo seguida de degluticdes intermitentes.

O periodo de laténcia para a ocorréncia da primeira convulsdo nos animais, foi
em média, de 12h + 1h 11min para os animais que sobreviveram e 10h + 4h 26min para
0s animais que vieram a obito.

As convulsdes foram precedidas pelo aumento do grau de hiperexcitabilidade,
tremores generalizados e vocalizagdo com miados “longos” e constantes, sendo
caracterizadas pela ocorréncia de espasticidade e rigidez dos membros e pescogo,
fasciculacBes generalizadas, nistagmo, apnéia transitéria e posterior relaxamento.
Previamente 0s animais apresentaram  taquipnéia, taquicardia, agitacao,
hiperexcitabilidade e hiperreflexia, midriase bilateral irresponsiva, vocalizacdo e
hipotermia.
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5.1. Hemograma e contagem de plaquetas

5.1.1. Eritrograma

- Hemacias

Os valores médios das hemadcias, dos animais intoxicados experimentalmente com o
MFAS, ndo apresentaram diferencas significativas (P>0,05) entre os momentos. A Tabela 1 e
Figura 8 mostram os valores médios e desvios padrdes das hemacias destes animais.

Os valores individuais de todas as variaveis analisadas no hemograma e contagem de

plaquetas estdo apresentadas nas tabelas A a M nos apéndices.

Tabela 1. Valores médios das hemaécias (células/uL) e desvios padrdes (dp) segundo momentos
de avaliacdes

MOMENTOS
Ml (n=16) M2 (n=16) M3 (n=16) M4 (n=9) M5 (n=9)
Medias 7367574° 7971471° 7465882 6950000°  7164667°
dp +1480896 +1498572 +1067556 +982434,6 + 892522

M1 (antes da intoxicacdo), M2 (6 horas ap0s a intoxicacdo), M3 (logo ap6s convulsdao), M4 (30 horas apds
intoxicacdo) e M5 (96 horas apds intoxicacdo) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS; médias
seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (P>0,05).
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Figura 8. Valores médios de hemécias (células/uL) e desvios padrdes segundo momentos M1™® (antes da
intoxicacdo), M2™® ( 6 horas ap6s a intoxicagdo), M3"° (logo ap6s convulsdo), M4™® (30 horas ap6s
intoxicacdo) e M5™° (96 horas ap6s intoxicacao) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS.

- Hemoglobina
Os valores médios de hemoglobina, dos animais intoxicados com MFAS, apresentaram
diminuicao significativa (P< 0,05) nos momentos M4 e M5 quando comparados ao M2. Estes

valores, bem como os desvios padrdes estdo demonstrados na Tabela 2 e Figura 9 a seguir.

Tabela 2. Valores médios de hemoglobina (g/dL) e desvios padrdes (dp) segundo momentos de
avaliacoes

MOMENTOS
Ml (n:16) M2 (n:16) M3 (n:16) M4 (n:9) M5 (n:9)
Média 12,9%¢ 13,8% 12,65%° 11,83% 11,62%
dp +1.69 +1.73 +1.30 +1.10 +1.39

M1 (antes da intoxicacdo), M2 (6 horas ap0s a intoxicacdo), M3 (logo ap6s convulsdo), M4 (30 horas apds
intoxicacdo) e M5 (96 horas apds intoxicacdo) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS; médias
seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (P>0,05).
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Figura 9. Valores médios de Hb (g/dL) e desvios padrdes segundo momentos M1"*® (antes da intoxicag&o),
M2 (6 horas ap6s a intoxicagdo), M3"™ ¢ (logo ap6s convulsdo), M4™ (30 horas apés intoxicagdo) e M5™°
(96 horas ap0s intoxicacdo) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS.

- Volume globular ou hematdécrito (%0)

Os valores médios do volume globular, dos animais intoxicados experimentalmente
com o MFAS, apresentaram diminuicdo significativa (P<0,05) entre os momentos M3, M4 e
M5 guando comparados ao M2. Os momentos M4 e M5 também mostraram uma diferenca
significativa (P<0,05) entre 0 M1. Os valores medios e respectivos desvios padrbes estdo

demonstrados a seguir, na Tabela 3 e Figura 10.

Tabela 3. Valores médios do volume globular (%) e respectivos desvios padrdes (dp) segundo
momentos de avaliagdes

MOMENTOS
Ml (n=16) Mz (n=16) M3 (n=16) M4 (n=9) M5 (n=9)
Médias  37%° 40% 36 34° 33°
dp + 4.66 +4.16 +3.17 +3.79 +3.71

M1 (antes da intoxicacdo), M2 (6 horas ap0s a intoxicacdo), M3 (logo ap6s convulsdo), M4 (30 horas apds
intoxicacdo) e M5 (96 horas apds intoxicacdo) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS; médias
seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (P>0,05).
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Figura 10. Valores médios e desvios padrdes do volume globular (%) segundo momentos M1 (antes da
intoxicacdo), M2™® ( 6 horas ap6s a intoxicagdo), M3"° (logo ap6s convulsdo), M4™® (30 horas ap6s
intoxicacéo) e M5™° (96 horas ap6s intoxicacao) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS.

- Proteina plasmatica total

Os valores médios de proteina plasmatica total nos diferentes momentos e desvios

padrdes, dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS, estdo demonstrados a seguir

(Tabela 4 e Figura 11). Nao houve diferencas significativas.

Tabela 4. Valores médios da proteina plasmatica total (g/dL) e respectivos desvios padrbes

segundo momentos de avaliacbes

MOMENTOS
Ml (n=16) M2 (n=16) M3 (n=16) M4 (n=9) M5 (n=9)
Médias 7,21° 7,41° 6,94° 6,76 6,88
dp +0.67 +0.74 +1.16 +0.73 +0.58

M1 (antes da intoxicacdo), M2 (6 horas ap0s a intoxicacdo), M3 (logo ap6s convulsdo), M4 (30 horas apds
intoxicacdo) e M5 (96 horas apds intoxicacdo) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS; médias

seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (P>0,05).



Rewdtador 39

g/dl

7,
6,
5,
4,
3,
2,
1,
[0} T T
1 2 3 4 5

momentos

Figura 11. Valores médios e desvios padroes de proteina plasmatica total (g/dL) segundo M1™*® (antes da

intoxicacdo), M2™® ( 6 horas ap6s a intoxicagdo), M3"° (logo ap6s convulsdo), M4™® (30 horas ap6s
intoxicacdo) e M5™° (96 horas ap6s intoxicacao) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS.

5.1.2. Leucograma

- Leucocitos Totais

Os valores médios de leucocitos totais, dos animais intoxicados experimentalmente
com o MFAS, apresentaram reducéo significativa (P<0,05) no M4 quando comparados aos
demais momentos. Houve também uma reducdo no M5 quando comparado ao M1, sendo

demonstrados a seguir (Tabela 5 e Figura 12).

Tabela 5. Valores médios de leucocitos totais (células/uL) e respectivos desvios padrdes (dp)
segundo momentos de avaliacbes

MOMENTOS
Ml (n=16) M2 (n=16) M3 (n=16) M4 (n=9) M5 (n=9)
Médias 172192 12006% 12662% 2312° 11834%®
dp +8972 +7180 + 9409 +1636 +3327

M1 (antes da intoxicacdo), M2 (6 horas ap0s a intoxicacdo), M3 (logo ap6s convulsdo), M4 (30 horas apds
intoxicacdo) e M5 (96 horas apds intoxicagdo) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS; médias
seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (P>0,05).
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Figura 12. Valores médios e desvios padrées de leucécitos (células/uL) segundo momentos M1™*® (antes da

intoxicacdo), M2"™'® ( 6 horas ap6s a intoxicacdo), M3™® (logo ap6s convulsdo), M4™° (30 horas apés
intoxicacdo) e M5" (96 horas ap6s intoxicacao) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS.

- Neutrdfilos segmentados

Com relacdo aos valores médios relativos de neutrofilos segmentados, dos animais
intoxicados experimentalmente com o MFAS, (Tabela 6 e Figura 13), houve uma reducgéo
significativa (P<0,05) no M4 quando comparados aos demais momentos, mantendo valores
reduzidos no M5 se comparado ao M3. Ja com relacdo aos valores absolutos médios dos
neutréfilos segmentados, houve uma reducéo significativa (P<0,05) no M4 quando comparados

aos dos demais momentos (Tabela 7 e Figura 14).

Tabela 6. Valores médios relativos de neutrofilos segmentados (%) e respectivos desvios
padrdes segundo momentos de avaliacdes

MOMENTOS
Ml (n=16) M2 (n=16) M3 (n=16) M4 (n=9) M5 (n=9)
Médias 66,44 67,823 74% 21,78¢ 53,44%
dp +12.76 +11.91. +8.66 +26.83 +13.10

M1 (antes da intoxicacdo), M2 (6 horas ap0s a intoxicacdo), M3 (logo ap6s convulsdo), M4 (30 horas apds
intoxicacdo) e M5 (96 horas apds intoxicacdo) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS; médias
seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (P>0,05).
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Figura 13. Valores médios relativos e desvios padrdes de neutrofilos segmentados (%) segundo momentos M1"*°

(antes da intoxicacdo), M2"™*® ( 6 horas apds a intoxicacéo), M3"*® (logo apds convuls&o), M4™ (30 horas ap6s
intoxicacdo) e M5" (96 horas ap6s intoxicacao) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS.

Tabela 7. Valores médios absolutos de neutrdfilos segmentados (células/uL) e respectivos
desvios padrdes segundo momentos de avaliacfes

MOMENTOS
Ml (n:16) M2 (n:16) M3 (n:16) M4 (n:9) M5 (n:9)
Médias 11898° 8610° 9695 738" 6427°
dp +7935.30 +5786.12 +7016.44 +1431.72 +2537.66

M1 (antes da intoxicacdo), M2 (6 horas ap0s a intoxicacdo), M3 (logo ap6s convulsdo), M4 (30 horas apds
intoxicacdo) e M5 (96 horas apds intoxicacdo) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS; médias
seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (P>0,05).
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Figura 14. Valores médios absolutos e desvios padrdes de neutrofilos segmentados (células/uL) segundo
momentos M1"™*® (antes da intoxicacdo), M2"™*® ( 6 horas ap6s a intoxicacdo), M3"*® (logo apds convulso),
M4"™° (30 horas ap6s intoxicacdo) e M5"™ (96 horas apds intoxicacdo) dos animais intoxicados
experimentalmente com MFAS.

- Neutrofilos bastonetes
Os animais intoxicados experimentalmente com MFAS, ndo apresentaram bastonetes

no leucograma diferencial em nenhum dos momentos pré-estabelecidos durante o experimento.

- Linfécitos

Os valores médios relativos de linfocitos (Tabela 8 e Figura 15), dos animais
intoxicados experimentalmente com o MFAS, apresentaram aumento significativo (P<0,05) no
momento M4 quando comparados aos momentos M1, M2 e M3. O numero de linfécitos
absolutos (Tabela 9 e Figura 16) apresentou uma diminui¢do (P<0,05) nos momentos M3 e M4

quando comparados ao M1.

Tabela 8. Valores médios relativos de linfécitos (%) e respectivos desvios padrdes (dp)
segundo momentos de avaliacbes

MOMENTOS
Ml (n=16) M2 (n=16) M3 (n=16) M4 (n=9) M5 (n=9)
Médias 20,63 18,38? 15,32 65,33" 30,78%®
dp +7.19 +10.66 +6.24 +25.70 +11.47

M1 (antes da intoxicacdo), M2 (6 horas ap0s a intoxicacdo), M3 (logo ap6s convulsdo), M4 (30 horas apds
intoxicacdo) e M5 (96 horas apds intoxicacdo) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS; médias
seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (P>0,05).
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Figura 15. Valores médios relativos e desvios padrées de linfécitos (%) segundo momentos M1™® (antes da
intoxicacdo), M2"™'® ( 6 horas ap6s a intoxicacdo), M3™® (logo ap6s convuls&o), M4™° (30 horas apés
intoxicacdo) e M5" (96 horas ap6s intoxicacdo) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS.

Tabela 9. Valores médios absolutos de linfocitos (células/uL) e respectivos desvios padrfes
(dp) segundo momentos de avaliagdes

MOMENTOS
Ml (I"I=16) M2 (I"I=16) M3 (I"I=16) M4 (n=9) M5 (n=9)

Médias 3159° 2000%° 1699° 1341° 3948%

dp +1266.71 +1501.76 +976.44 +1206.77 +2033.33

M1 (antes da intoxicacdo), M2 (6 horas ap0s a intoxicacdo), M3 (logo ap6s convulsdo), M4 (30 horas apds
intoxicacdo) e M5 (96 horas apds intoxicacdo) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS; médias
seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (P>0,05).
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Figural6. Valores médios absolutos e desvios padrées de linfocitos (células/uL) segundo momentos M1™*
(antes da intoxicacdo), M2"*® ( 6 horas apds a intoxicacéo), M3"*® (logo apds convuls&o), M4™ (30 horas ap6s
intoxicacdo) e M5" (96 horas ap6s intoxicacao) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS.

- Eosindfilos e mondcitos

Os valores médios relativos de eosindfilos, dos animais intoxicados experimentalmente
com o MFAS, apresentaram uma reducdo relativa e significativa (P<0,05) no M4 quando
comparado aos demais momentos (Tabela 10 e Figura 17). J& os valores absolutos
apresentaram reducao significativa (P<0,05) a partir do M3, progredindo até o M4 (Tabela 11 e
Figura 18). Os mondcitos relativos apresentaram um aumento relativo e gradativo a partir do
momento M3, sendo significativo (P<0,05) no M4 quando comparado aos momentos M1 e M2
(Tabela 12 e Figura 19). Seus valores absolutos apresentaram diminuicdo significativa
(P<0,05) nos momentos M2 e M4, sendo intermitente quando comparados os valores nos

demais momentos (Tabela 13 e Figura 20).

Tabela 10. Valores médios relativos de eosindfilos (%) e respectivos desvios padrdes (dp)
segundo momentos de avaliacfes

MOMENTOS
Ml (n=16) M2 (n=16) M3 (n=16) M4 (n=9) M5 (n=9)
Medias 10° 11,20° 7° 0,8° 8,70°
dp +7,55 16,46 16,20 +0,98 +4,90

M1 (antes da intoxicacdo), M2 (6 horas ap0s a intoxicacdo), M3 (logo ap6s convulsdo), M4 (30 horas apds
intoxicacdo) e M5 (96 horas apds intoxicacdo) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS; médias
seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (P>0,05).
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Figura 17. Valores médios relativos e desvios padrdes de eosindfilos (%) segundo momentos M1™*¢ (antes da
intoxicacdo), M2"™® (6 horas apds a intoxicacdo), M3"™*® (logo ap6s convulsdo), M4™® (30 horas ap6s
intoxicacéo) e M5™° (96 horas ap6s intoxicacao) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS.

Tabela 11. Valores médios absolutos de eosinofilos (células/uL) e respectivos desvios padrdes
(dp) segundo momentos de avaliagdes

MOMENTOS

GRUPOS Mz (=10) M2 (=18 3 (=10) M4 (=9 M5 (=)
Médias 17213 1345% 886° 185° 1030%
dp +677 +463,83 +583,36 +16 +163,02

M1 (antes da intoxicacdo), M2 (6 horas ap0s a intoxicacdo), M3 (logo ap6s convulsdo), M4 (30 horas apds
intoxicacdo) e M5 (96 horas apds intoxicacdo) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS; médias
seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (P>0,05).



Rewdtador 46

m,
m,
l\-'m,
o [
1 2 3 4

momentos

| Valores médios

Figura 18. Valores médios absolutos e desvios padrées de eosindfilos (células/uL) segundo momentos M1™*°
(antes da intoxicacdo), M2™ (6 horas ap6s a intoxicagdo), M3 (logo apds convulsio), M4™® (30 horas apds
intoxicacéo) e M5™° (96 horas ap6s intoxicacao) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS.

Tabela 12. Valores médios relativos de mondcitos (%) e respectivos desvios padrdes (dp)

segundo momentos de avaliacfes

MOMENTOS

GRUPOS M1 (=10 M2 (=18 g3 (0=16) M4 (=9 M5 (=9
Médias 2,56° 2,13° 3,69% 11,89" 6,11°

dp +1,51 +1,75 12,42 +10,63 14,28

M1 (antes da intoxicacdo), M2 (6 horas ap0s a intoxicacdo), M3 (logo ap6s convulsdo), M4 (30 horas apds
intoxicacdo) e M5 (96 horas apds intoxicacdo) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS; médias

seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (P>0,05).
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Figura 19. Valores médios relativos e desvios padrdes de mondcitos (%) segundo momentos M1™° (antes da
intoxicacdo), M2™° (6 horas ap6s a intoxicacdo), M3™® (logo apés convulsdo), M4™® (30 horas apds
intoxicacdo) e M5" (96 horas ap6s intoxicacdo) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS.

Tabela 13. Valores médios absolutos de mondcitos (células/pL) e respectivos desvios padrdes
(dp) segundo momentos de avaliagdes

MOMENTOS
GRUPOS M1 (510 M2 (=18 g3 (0=16) M4 (=9 M5 (=9
Médias 440,80 255,72° 467,22° 274.89° 723,05°
dp +135,48 +125,65 +227,69 +173,91 +142,39

M1 (antes da intoxicacdo), M2 (6 horas ap0s a intoxicacdo), M3 (logo ap6s convulsdo), M4 (30 horas apds
intoxicacdo) e M5 (96 horas apds intoxicacdo) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS; médias
seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (P>0,05).
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Figura 20. Valores médios absolutos e desvios padrées de monécitos (células/pL) segundo momentos M1
(antes da intoxicacdo), M2" (6 horas ap6s a intoxicagdo), M3 (logo apds convulsio), M4™ (30 horas apds
intoxicacéo) e M5™° (96 horas ap6s intoxicacao) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS.

4.1.3. Contagem de plaquetas

Os valores médios de plaquetas, dos animais intoxicados experimentalmente com o
MFAS, apresentaram uma reducéo gradativa e significativa (P<0,05) nos momentos M2, M3 e
M4 quando comparados aos momentos M1 e M5. Esta reducdo foi mais pronunciada no
momento M4 (Tabela 14 e Figura 21).

Tabela 14. Valores médios de plaquetas (células/uL) e respectivos desvios padrdes (dp)
segundo momentos de avaliacfes

MOMENTOS
Ml (n:16) M2 (n:16) M3 (n:16) M4 (n:9) M5 (n:9)
Médias 354468,8°% 140156,3" 1453125 24166,7° 364444,4°
dp +116618.8 +53068.1 1123396 +22114.8 +98779.9

M1 (antes da intoxicacdo), M2 (6 horas ap0s a intoxicacdo), M3 (logo ap6s convulsdo), M4 (30 horas apds
intoxicacdo) e M5 (96 horas apds intoxicacdo) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS; médias
seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (P>0,05).
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Figura 21. Valores médios e desvios padrdes de plaquetas (células/uL) segundo momentos M1™° (antes da

intoxicacdo), M2"™'® ( 6 horas ap6s a intoxicacdo), M3"® (logo ap6s convulsdo), M4™° (30 horas apés
intoxicacdo) e M5" (96 horas ap6s intoxicacao) dos animais intoxicados experimentalmente com MFAS.
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5.2. BIOQUIMICA SERICA
- Glicose

Os valores médios de glicose sérica, dos animais intoxicados experimentalmente
pelo MFAS, apresentaram um aumento significativo nos momentos M2 e M3 (P<0,05),
retornando aos valores normais no M4, sendo demonstrados a seguir (Tabela 15 e Figura
22).

Os valores individuais de todas as varidveis analisadas na bioquimica sérica

estdo apresentados nas tabelas N a BB nos apéndices.

Tabela 15. Valores médios e desvios padrBes de glicose sérica (mg/dL) (dp) segundo
momentos de avaliagdes

MOMENTOS

Ml (n=16) M2 (n=16) M3 (n=16) M4 (n=9)
Médias 97,88% 273,88° 251,03° 116,72°
dp +20,54 183,21 +73,45 +22,86

M1 (antes da intoxicagdo), M2 (6 horas ap0s a intoxicacao), M3 (logo apds convulséo) e M4 (30 horas apos
intoxicagdo) nos animais intoxicados pelo MFAS; médias seguidas de letras iguais ndo diferem
significativamente (P>0,05).
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Figura 22. Valores médios e desvios padrdes de glicose (mg/dL) segundo momentos M1 (antes da
intoxicagdo), M2 (6 horas ap0s a intoxicacdo), M3 (logo apds convulsdo) e M4 (30 horas apds a intoxicagdo)
nos animais intoxicados experimentalmente pelo MFAS.
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- Creatinina e Uréia

Os valores médios de creatinina (Tabela 16 e Figura 23) e uréia séricas (Tabela
17 e Figura 24), dos animais intoxicados pelo MFAS, ndo apresentaram modificagdes
significativas (P>0,05) durante o periodo do experimento.

Tabela 16. Valores médios e desvios padrBes de creatinina sérica (mg/dL) (dp) segundo
momentos de avalia¢des

MOMENTOS
Ml (n:16) M2 (n:16) M3 (n:16) M4 (n:9)
Médias 0,91° 0,85° 0,80° 1,00°
dp 10,20 +0,12 40,15 +0,39

M1 (antes da intoxica¢do), M2 (6 horas apds a intoxicacao), M3 (logo apds convulséo) e M4 (30 horas ap6s
intoxicagdo) nos animais intoxicados pelo MFAS; médias seguidas de letras iguais ndo diferem
significativamente (P>0,05).
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Figura 23. Valores médios e desvios padrdes de creatinina sérica (mg/dL) segundo momentos M1"™*° (antes da
intoxicagdo), M2"° (6 horas ap6s a intoxicacdo), M3™*® (logo apds convulsio) e M4™° (30 horas ap6s
intoxicagdo) nos animais intoxicados pelo MFAS.
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Tabela 17. Valores médios e desvios padrbes (dp) de uréia sérica (mg/dL) segundo
momentos de avaliacdes

MOMENTOS
Ml (n216) M2 (n=16) M3 (n216) M4 (n=9)
Médias 55,25° 49,94° 51,81° 66,89%
dp 19,68 +7,09 7,84 +27,89

M1 (antes da intoxicacdo), M2 (6 horas ap6s a intoxicacdo), M3 (logo ap6s convulsdo) e M4 (30 horas apds
intoxicacdo) nos animais intoxicados pelo MFAS; médias seguidas de letras iguais ndo diferem
significativamente (P>0,05).
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Figura 24. Valores médios e desvios padrdes de uréia sérica (mg/dL) segundo momentos M1"*® (antes da
intoxicacdo), M2"° (6 horas ap6s a intoxicacdo), M3™® (logo apds convulsdo) e M4™° (30 horas ap6s
intoxicacao) nos animais intoxicados pelo MFAS.
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- Lactato desidrogenase (LDH)

Os valores médios de LDH, dos animais intoxicados pelo MFAS, apresentaram
um aumento gradativo no decorrer dos momentos, verificando-se significancia (P<0,05) no
momento M3 e reducgdo préxima aos valores iniciais (M1) no momento M4 (Tabela 18 e
Figura 25).

Tabela 18. Valores médios de LDH (UI/L) e desvios padrées (dp) segundo momentos de
avaliacoes

MOMENTOS
Ml (n=16) M2 (n=16) M3 (n=16) M4 (n=9)

Médias 77,25% 118,75%® 184,88 105,22%

dp 150,26 173,56 +159,10 +49,15

M1 (antes da intoxicagdo), M2 (6 horas apds a intoxicacao), M3 (logo apds convulséo) e M4 (30 horas ap6s
intoxicagdo) nos animais intoxicados pelo MFAS; médias seguidas de letras iguais ndo diferem
significativamente (P>0,05).
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Figura 25. Valores médios e desvios padrées de LDH (UI/L) segundo momentos M1™*¢ (antes da intoxicaco),

M2 (6 horas ap6s a intoxicacdo), M3"° (logo apés convulsdo) e M4™ (30 horas apds intoxicacdo) nos
animais intoxicados pelo MFAS.
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- Creatinoquinase (CK) e Creatinoquinase fracao cardiaca (CK-MB)

Os valores médios de CK e CK-MB, dos animais intoxicados pelo MFAS,
demonstraram também um aumento gradativo, sendo significativo (P<0,05) no momento
M4. Os valores médios e de desvios padrBes das respectivas variaveis estdo representados
a sequir (Tabelas 19 e 20 e Figuras 26 e 27).

Tabela 19. Valores médios e desvios padrbes (dp) de CK (UI/L) segundo momentos de
avaliacoes

MOMENTOS
Ml (n216) M2 (n=16) M3 (n216) M4 (n=9)

Médias 99,38° 114,75° 149,562 576,11"

dp 459,45 145,18 480,35 +366,88

M1 (antes da intoxicagdo), M2 (6 horas ap6s a intoxicacdo), M3 (logo ap6s convulsdo) e M4 (30 horas apds
intoxicacdo) nos animais intoxicados pelo MFAS; médias seguidas de letras iguais ndo diferem
significativamente (P>0,05).
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Figura 26. Valores médios e desvios padrdes de CK (UI/L) segundo momentos M1™*° (antes da intoxicagéo),
M2"1° (6 horas ap6s a intoxicagdo), M3™° (logo ap6s convulsdo) e M4™° (30 horas ap6s intoxicagdo) nos
animais intoxicados pelo MFAS.
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Tabela 20. Valores médios e desvios padrbes (dp) de CK-MB (UI/L) segundo momentos
de avaliacdes

MOMENTOS
Ml (n216) M2 (n=16) M3 (n216) M4 (n=9)
Médias 139,63 202,38 263 997°
dp 174,66 76,81 +127,10 +710,39

M1 (antes da intoxicacdo), M2 (6 horas ap0s a intoxicacdo), M3 (logo apds convulsao) e M4 (30 horas ap6s
intoxicacao) nos animais intoxicados pelo MFAS;
Meédias seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (P>0,05).
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Figura 27. Valores médios e desvios padrdes de CK-MB (UI/L) segundo momentos M1™ (antes da
intoxicacdo), M2"™*® (6 horas apds a intoxicagdo), M3"™*® (logo apds convulsdo) e M4™® (30 horas apds
intoxicagdo) nos animais intoxicados pelo MFAS.
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- Fosfatase alcalina (FA ou ALP) e alaninoaminotransferase (ALT)

N&o houve alteracdes relevantes nos valores de FA dos animais intoxicados pelo
MFAS. Os valores médios de ALT destes animais apresentaram um aumento transitorio e
gradativo nos momentos M2 e M3. Estdo demonstrados a seguir os valores médios e desvio
padréo de FA e ALT respectivamente (Tabelas 21 e 22 e Figuras 28 e 29).

Tabela 21. Valores médios e desvios padrdes (dp) de FA (UI/L) segundo momentos de
avaliacoes

MOMENTOS
Ml (n216) M2 (n=16) M3 (n216) M4 (n=9)
Médias 48,69° 49 50,75 50,56
dp 23,50 124,55 +19,87 +16,75

M1 (antes da intoxicagdo), M2 (6 horas ap6s a intoxicacdo), M3 (logo ap6s convulsdo) e M4 (30 horas apds
intoxicacdo) nos animais intoxicados pelo MFAS; médias seguidas de letras iguais ndo diferem
significativamente (P>0,05).
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Figura 28. Valores médios e desvios padrdes de FA (UI/L) segundo momentos M1"™*° (antes da intoxicagéo),

M2"1° (6 horas ap6s a intoxicagdo), M3™° (logo ap6s convulsdo) e M4™° (30 horas ap6s intoxicagdo) nos
animais intoxicados pelo MFAS.
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Tabela 22. Valores médios e desvios padrdes (dp) de ALT (UI/L) segundo momentos de
avaliacoes

MOMENTOS

Ml (n216) M2 (n=16) M3 (n216) M4 (n=9)
Médias 66,50° 118,56% 127,19° 07,44%
dp 433,71 148,48 488,25 152,23

M1 (antes da intoxicacdo), M2 (6 horas ap6s a intoxicacdo), M3 (logo ap6s convulsdo) e M4 (30 horas apds
intoxicacdo) nos animais intoxicados pelo MFAS; médias seguidas de letras iguais ndo diferem
significativamente (P>0,05).
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Figura 29. Valores médios e desvios padrdes de ALT (UI/L) segundo momentos M1™¢ (antes da intoxicagao),
M2 (6 horas ap6s a intoxicacdo), M3"° (logo ap6s convulsdo) e M4™ (30 horas apds intoxicacdo) nos
animais intoxicados pelo MFAS.

- Gamaglutamiltransferase (GGT)

Os valores médios de GGT, dos animais intoxicados pelo MFAS,
permaneceram estaveis durante os momentos pré-estabelecidos. Ndo houve alteracdes
significativas (P>0,05) (Tabela 23 e Figura 30).
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Tabela 23. Valores médios e desvios padrdes (dp) de GGT (g/dL) segundo momentos de
avaliacoes

MOMENTOS
Ml (n216) M2 (n=16) M3 (n216) M4 (n=9)
Médias 6,80 7,13° 6,53° 7,01°
dp 12,24 12,41 +2,19 +3,59

M1 (antes da intoxicacdo), M2 (6 horas ap6s a intoxicacdo), M3 (logo ap6s convulsdo) e M4 (30 horas apds
intoxicacdo) nos animais intoxicados pelo MFAS; médias seguidas de letras iguais ndo diferem
significativamente (P>0,05).
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Figura 30. Valores médios e desvios padroes de GGT (g/dL) segundo momentos M1"'° (antes da intoxicagéo),
M2"1° (6 horas ap6s a intoxicagdo), M3"° (logo apods convulsdo) e M4™ (30 horas ap6s intoxicagdo) nos
animais intoxicados pelo MFAS.

- Sodio e Potassio

Os valores médios de sddio, dos animais intoxicados pelo MFAS,
apresentaram reducdo estatisticamente significativa (P<0,05) no momento M4 em relacdo ao
M3. Estdo representados os valores médios e desvios padrbes de sédio na Tabela 24 e Figura
31. O potéssio apresentou diminuicdo gradativa significativa (P<0,05) a partir do momento
M2 até o M4 (Tabela 25 e Figura 32).



Rewdtador 59

Tabela 24. Valores médios e desvios padrdes (dp) de sodio (mmol/L) segundo momentos

MOMENTOS

Ml (n216) M2 (n=16) M3 (n216) M4 (n=9)

Médias 148,93%® 148,25 ® 151,94° 142,67°
dp +18,93 49,23 +7,47 +11,18

M1 (antes da intoxicacdo), M2 (6 horas ap0s a intoxicacéo), M3 (logo apds convulsao) e M4 (30 horas ap6s
intoxicacdo) nos animais intoxicados pelo MFAS;
Médias seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente (P>0,05).
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Figura 31. Valores médios e desvios padroes de sodio (mmol/L) segundo momentos M1™* (antes da
intoxicacdo), M2"° (6 horas ap6s a intoxicacdo), M3™® (logo apds convulsio) e M4™® (30 horas ap6s
intoxicacao) nos animais intoxicados pelo MFAS.
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Tabela 25. Valores médios e desvios padrdes (dp) de potassio (mmol/L) segundo
momentos de avaliacdes

MOMENTOS

Ml (n=16) M2 (n=16) M3 (n=16) M4 (n=9)
Médias 4,80° 3,08° 3,83° 3,61
dp +0,65 +0,40 +0,96 +0,66

M1 (antes da intoxicacgdo), M2 (6 horas apds a intoxicagdo), M3 (logo ap6s convulsdo) e M4 (30 horas ap6s
intoxicacdo) nos animais intoxicados pelo MFAS;
Médias seguidas de letras iguais nao diferem significativamente (P>0,05).
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Figura 32. Valores médios e desvios padrdes de potassio (mmol/L) segundo momentos M1™*¢ (antes da
intoxicacdo), M2"™*® (6 horas apds a intoxicagdo), M3"™*¢ (logo apds convulsdo) e M4™® (30 horas apds
intoxicagdo) nos animais intoxicados pelo MFAS.

- Célcio Sérico Total

Os valores médios de calcio total, dos animais intoxicados pelo MFAS,
apresentaram um aumento significativo (P<0,05) nos momentos M2 e M3, com
diminuicdo no momento M4. No entanto, os valores de calcio total mantiveram-se dentro
dos valores de normalidade para a espécie felina em todos os momentos. (Tabela 26 e
Figura 33).
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Tabela 26. Valores médios e desvios padrdes (dp) de célcio sérico total (mg/dL) segundo
momentos

MOMENTOS

Ml (n=16) M2 (n=16) M3 (n=16) M4 (n=9)
Médias 8,42% 9,56° 9,45° 8,62%
dp +0,53 +0,63 +0,55 +0,74

M1 (antes da intoxicagdo), M2 (6 horas apds a intoxicacao), M3 (logo apds convulséo) e M4 (30 horas apos
intoxicagdo) nos animais intoxicados pelo MFAS; médias seguidas de letras iguais ndo diferem
significativamente (P>0,05).
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Figura 33. Valores médios e desvios padrées de calcio sérico total (mg/dL) segundo momentos M1"™® (antes da
intoxicacdo), M2"™*® (6 horas ap6s a intoxicagdo), M3™® (logo apds convulsdo) e M4™° (30 horas apds
intoxicagdo) nos animais intoxicados pelo MFAS.
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- Fosforo Sérico

Os niveis médios de fdsforo sérico, dos animais intoxicados pelo MFAS,
apresentaram uma diminuicéo significativa (P<0,05) nos momentos M2 e M4 e aumento
no momento M3. Os valores médios e de desvios padrdes estdo demonstrados a seguir
(Tabela 27 e Figura 34).

Tabela 27. Valores médios e desvios padrées (dp) de fésforo (mg/dL) e segundo
momentos de avaliagoes

MOMENTOS
Ml (n:16) M2 (n:16) M3 (n:16) M4 (n:9)

Médias 6,35° 4,03° 5,522 4,39°

dp +1,10 +1,47 12,02 +1,12

M1 (antes da intoxicagdo), M2 (6 horas apds a intoxicagdo), M3 (logo ap6s convulsdo) e M4 (30 horas ap0s
intoxicacdo) nos animais intoxicados pelo MFAS; médias seguidas de letras iguais ndo diferem
significativamente (P>0,05).
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Figura 34. Valores médios e desvios padrdes de fésforo (mg/dL) segundo momentos M1"° (antes da
intoxicacdo), M2"® (6 horas ap6s a intoxicacdo), M3™® (logo ap6s convulsdo) e M4™® (30 horas ap6s
intoxicacdo) nos animais intoxicados pelo MFAS.
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- Cloro e Magnésio

Os valores medios de cloro sérico, dos animais intoxicados pelo MFAS,
apresentaram aumento ndo significativo entre os momentos M2 e M3 (Tabela 28 e Figura
35).

Os valores médios de magnésio sérico, por outro lado, demonstraram uma

reducdo significativa (P<0,05) nos mesmos momentos M2 e M3 (Tabela 29 e Figura 36).

Tabela 28. Valores médios e desvios padrdes (dp) de cloro (mmol/L) segundo momentos
de avaliacdes

MOMENTOS
Ml (n=16) M2 (n=16) M3 (n=16) M4 (n=9)
Médias 115,94° 119° 122,25° 113,22°
dp +7,90 +15,79 18,54 15,87

M1 (antes da intoxicacdo), M2 (6 horas apds a intoxicagdo), M3 (logo apds convulsdo) e M4 (30 horas apds
intoxicacdo) nos animais intoxicados pelo MFAS; médias seguidas de letras iguais nao diferem
significativamente (P>0,05).
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Figura 35. Valores médios e desvios padrdes de cloro (mmol/L) segundo momentos M1™* (antes da

intoxicacdo), M2 (6 horas ap6s a intoxicagdo), M3™*¢ (logo apds convulsdo) e M4™® (30 horas apds
intoxicacao) nos animais intoxicados pelo MFAS.
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Tabela 29. Valores médios e desvios padrdes (dp) de magnésio (mEg/L) segundo
momentos de avaliagdes

MOMENTOS

Ml (n=16) M2 (n=16) M3 (n=16) M4 (n=9)
Médias 2.28? 1,17° 1,45° 2.24?
dp 10,23 +0,39 +0,53 +0,35

M1 (antes da intoxicagdo), M2 (6 horas ap0s a intoxicacao), M3 (logo apds convulséo) e M4 (30 horas apos
intoxicagdo) nos animais intoxicados pelo MFAS; médias seguidas de letras iguais ndo diferem
significativamente (P>0,05).
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Figura 36. Valores médios e desvios padrdes de magnésio (mEg/L) segundo momentos M1™® (antes da
intoxicacdo), M2"° (6 horas ap6s a intoxicacdo), M3™® (logo apés convulsdo) e M4™° (30 horas ap6s
intoxicagdo) nos animais intoxicados pelo MFAS.
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5.3. NECROSCOPIA

Foram submetidos a necropsia sete animais que vieram a 6bito durante a
intoxicag¢do experimental no presente estudo.

A macroscopia, foram observadas principalmente alteracdes como
hemorragia, edema, equimoses, congestao e enfisema pulmonares; dilatacdo cardiaca
direita, petéquias e sufusdes nos endocardio e pericardio, efusdes pleural e pericardica;
degeneracdo hepdtica moderada, congestdes hepdticas, gastroenterite catarral, efusdo
peritoneal; congestdo e degeneracdo renais cortico-medular, sufusées e equimoses
vesicais; congestao e edema cerebrais.

Os achados histopatolégicos evidenciaram, principalmente, edema,
congestdo, hemorragia e necrose multifocal no miocardio; edema, congestdo e
hemorragia acentuados nos pulmdes.

No figado, observaram-se congestdo com degeneragdes hidrépica e gordurosa
e infiltrado mononuclear, retracdo esplénica com predominante diminui¢do da polpa
vermelha. Estavam presentes também degeneracdes tubular renal e hialina com
necrose tubular, congestao e hemorragia difusas e infiltrado mononuclear.

Ja no encéfalo, foram observados congestdo das substancias cinzenta e branca,
gliose, sateliose e neuronofagia, tumefacio celular, cromatélise e focos hemorrigicos

difusos.

5.3.1. Descricao das alteracoes macroscopicas (necropsia) e representacao da

respectiva macroscopia e percentuais (Tabelas 30 a 33 e Figuras 37 a 42).

Animal 6

Inspecao externa: sem alteracdes macroscopicas.

Inspecao interna (6rgaos in situ): hemorragia pulmonar difusa

Sistema cardiorrespiratorio: edema e hemorragia pulmonar difusa, sufusdes em
pericérdio e endocérdio.

Sistema digestorio: degeneracdo hepdtica acentuada, gastroenterite catarral.

Sistema geniturinario: cistite hemorragica, sufusdes em mucosa vesical, congestio
renal e degeneracdo renal bilateral cortico-medular (areas de "infarto renal").

Sistema nervoso central: congestdo e edema cerebral.

Causa mortis: insuficiéncia cardiorrespiratoria.
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Animal 7

Inspecao externa: sem alteracdes macroscopicas.

Inspecao interna (6rgaos in situ): dilatacio cardiaca direita moderada.

Sistema cardiorrespiratério: edema pulmonar, dilatacdo cardiaca direita moderada,
sufusdes em pericardio e endocardio, equimoses em lobos pulmonares craniais direito
e esquerdo.

Sistema digestorio: degeneracdo hepdtica acentuada, pancreatite, outros 6rgaos sem
alteracdes macroscopicas.

Sistema geniturindrio: cistite hemorragica com sufusdes em mucosa vesical,
degeneracao renal bilateral cortico-medular.

Sistema nervoso central: congestdo e edema cerebral.

Causa mortis: insuficiéncia cardiorrespiratoria

Animal 9

Inspecao externa: sem alteracdes macroscopicas.

Inspecao interna (6rgaos in situ): dilatacdo cardiaca direita acentuada, congestio
hepatica.

Sistema cardiorrespiratério: hemorragia pulmonar difusa, hemorragia sub-pleural
parietal (regido esternal), dilatacdo cardiaca direita acentuada.

Sistema digestorio: congestdo hepdtica, gastrite erosiva, hiperplasia de polpa branca
em bacgo.

Sistema geniturinario: degeneracdo cortical renal e congestdo cortico-medular
bilateral.

Sistema nervoso central: edema cerebral.

Causa mortis: insuficiéncia cardiorrespiratoria.

Animal 12

Inspecao externa: epistaxe bilateral.

Inspecao interna (6rgaos in situ): efusdes pleural e abdominal (liquido
serosanguinolento), congestao hepatica.

Sistema  cardiorrespiratério:  efusdes pleural e  pericardica  (liquido

serosanguinolento), equimoses em lobo pulmonar direito, enfisema pulmonar.
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Sistema digestorio: congestdo e degeneracdo hepaticas, presenga de uma larva de
Toxocara cati no estdbmago, aumento do volume dos linfonodos mesentéricos, efusdao
abdominal (liquido serosanguinolento).

Sistema geniturinario: degeneragao renal cortico-medular bilateral.

Sistema nervoso central: sem alteracdes macroscopicas.

Causa mortis: insuficiéncia cardiorrespiratoria.

Animal 13

Inspecao externa: mucosas aparentes hipocoradas.

Inspecao interna (6rgaos in sifu): dilatacdo cardiaca direita acentuada, hemorragia
pulmonar difusa.

Sistema cardiorrespiratorio: edema pulmonar, hemorragia pulmonar difusa
(equimoses), petéquias e sufusdes em epicardio.

Sistema digestdrio: degeneracao hepatica moderada, sufusdes no pancreas, equimose
em terco distal do esofago (camada adventicia), outros Orgdos sem alteragcdes
macroscopicas.

Sistema geniturinario: congestao cortico-medular renal bilateral.

Sistema nervoso central: sem alteracdes macroscopicas.

Causa mortis: insuficiéncia cardiorrespiratoria.

Animal 14

Inspecao externa: sem alteracdes macroscopicas.

Inspecao interna (érgaos in situ): dilatagdo cardiaca direita acentuada, congestdo e
hemorragia pulmonar, hepatomegalia e esplenomegalia discretas.

Sistema cardiorrespiratério: congestdo e hemorragia pulmonar difusa, dilatacdo
cardiaca direita acentuada.

Sistema digestorio: degeneracido e congestdo hepaticas moderadas, hepatomegalia e
esplenomegalia discretas, gastroenterite catarral moderada.

Sistema geniturinario: congestdo renal bilateral cortico-medular e em pelve cortico-
medular.

Sistema nervoso central: congestdo e hemorragia cerebral.

Causa mortis: insuficiéncia cardiorrespiratoria.
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Inspecao

Animal 16

Inspecao externa: mucosas aparentes hipocoradas.

hepatomegalia e esplenomegalia discretas.

petéquias em epicdrdio.

tendinosa do diafragma.

cortico-medular (infartos renais difusos).
Sistema nervoso central: sem alteracdes macroscopicas.

Causa mortis: insuficiéncia cardiorrespiratoria.

interna (6rgaos

hemorragia pulmonar

Presente

%

Hemorragia
pulmonar

Edema pulmonar

Equimoses em
lobos pulmonares

Congestio pulmonar
Enfisema pulmonar

Dilata¢ao cardiaca
direita

petéquias e sufusdes
endocardio/epicardio

efusdo pleural

efusdo pericdrdica

71,43

42,85

42,85

14,28
14,28

42,85

57,14

intensa difusa,
Sistema cardiorrespiratério: hemorragia pulmonar intensa difusa, sufusdes e
Sistema digestorio: hepatomegalia e esplenomegalia discretas, gastrite catarral com
presenca de sangue "vivo" no estdmago, hiperplasia da polpa branca esplénica,

degeneracdo hepatica moderada, equimose em tinica adventicia do es6fago e regido

Sistema geniturinario: equimoses em mucosa vesical, degeneracdo renal bilateral

Tabela 30. Relagdo dos achados macroscépicos e a porcentagem de presenca das
alteracdes no sistema cardiorrespiratorio de sete gatos que foram necropsiados apds
6bito durante a intoxicagdo experimental por MFAS
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Tabela 31. Relagdo dos achados macroscépicos e a porcentagem de presenca das
alteracdes no sistema digestorio de sete gatos que foram necropsiados apds Obito
durante a intoxicagao experimental por MFAS

Presente ausente %

Degeneracdo hepatica

Leve 0 7 0
Moderada 3 4 42,55
Acentuada 1 6 14,28
Congestao hepdtica 3 4 42,85
Gastroenterite

Catarral 3 4 42,85
Hepatomegalia 2 5 28,57
Esplenomegalia 2 5 28,57
Equimoses 2 5 28,57
hiperplasia esplénica

polpa branca 2 5 28,57
polpa vermelha 0 7 0
efusdo peritoneal 1 6 14,28
pancreatite 1 6 14,28

Tabela 32. Relacdo dos achados macroscépicos e a porcentagem de presenca das
alteracdes no sistema geniturindrio de sete gatos que foram necropsiados apds Obito
durante a intoxicagao experimental por MFAS

Presente ausente Y%
Sufusdes equimoses 3 4 42,85
vesical
Cistite 2 7 28,57
Congestio renal 4 3 57,14
cortico-medular
Degeneracio renal
cortical 0 7 0
Cortico-medular 6 1 85,71

Medular 0 7 0
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Tabela 33. Relacdo dos achados macroscépicos e a porcentagem de presenca das
alteracdes no sistema nervoso central de sete gatos que foram necropsiados apds 6bito
durante a intoxicagao experimental por MFAS

Presente ausente %0
Congestio cerebral 3 4 42,85
Hemorragia cerebral 1 6 14,28

Edema cerebral 3 4 42,85
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Burini & Collicchio-Zuanaze (2002)

Figura 37. Macroscopia dos pulmdes do animal 6 intoxicado
experimentalmente com 0,45 mg/kg de MFAS via oral apresentando
congestdo e equimoses.

Burini & Collicchio-Zuanaze (2002)

Figura 38. Aspecto macroscépico do coracdo do animal 6 apresentando
petéquias e sufusdes no epicdrdio.
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Burini & Collicchio-Zuanaze (2002)
[ 5 |

Figura 39. Aspecto macroscépico do encéfalo do animal 6 intoxicado
experimentalmente com 0,45 mg/kg de MFAS via oral, apresentando
congestdo e edema em corte longitudinal.

Burini & Collicchio-Zuanaze (2002)

Figura 40. Macroscopia do figado do animal 6 apresentando congestio e
dreas de degeneracio.
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Burini & Collicchio-Zuanaze (2002)

Figura 41. Corte longitudinal e aspecto macroscépico da mucosa do estdbmago
do animal 16 intoxicado experimentalmente com 0,45 mg/kg de MFAS via
oral apresentando hemorragia géstrica com hiperplasia e edema da mucosa.

Burini & Collicchio-Zuanaze (2002)

¥

Figura 42. Macroscopia do rim direito do animal 16 apresentando congestio e
areas de degeneragdo multifocal.
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5.3.2. Descricao das alteracées microscopicas e representacao em tabelas e figuras da

respectiva histopatologia (Tabelas 34 a 39 e Figuras 43 a 56).

- Animal 6

Coracao: edema e congestdo do miocdrdio, necrose difusa e dreas discretas de hemorragia
no miocérdio.

Pulmao: edemas pulmonares alveolar e bronquiolar difusos, hemorragia acentuada difusa,
discreta congestao pulmonar.

Figado: infiltrado peri-portal discreto com focos hemorragicos difusos; infiltrado
polimorfonuclear difuso discreto; presenca de macronicleo em hepatdcito, anisocariose
moderada a acentuada, degeneragdes hidropica e gordurosa difusas, congestdo de
sinusodides, necrose centro-lobular difusa e presenca de células de Kupfer.

Rins: degeneragdo tubular e degeneragdo hialina difusa, presenca de infiltrado mononuclear
(macrofagos e linfécitos) discreto na cortical em regido peri-glomerular, possiveis dreas de
infarto agudo renal sem infiltrado inflamatdrio.

Encéfalo: congestido cerebral na substincia cinzenta, gliose com sateliose e neuronofagia
em substancias branca e cinzenta, tumefacdo neuronal e cromatdlise central sugerindo lesdao
isquémica.

Baco: retracdo esplénica com diminui¢do da polpa branca.

Bexiga: hemorragia difusa da sub-mucosa e mucosa.

Intestinos: discreto infiltrado linfocitario

- Animal 7

Coracao: edema generalizado do miocardio, discretas dreas de necrose multifocal no
miocdrdio e discretas dreas de hemorragia.

Pulmao: edema generalizado e congestdo acentuada.

Figado: congestio generalizada, degeneracgdo hidrépica e gordurosa, infiltrado periportal de
mononucleares, discretos focos de necrose multifocal.

Rins: degeneracdes tubular e hialina, necrose tubular multifocal, necrose glomerular,
congestdo e discretas dreas de hemorragia difusa, discretos infiltrados de mononucleares.
Encéfalo: edema acentuado e congestdao generalizada, gliose, sateliose com neuronofagia,
discreta cromatdlise central.

Baco: retracdo esplénica e diminui¢do da polpa vermelha.
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- Animal 9

Coracao: focos discretos de edema, hemorragia e necrose do miocardio.

Pulmao: edema generalizado e congestao acentuada.

Figado: degeneracdes hidrépica e gordurosa centro-lobular, congestdo generalizada dos
sinusdides, discreto infiltrado difuso periportal de mononucleares.

Rins: congestdo generalizada e focos de hemorragia, degeneracdo e necrose tubular
multifocal, degeneracao hialina, discretas dreas difusas de infiltrado mononuclear.
Encéfalo: edema e congestio moderada, gliose e sateliose com neuronofagia, discretos
focos de hemorragia, cromatolise central.

Baco: retracdo esplénica e diminui¢@o da polpa vermelha.

- Animal 12

Coracao: edema do miocéardio, necrose multifocal miocardica.

Pulmao: congestdo generalizada, edema pulmonar difuso bronquiolar, hemorragia discreta,
discreto infiltrado de polimorfonucleares e mononucleares

Figado: congestdo difusa em sinusoéides, infiltrado mononuclear periportal, degeneragio
hidrépica difusa.

Rins: degeneracdo tubular e hialina, necrose tubular multifocal, discreto infiltrado
mononuclear.

Encéfalo: congestao generalizada.

Baco: retracdo esplénica com diminui¢do de polpas branca e vermelha.

- Animal 13

Coracao: edema e hemorragia moderados no miocardio, necrose multifocal no miocardio.
Pulmao: edema, hemorragia e congestado difusos.

Figado: congestio generalizada, degeneracdo gordurosa centro-lobular a médio zonal,
necrose multifocal hepatica.

Rins: degeneracdo tubular e hialina, necrose multifocal tubular, discretas 4areas de
hemorragia e discreto infiltrado mononuclear.

Encéfalo: congestido generalizada.

Baco: contracio esplénica com diminuic@o de polpas branca e vermelha.
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- Animal 14

Coracao: infiltrado polimorfonuclear focal (miocardite focal aguda) e edema do miocardio.
Pulmao: edema e congestao generalizada, discretas areas de hemorragias, discreto infiltrado
de polimorfonucleares e mononucleares em bronquiolos (predominancia de macréfagos).
Figado: congestdo generalizada de sinuséides com discretas areas de hemorragias, discretos
infiltrados polimorfonuclear e mononuclear, degeneracdo hidrépica difusa mais acentuada
em regiao centro-lobular, sitios de degeneracdo gordurosa, tinico macro nucléolo evidente,
anisocariose moderada a acentuada.

Rins: congestdo generalizada, degeneracdo e necrose tubulares, necrose glomerular,
degeneracao hialina, discretas dreas de hemorragias, discreto infiltrado mononuclear.
Encéfalo: congestido generalizada, edema, gliose das substincias branca e cinzenta com
sateliose e neuronofagia, cromatélise central, focos de hemorragia.

Baco: retracdo esplénica com diminui¢do da polpa vermelha.

- Animal 16

Coracao: edema do miocardio, necrose multifocal miocardica.

Pulmao: edema, hemorragia e congestao difusos, discreto infiltrado mononuclear.

Figado: congestdo generalizada, degenera¢do hidrépica, necrose multifocal discreta,
infiltrado mononuclear periportal.

Rins: discretas dreas de hemorragia, congestdo generalizada, degeneracdo tubular, necrose
tubular multifocal, necrose glomerular e degeneracdo hialina, focos difusos de infiltrado
mononuclear.

Encéfalo: edema acentuado de substincias branca e cinzenta e congestio, gliose, sateliose
com neuronofagia, cromatdlise central.

Baco: retracdo esplénica com diminui¢do de polpa branca e vermelha.
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Tabela 34. Relacdo dos achados histopatolégicos no miocardio e a porcentagem de
presenca das alteracOes correspondentes nos sete animais avaliados apds intoxicacao
experimental pelo MFAS

Presente ausente %
Edema 7 0 100
Congestio 1 6 14,28
Hemorragia 4 3 57,14
Necrose multifocal 6 1 85,71
Infiltrado mononuclear 0 7 0
polimorfonuclear 1 6 14,28

Tabela 35. Relacdo dos achados histopatoldgicos no pulmd@o e a porcentagem de
presenca das alteragdes correspondentes nos sete animais avaliados apds intoxicacao
experimental pelo MFAS

Presente ausente %

Edema 6 1 85,71

Hemorragia leve 2 5 28,57
moderada 0 7 0

acentuada 3 4 42,85

Congestio leve 1 6 14,28
moderada 0 7 0

acentuada 5 2 71,42

Infiltrado polimorfonuclear 2 5 28,57

mononuclear 4 3 7,14
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Tabela 36. Relacdo dos achados histopatoldgicos no figado e a porcentagem de
presenca das alteracOes correspondentes nos sete animais avaliados apds intoxicacao
experimental pelo MFAS

Presente ausente %

Degeneracdo hidrépica 6 1 85,71
gordurosa 5 2 71,42

congestdo 7 0 100
necrose centro-lobular 3 4 42,85
multifocal 1 6 14,28
macronticleo hepatdcito 2 5 28,57
anisocariose 1 6 14,28
infiltrado polimorfonuclear 2 5 28,57
mononuclear 5 2 71,42

Tabela 37. Relacdo dos achados histopatoldgicos nos rins e a porcentagem de presenga
das alteracdes correspondentes nos sete animais avaliados apds intoxicacdo
experimental pelo MFAS

Presente ausente %

Degeneracdo tubular 7 0 100
hialina 6 1 85,71

Necrose tubular 6 1 85,71
glomerular 2 5 28,57
Congestdo difusa 4 3 57,14
Hemorragia difusa 4 3 57,14
Infiltrado mononuclear 6 1 85,71

polimorfonuclear 0 7 0
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Tabela 38. Relagdo dos achados histopatolégicos no encéfalo e a porcentagem de
presenca das alteracOes correspondentes nos sete animais avaliados apds intoxicacao
experimental pelo MFAS

Presente ausente %
Congestdo substancia 6 1 85,71
cinzenta
Congestdo substancia 5 2 71,42
branca
Gliose, sateliose, 4 3 57,14
Neuronofagia

Tumefacdo e cromatélise 4 3 57,14
Focos hemorrégicos difusos 2 5 28,57
Edema substancia branca 2 5 28,57

cinzenta 2 5 28,57

Tabela 39. Relacdo dos achados histopatoldgicos no bago e a porcentagem de presenga
das alteracdes correspondentes nos nos sete animais avaliados apds intoxicacao
experimental pelo MFAS

Presente ausente %
Retracdo esplénica 7 0 100
Diminui¢do 4 3 57,14
polpa branca
Diminui¢ao 5 2 71,42

polpa vermelha




Resultados 80

Figura 43. Corte histolégico de encéfalo de um dos gatos intoxicados experimentalmente com
0,45 mg/kg de MFAS via oral apresentando congestdo cerebral e hemdcias aderidas no endotélio
vascular (CID) (HE 200X).

Figura 44. Corte histolégico do encéfalo de gato intoxicado experimentalmente com 0,45
mg/kg de MFAS via oral apresentando cromatélise central sugerindo lesdo isquémica (HE 40
x 1,6).
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Figura 47. Corte histolégico de coracdo de gato 1ntox1cado expenmentalmente com 0,45

mg/kg de MFAS via oral apresentando hemorragia sub-epicardica e degeneracdo miocardica
(HE 200X).

Figura 48. Miocardio de gato intoxicado experimentalmente com 0,45 mg/kg de MFAS via oral
com dreas de degeneracdo e necrose isquémica aguda (HE 200X).
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Figura 49. Areas de edema pulmonar difuso em corte histolégico do pulmdo de gato intoxicado
experimentalmente com 0,45 mg/kg de MFAS via oral (HE 200X).

MFAS via oral com areas de hemorragia e edema pulmonares, além da presenca de hemadcias
aderidas no endotélio vascular (CID) (HE 200X).
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Figura 53. Areas de necrose hepdtica em corte histolégico de figado de gato intoxicado
experimentalmente com 0,45 mg/kg de MFAS via oral (HE 40 X 1,6).

Figura 54. Retracéo esplénica com diminui¢io da polpa vermelha em corte histolégico de bago de
gato intoxicado experimentalmente com 0,45 mg/kg de MFAS via oral (HE 50X).
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Figura 55. Rim de gato intoxicado experimentalmente com 0,45 mg/kg de MFAS via oral com
areas de necrose tubular e degeneragdo hialina (HE 20 X 1,5).

Figura 56. Necroses tubular e glomerular agudas renais, com &areas de hemorragia difusa e
congestdao em rim de gato intoxicado experimentalmente com 0,45 mg/kg de MFAS via oral (HE
20 X 1,5).



A ;g. "‘ . e;. 87

5.4. ANALISES TOXICOLOGICAS

5.4.1. Avaliagdo toxicol6gica dos animais como induzidos experimentalmente com
0,45 mg/kg de MFAS via oral.

As amostras de soro sanguineo dos 16 gatos intoxicados experimentalmente
no presente estudo foram analisadas toxicologicamente, pela metodologia descrita em
HPLC (ZEFERINO, 2005). O MFAS foi detectado e quantificado em 12 animais, seis
horas apds a intoxicacdo (M2). Houve recuperacdo e deteccdo do MFAS nas amostras
de soro sanguineo em 75% dos animais no presente estudo.

As amostras de soro colhidas antes da intoxicacdo (M1) representaram o
controle negativo para avaliagéo dos perfis controles dos cromatogramas.

A tabela 40 mostra e a figura 57 ilustra uma curva analitica e equacdo de
regressao linear estabelecida para o célculo da recuperagdo do MFAS nas amostras de

soro sanguineo dos animais intoxicados experimentalmente no presente estudo.

Tabela 40. Recuperacdo em quintuplicata do MFAS, em amostra de soro
sanglineo fortificada e utilizada para construcdo da curva analitica e dosagens das
amostras dos animais intoxicados experimentalmente

Concentracdo MFAS Area (recuperacéo)
(Hg/mL)
4,0 155199
3,0 110412
2,0 93831
1,0 37761
0,5 14511
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Figura 57. Curva analitica obtida a partir de amostra de soro fortificada com MFAS, para obtencdo da
equacdo de regressdo linear e calculo das concentragdes do MFAS em pg/mL nas amostras de soro
sanguineo nos animais deste estudo.
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As solucbes padroes do MFAS foram injetadas no cromatografo para
avaliar o perfil cromatogréafico e tempo de retencéo apos otimizacédo das condicdes
cromatograficas e estabilizacdo do equipamento de cromatografia para a
realizagdo das analises nas amostras de soro. A figura 58 ilustra o perfil do
cromatograma apos a injecdo de 100 pL da solugdo padrdo do MFAS a 5,0 pg/mL.

O pico cromatografico do MFAS, nesta solucdo padrdo, nestas
condicdes cromatogréaficas, apresentou tempo de retencdo de 9,1 min.

As amostras de soro sanguineo controle dos gatos intoxicados
experimentalmente com o MFAS também foram analisadas quanto ao seu perfil
cromatografico na auséncia deste composto. A figura 59 ilustra o cromatograma
de uma amostra de soro sanguineo controle de um dos gatos utilizados no presente
estudo, antes da intoxicagdo experimental (M1), ap6s o procedimento de extrag&o.
N&o houve pico cromatografico no tempo de retencdo previsto para a recuperacao

do MFAS, nas condi¢des cromatograficas otimizadas.

re ot e MFAS | REAGENTES

1 9.188 3275M1

I2IIII “”0-”” ””E”“ IIIIEIIII II1I:IIIII IIII12IIII ””H-”“ ””1!5”II “”13
mrues
Figura 58. Perfil cromatografico da solugdo padrdo do MFAS na concentragdo de 5,0
pg/mL, injetado no sistema cromatografico nas condicoes otimizadas para as analises nas
amostras de soro sanguineo.
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Figura 59. Perfil cromatografico ap6s injecéo de extrato obtido de uma amostra de soro sanguineo
controle, antes da administracdo do MFAS (M1).

5.4.2. Recuperacdo do MFAS em pg/mL, mg/gato e da sua porcentagem residual

presente no sangue dos animais intoxicados experimentalmente

A concentracdo do MFAS em mg/gato foi calculada a partir da concentragdo
em pg/mL, da volemia (7% do peso vivo) e do peso dos animais. A tabela 41 mostra 0s
valores individuais das recuperagdes do MFAS no soro sanguineo dos animais
intoxicados experimentalmente no presente estudo, bem como, as concentracdes
calculadas em mg/gato e as porcentagens residuais.

Os resultados a seguir exemplificam os célculos que foram realizados para
obtencéo da concentracdo do MFAS em mg/gato e a porcentagem residual:

Animal 13 pesando 3,0 kg, considerando-se 7% do peso vivo = 210g de sangue com
densidade 1,05 g/mL;

V(mL) = massa ()

densidade

- Volemia (mL): 200 mL;
- Concentragdo do MFAS no animal 13 (mg/gato): MFAS (pug/mL) x volemia (mL);
- Concentracao do MFAS (mg/gato): 0,17 x 200 = 34 pg = 0,034 mg/gato;
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- Porcentagem residual do MFAS ndo metabolizado: a partir da dose inicial (100%) de
0,45 mg/kg em um gato pesando 3,0 kg (1,35 mg de MFAS);
- Porcentagem de MFAS residual: 2,52%

Os resultados dos calculos obtidos com os dados do Animal 13
demonstraram que, com a andlise toxicoldgica, houve recuperacédo e deteccdo de 0,034
mg/gato do MFAS (0,17 pg/mL), representando 2,52% de MFAS residual e nédo
metabolizado pelo organismo animal, seis horas apds a intoxicacdo (M2) (Tabela 41 e
Figura 60).
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Figura 60. Cromatograma obtido ap0s a injecdo de 100 uL do extrato final da
recuperacdo do MFAS a partir de amostra de soro sanguineo do animal 13 (0,17 pg/mL).

Os valores individuais das recuperacOes, concentracdes e porcentagens do
MFAS quantificados nos animais intoxicados experimentalmente estdo apresentados nas
tabelas 39 e CC (no apéndice).
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Tabela 41. Recuperacdo do MFAS em HPLC nas amostras de soro sanguineo nos animais
intoxicados experimentalmente com 0,45 mg/kg, via oral, suas respectivas concentracfes em

pg/mL, mg/kg e a porcentagem residual

Animal Area de Concentracéao *Concentracao %
(A) recuper do MFAS do MFAS MF
acéo (ug/mL) (mg/gato) AS

resi

dual

Al 7497 0,18 0,036 2,67
A3 6570 0,16 0,032 2,37
A4 10241 0,25 0,050 3,70
A5 6007 0,14 0,028 2,07
A6 16847 0,42 0,084 6,22
A7 4719 0,11 0,022 1,63
A9 13209 0,33 0,066 4,89
A10 15173 0,27 0,054 4,00
All 31939 0,52 0,104 7,70
A12 48778 0,73 0,146 10,81
Al3 6827 0,17 0,034 2,52
Al5 39129 0,62 0,124 9,19
Médias 17244,67 0,32 0,065 4,81
dp** +14022,77 +0,19 +0,039 +2,89

* concentracdo do MFAS em mg/gato foi calculada a partir da concentracdo em pg/mL, da volemia (7%

do peso vivo) e do peso dos animais.
** desvio padrdo

O valor médio, dos percentuais residuais do MFAS, detectado no soro dos

gatos intoxicados experimentalmente no presente estudo, foi de 4,81% e o desvio padréo

foi de £ 2,89%. Houve, em média, 95,19% de metabolizacdo do MFAS circulante seis

horas apds a administracdo de 0,45 mg/kg do toxico, via oral.

As figuras 61 a 71 ilustram os cromatogramas da recuperacdo do MFAS no

soro de gatos intoxicados neste estudo. Os cromatogramas em tempo integral (20 min)

estdo apresentados nos apéndices (Figuras A a S).
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Minutes

Figura 61. Cromatograma obtido ap6s a inje¢do de 100 pL do extrato final da recuperacéo do

MFAS a partir de amostra de soro sanguineo do animal 1 (0,18 pg/mL).

20
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Figura 62. Cromatograma obtido apds a injecdo de 100 ulL do extrato final da recuperacéo do

MFAS a partir de amostra de soro sanguineo do animal 3 (0,16 pg/mL).
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Figura 64. Cromatograma obtido ap6s a injecdo de 100 pL do extrato final da recuperacéo

do MFAS a partir de amostra de soro sanguineo do animal 5 (0,14 pg/mL).
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Figura 65. Cromatograma obtido apds a injecdo de 100 uL do extrato final da recuperacéo do

MFAS a partir de amostra de soro sanguineo do animal 6 (0,42 pg/mL).

Figura 66. Cromatograma obtido ap6s a injecdo de 100 pL do extrato final da recuperacéo

do MFAS a partir de amostra de soro sanguineo do animal 7 (0,11 pg/mL).
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Figura 67. Cromatograma obtido apés a injecéo de 100 pL do extrato final da recuperacéo do

MFAS a partir de amostra de soro sanguineo do animal 9 (0,33 pg/mL).
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Figura 68. Cromatograma obtido ap6s a injecdo de 100 pL do extrato final da recuperacdo do

MFAS a partir de amostra de soro sanguineo do animal 10 (0,27 pg/mL).
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Figura 69. Cromatograma obtido apds a injecdo de 100 uL do extrato final da
recuperagdo do MFAS a partir de amostra de soro sanguineo do animal 11 (0,52 pug/mL).
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Figura 70. Cromatograma obtido ap6s a inje¢do de 100 uL do extrato final da recuperacdo do

MFAS a partir de amostra de soro sanguineo do animal 12 (0,73 pg/mL).
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Figura 71. Cromatograma obtido ap6s a inje¢do de 100 pL do extrato final da recuperacdo do

MFAS a partir de amostra de soro sanguineo do animal 15 (0,62 pg/mL).
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6. DISCUSSAO
6.1. Hemograma e contagem de plaquetas

O perfil hematolégico dos gatos intoxicados experimentalmente com o
MFAS foi avaliado com a realizacdo de hemogramas e contagens de plaquetas. O
eritrograma ndo demonstrou alteragGes significativas (P>0,05), embora tenha havido
uma diminuicdo transitoria na concentracdo de hemoglobina e no volume globular entre
0s momentos M3 e M4, retornando aos valores iniciais no M5. Nestes momentos, 0s
animais foram submetidos a coletas sucessivas de amostras de sangue e também
receberam fluidoterapia intravenosa com solucgéo fisiologica para manutencdo do acesso
venoso e da diurese, podendo com isto, ter havido uma hemodiluicdo transitoria
(Kaneko et al., 1997).

As hemécias ndo sofreram resultados imediatos da possivel acdo do MFAS
na eritropoiese, pois permanecem circulantes por até 120 dias (Kaneko et al., 1997;
Kerr, 2003). Os animais intoxicados foram acompanhados, laboratorialmente, por um
periodo de 96 horas, e ndo apresentaram alteracdes significativas no numero de
hemécias, durante este periodo.

A importante leucopenia com neutropenia, linfopenia e eosinopenia
absolutas, assim como a trombocitopenia transitdrias, observadas nos animais deste
estudo, ndo estdo descritas na literatura referente & intoxicagdo pelo MFAS. Estas
alteracGes, no leucograma e no numero de plaquetas, foram evidenciadas a partir do
momento M3, tornando-se mais evidentes no M4 em todos os animais.

Houve também uma eosinopenia e monocitose relativas. A ndo ocorréncia de
alteracdes clinicamente significativas nos seus valores absolutos, deve-se provavelmente
ao numero muito baixo de leucdcitos totais, refletindo numa diminuicdo em todas as
células envolvidas nos diferenciais (Kaneko et al., 1997).

Quadros de linfopenia e eosinopenia podem estar relacionadas ao aumento
do cortisol em situagdes de estresse fisiologico (Kaneko et al., 1997). Na intoxicacdo
pelo MFAS ha um aumento nos niveis de cortisol enddgeno, por estarem com seu
metabolismo prejudicado, pela diminuicdo dos niveis de ATP necessarios para sua
metabolizacdo no figado, assim como pela sua liberacdo nesta situacdo de estresse
(Ballard & Hyde 1967).

Por outro lado, uma provével liberagdo de catecolaminas decorrente da

excitacdo dos animais, ndo relacionada, neste caso, ao aumento do cortisol enddgeno,
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acarretaria uma linfocitose absoluta (Kaneko et al., 1997), que ndo foi observada no
presente estudo, sendo apenas relacionada aos seus valores relativos.

Outro aspecto importante, relacionado a leucopenia e a trombocitopenia
observado no presente estudo, foi o retorno aos valores normais de leucdcitos e
plaquetas, 96 horas ap6s a intoxicacdo (M5) naqueles animais que sobreviveram,
caracterizando assim, uma leucopenia e trombocitopenia transitorias.

Por outro lado, a eosinopenia relativa pode ser causada também pelo estresse
e até mesmo pelo aumento do cortisol de origem enddgena ou exdgena no organismo
(Kerr, 2003). Durante a intoxicacdo pelo MFAS, sabe-se que os valores do cortisol
enddgeno podem estar aumentados devido ao comprometimento no seu metabolismo
com o blogueio do ciclo de Krebs (Ballard & Hyde, 1967).

Huang et al. (1980) observaram que os episddios convulsivos e as alteragdes
ventriculares, caracteristicos da intoxicacdo pelo MFAS, iniciam-se geralmente apds
estimulacao externa ou pela contencdo dos animais, caracterizando também situacdes de
estresse com consequiente aumento na liberacdo de catecolaminas.

Dentre as principais causas de leucopenia por neutropenia, podem ser
considerados 0 aumento no consumo ou na demanda tecidual, visto que estes leucocitos
podem estar migrando para focos inflamatdrios na intoxicacdo, sendo consumidos
durante as lesdes teciduais com o bloqueio do metabolismo celular, o que haveria
liberacdo de células jovens e desvio & esquerda com a presenca de bastonetes; a
diminuicdo na producdo medular, que também pode ser justificada pelo bloqueio do
ciclo de Krebs e conseqliente diminuicdo da producdo de energia para a proliferacéo
destes leucdcitos, levando assim, a uma granulopoese ineficiente; e pelo aumento do
numero de neutrofilos circulantes que podem estar se deslocando para o estoque
marginal (Kaneko et al., 1997; Rebar et al., 2003), o que justificaria a neutropenia
observada no presente estudo.

Nos casos de necrose tecidual, a monocitose também pode ser observada,
mesmo que seja em seus valores relativos. A monocitose transitoria pode ser observada
também em quadros inflamatérios agudos (Rebar et al., 2003; Kerr, 2003). Na
intoxicacdo pelo MFAS, tanto a necrose como a inflamagédo aguda, pela gastroenterite
observada clinicamente nos animais intoxicados (Collicchio-Zuanaze et al., 2006), séo
descritas pelos seus efeitos toxicos em diversos tecidos, principalmente neuroldgicos e
cardiacos (Humphrejs, 1988). Além disso, existe também a possibilidade de lesdo

tecidual renal nestes animais, com a ocorréncia de nefropatias. (Simonnet et al, 1980).



Disewssia 101

Outro efeito relaciona a protecdo do MFAS as células progenitoras da
hematopoese no bago de ratos, horas antes de sessdes de radioterapia (Vacék et al.,
1970). No entanto, a administracdo do MFAS isolado, ndo associado com a radioterapia,
causa uma inibicdo transitoria da capacidade proliferativa das celulas progenitoras na
medula 6ssea e no bago (Vacék et al., 1970). Este efeito inibitério é potencializado pela
diminuicdo do metabolismo respiratorio e da temperatura corpdrea, que também séo
caracteristicos da intoxicagdo pelo MFAS em gatos (Sikulovd & Novak, 1970;
Collicchio-Zuanaze et al., 2006).

Para chegar as provaveis causas das alteracBes no leucograma de gatos,
intoxicados experimentalmente com o MFAS, necessitam de estudos mais especificos.
No entanto, um sequestro transitorio de leucdcitos para o pool marginal e 6rgaos
linféides ou até mesmo para algum sitio inflamatério na intoxicacdo, como o trato
gastrointestinal, pode ser bastante provavel. Porém, esse fato nao justificaria a linfopenia
observada no presente estudo. A ocorréncia da gastroenterite em gatos intoxicados pelo
MFAS, (Collicchio-Zuanaze et al., 2006) pode indicar um foco de processo
inflamatdrio, que seria responsavel também pelo sequiestro dos leucocitos.

Outra possivel explicacdo, para a leucopenia e trombocitopenia transitorias,
pode estar associada as causas descritas no estudo de Vacék et al. (1970), com o efeito
do MFAS em col6nias de células progenitoras no baco. O MFAS seria responsavel pela
diminuicdo do fornecimento energético para a multiplicagdo de leucocitos e plaquetas
durante a intoxicacdo. Nesta situacdo, pode ocorrer uma diminuicdo na producdo de
ATP devido ao bloqueio da enzima aconitase no ciclo de Krebs. Como as células
blasticas apresentam alta atividade desta enzima (Kaneko et al., 1997), esse blogueio
provavelmente impeca também a granulocitose.

A trombocitopenia pode ocorrer por alguns fatores como, producéo
ineficiente na medula 6ssea, seqliestro de plaquetas pelo baco, aumento na demanda ou
destruicdo plaquetaria e também nos casos de hemodilui¢do (Beers & Berkow, 1999).

A neutropenia aguda, induzida por agentes quimicos, pode ser causada por
alguns fatores fundamentais, tais como, mecanismos toxicos, auto-imunes, reacdes de
hipersensibilidade ou idiossincrasias (Beers & Berkow et al., 1999). A citotoxicidade de
alguns agentes quimicos como o0 MFAS, sobre as células de alto poder proliferativo
deve ser considerada (O Donnell et al., 1995).

O MFAS é considerado um agente quimico citotoxico por sua acao

relacionada a diminuicdo da atividade mitocondrial causada por bloqueio da aconitase
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no ciclo de Krebs e consequente inibi¢do da oxidacéo celular (Corsi & Granata, 1967).
Também ja foi estudado como modelo experimental de citotoxicidade, juntamente a
outros agentes citotdxicos, como radioterapia e alguns quimioterapicos indutores de
leucopenia com neutropenia (O Donnell et al., 1995; Anghelescu et al., 2002). Desta
forma, a citotoxicidade do MFAS pode ser uma das causas da leucopenia e
trombocitopenia secundarias e transitorias verificadas no presente estudo.

A importancia clinica da leucopenia, nos animais deste estudo, seria a
susceptibilidade as contaminacGes e infecgbes secundérias durante o periodo de
recuperacdo clinica da intoxicacdo ou até as primeiras 96 horas ap6s a intoxicacdo. A
trombocitopenia acentuada pode predispor o0s animais a hemorragias periféricas
(Kaneko et al., 1997).

6.2. Bioquimica sérica

O diagnostico da intoxicacdo pelo MFAS é realizado basicamente pelo
historico de ingestdo do agente toxico e pelos achados clinicos. No entanto, existem
poucos estudos relacionados ao diagnostico com auxilio laboratorial e ao prognéstico
(Chi et al., 1996 e 1999; O’Hagan, 2004).

A hipotensdo e acidose metabdlica prolongadas com aumento de creatinina
sérica sugerem prognostico desfavordvel na intoxicagdo pelo MFAS (Chi et al., 1996 e
1999). Porém, os animais intoxicados, no presente estudo, ndo apresentaram alteracoes
significativas nos valores de uréia e creatinina séricas.

No entanto, Simonnet et al. (1980) referem a existéncia de lesdo tecidual
renal nos animais intoxicados pelo MFAS, com a ocorréncia de nefropatia. As lesdes
renais, observadas nos animais que vieram a 6bito, justificariam um quadro agudo de
lesdo renal, provavelmente com aumento nos metabdlitos renais em um tempo posterior,
que ndo puderam ser avaliados nos momentos seguintes até 96 horas.

A lesdo celular causada durante processos de hipdxia, como ocorre na
intoxicacdo pelo MFAS, provoca uma diminui¢do da fosforilagcdo oxidativa e diversas
conseqiiéncias bioquimicas com desequilibrios na manutencdo da integridade dessas
células. A diminuicdo dos niveis de ATP influencia o metabolismo celular por meio de
alteragcBes na bomba de sddio, onde ha um aumento do influxo de célcio, agua e sodio,
com saida de potéassio para 0 meio extracelular. Ao mesmo tempo, ocorre aumento na

glicolise com consequente reducdao do pH, acumulo de &cido latico e exaustdo das
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reservas de glicogénio (Cotran et al. et al., 2000). Esta desestruturacdo celular, com
alteracdes na permeabilidade da membrana, induz a liberacdo de fosfolipases, ativa
enzimas lisossémicas e libera radicais livres, podendo evoluir para lesédo irreversivel e
morte celular (Cotran et al. et al., 2000).

Houve um aumento de ALT, gradativo e evidente no momento M4, quando
comparado aos demais momentos, porém dentro dos limites de normalidade para a
espécie. A ALT esta presente em tecidos com metabolismo ativo de aminoacidos, como
figado, rins e masculos esquelético e cardiaco. Em geral, esta enzima é considerada um
indicador de dano hepatico em algumas espécies animais como primatas, cées, gatos,
coelhos e ratos. Mesmo presente em outros tecidos, como o musculo cardiaco, néo
ocorreria um aumento significativo da ALT ap0s lesbes nestes tecidos (Willard et al.,
1994). Vale ressaltar que, em gatos, a degeneracdo muscular € uma causa rara de
aumento da atividade da ALT (Dimsk, 1999).

Além disso, diversas drogas podem promover o aumento da atividade da
ALT, como os barbitdricos (Willard et al., 1994; Spinosa et al., 1999), que foram
também utilizados para anestesiar 0s animais intoxicados experimentalmente. O pico de
atividade desta enzima que € alcancado num periodo de trés a quatro dias apds a lesdo
tecidual, deve ser considerado (Willard et al., 1994). Como os animais do presente
estudo foram avaliados, para o perfil bioquimico, até um periodo de 30 horas ap6s a
intoxicacdo, um aumento relevante na atividade da ALT pode néo ter sido observado.

As atividades das enzimas LDH e principalmente CK e sua fracdo cardiaca
CK-MB apresentaram também aumento gradativo, mais pronunciado nos momentos M3
e M4. O aumento nestas enzimas estaria relacionado a lesbes musculares,
principalmente cardiacas, que ocorrem pela cardiotoxicidade do MFAS durante a
intoxicacdo. As enzimas CK e LDH séo inespecificas e podem estar aumentadas tanto
na ocorréncia de lesbes musculares esqueléticas como cardiacas (Willard, 1994; Kaneko
etal., 1997).

A CK pode estar aumentada em situagfes como decubito prolongado,
ocorréncia de convulsdes e outras lesdes musculares e teciduais inespecificas como no
miocardio, no cérebro e no intestino (Aktas et al., 1993; Willard et al., 1994). A
isoenzima CK-MB, que representa a fracdo cardiaca da CK, por ser encontrada
principalmente no coragdo, e € considerada mais especifica que as anteriores para

avaliar ocorréncia de leséo cardiaca (Kaneko et al., 1997).
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Em cées, a atividade plasmatica da fracdo CK-MB representa 30 a 45% da
atividade total da CK (Aktas et al., 1993). No presente estudo, 0 comportamento destas
enzimas foi semelhante, com aumento expressivo de CK e CK-MB. Durante uma leséo
muscular importante, a enzima LDH s ira alcancar niveis elevados vérios dias apds,
retornando ao normal somente apods varias semanas. A CK e CK-MB , por sua vez,
podem atingir valores elevados em algumas horas apds a ocorréncia da lesao, retornando
ao normal apos 48 horas. No presente estudo, as mensuracdes bioquimicas séricas foram
realizadas até 30 horas apds a lesdo, demonstrando ainda valores elevados destas
enzimas (Kaneko et al., 1997; Kerr, 2003).

A LDH também pode estar aumentada em outros processos de leséo tecidual,
como nas lesbes hepaticas. Esta enzima esta presente em varios tecidos, principalmente
nas musculaturas esquelética e cardiaca, no figado e eritrcitos, mas também estdo nos
rins, ossos e pulmdes (Kaneko et al., 1997). Desta forma, 0 seu aumento representa
pouca especificidade para determinar a procedéncia da lesdo. Até mesmo a ocorréncia
de hemdlise durante o procedimento de colheita pode provocar aumento desta enzima no
momento da analise.

A LDH pode ser utilizada para avaliar cardiomiopatias diversas como
isquemias e infarto do miocardio, no entanto 0 aumento da atividade desta enzima é
mais lento quando comparado ao das enzimas CK e CK-MB, porém mantém os valores
elevados por mais tempo se comparada a estas mesmas enzimas (Willard et al., 1994). A
CK-MB pode apresentar elevagdes em seis horas, atingindo seu pico em até 24 horas
apos a lesdo cardiaca, garantindo um diagnostico mais precoce comparando-se as
elevacdes de LDH e CK (Hudson et al., 1999). No entanto, Wyatt et al. (1998)
sugeriram que a atividade da CK-MB néo deve ser considerada para avaliacdo de lesdo
cardiaca em cées como é feita em humanos, devido a meia-vida, desta enzima, ser curta
na espécie canina, o que poderd interferir na sua especificidade se a realizagdo dos
exames for em fase tardia.

Garriero et al. (1984) estudaram a diminuicdo da producdo de ATP e
reducdo da gliconeogénese na intoxicagcdo pelo MFAS em aves. Estes autores
observaram o0s niveis de lactato nos hepatocitos incubados com o monofluoroacetato e
concluiram que ha uma diminuicdo na atividade do malato e da enzima LDH in vitro.
No presente estudo, observou-se um aumento gradativo da atividade desta enzima,

principalmente nos momentos M2 e M3.
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As elevacbes nas enzimas CK e principalmente CK-MB sugerem uma
cardiotoxicidade com hipoxia ou necrose miocardica na intoxicacdo pelo MFAS (Huang
et al, 1980; Kaneko et al., 1997). No presente estudo, os aumentos significativos das
enzimas CK e principalmente CK-MB, provavelmente estdo relacionados com o grau de
lesdo cardiaca existente nos animais, que pOde ser comprovado histologicamente
naqueles que vieram a dbito.

O citrato sérico, que se acumula no organismo durante a intoxicacdo pelo
MFAS, exerce efeito quelante do célcio sérico (Bosakowski, 1986). Este autor concluiu
que os niveis de célcio sérico total sdo inversamente proporcionais aos niveis de citrato
sérico, explicando assim, o efeito quelante do citrato sobre o célcio. Por outro lado, no
presente estudo, 0s animais apresentaram um aumento do calcio sérico total, porém
dentro dos valores normais para a espécie felina (Kaneko et al., 1997). No entanto, o
efeito quelante do citrato é melhor observado quando mensurados os valores de célcio
sérico ionizado, que se tornam diminuidos na intoxicacdo pelo MFAS (Taitelman et al,
1983; Collicchio-Zuanaze et al., 2006).

Os efeitos na diminuicdo dos niveis de célcio ionizado podem estar
diretamente relacionados ao prolongamento do intervalo QT no eletrocardiograma e a
patogénese da intoxicacdo pelo MFAS (Roy et al., 1980). Hipotermia, bradicardia e
prolongamento do intervalo QT também foram verificados por Bosakowski (1987), em
outro estudo, e este autor sugeriu que o0s sinais clinicos sdo consequiéncias da acidose
latica e do desequilibrio eletrolitico pela diminuicdo nos niveis de ATP.

O MFAS também aumenta os niveis de glicose e glicogénio séricos, assim
como, a concentracdo de amodnia cerebral. A hiperglicemia pode ser um achado
consistente na intoxicagcdo pelo MFAS (Marrazzi & Holliday, 1981). Estes autores
comprovaram que na intoxicacdo pelo MFAS, ocorre especificamente o bloqueio do
ciclo de Krebs e as convulsdes ocorrem pela diminuicdo do suprimento energético
cerebral. A hiperglicemia induzida pelo monofluoroacetato € decorrente do aumento dos
niveis de cortisol endégeno que tem seu metabolismo prejudicado na intoxicacdo,
devido a diminuicdo dos niveis de ATP necessarios para sua metabolizacdo no figado.
Ocorre conseqiientemente uma hiperglucagonemia acompanhada de hipoinsulinemia
nos animais intoxicados pelo MFAS (Ballard & Hyde, 1967).

No presente estudo, houve uma hiperglicemia gradativa e transitéria a partir
do momento M2, sendo mais significativa no M3, comprovando os dados relatados em

literatura.
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Além disso, o0s animais deste estudo apresentaram hipocalemia,
hipofosfatemia e hipomagnesemia, ndo descritas em literatura. Gatos intoxicados pelo
MFAS apresentam invariavelmente episddios de vémito como sinal clinico inicial da
intoxicacdo (Collicchio-Zuanaze et al., 2006). Neste caso, a diminui¢cdo gradativa nos
niveis de potéssio sérico, nos momentos M2, M3 e M4, poderia ser justificada pela
perda continua deste eletrdlito pelo vomito nestes animais.

A diminuicdo de fosforo sérico pode estar relacionada ao aumento na
glicogendlise, que ocorre na intoxicacdo pelo MFAS (Marrazzi & Holliday, 1981; Kerr,
2003;). A glicogenolise promove uma maior demanda de fosfato para a ativacdo da
adenil ciclase nas membranas celulares. Esta enzima ativa sequencialmente numerosos
sistemas enzimaticos para a producdo de energia no organismo (Kaneko et al., 1997,
Kerr, 2003;).

A ocorréncia de convulsfes nos animais do presente estudo pode justificar a
diminuicdo do magneésio a partir dos momentos M2 e M3. Pode haver o consumo deste
fon nestas situacdes, assim como nos quadros de diarréia grave (Kaneko et al., 1997;
Kerr, 2003;).

6.3. Necroscopia

Os efeitos clinicos e patologicos, presentes na intoxicacdo pelo MFAS, sdo
divididos entre sinais cardiacos e neuroldgicos que variam de acordo com a espécie
animal e sua intensidade é dose-dependente, havendo também variagdes individuais
(Humpherejs, 1988). Portanto, acredita-se que os principais tecidos acometidos durante
a intoxicacdo sejam o miocardio e o SNC. Porém, durante a intoxicacdo pelo MFAS,
existem outros 0rgaos sujeitos & acao da hipoxia celular, que ocorre pela diminuigdo do
metabolismo celular oxidativo, como rins, figado e pulm&es (Noguchi et al., 1966).

No presente estudo, foram observados principalmente, edema e hemorragia
miocardicas, com necrose multifocal em mais de 80% dos animais que vieram a 0Obito,
confirmando os achados de estudos anteriores, que afirmam a existéncia destas lesdes
principalmente por hipdxia miocardica (Noguchi et al., 1966; Peters et al., 1981;
Schultz, 1982; Tokarnia et al., 1990;). Os efeitos cardiacos resultam da acdo direta do
fluorocitrato nas células do miocardio, do acimulo de citrato e consequente hipoxia
celular (Noguchi et al., 1966). As lesdes microscdpicas miocardicas descritas incluem
degeneracdo e necrose das celulas do miocéardio (Schultz, 1982).
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N&o houve quadro de miocardite importante neste estudo, como ¢é relatado
por outros autores (Peters et al., 1981), sendo a lesdo isquémica com a ocorréncia de
necrose multifocal, de maior importancia histopatoldgica na intoxicacdo pelo MFAS. A
degeneracdo miocardica pode ser representada pela palidez na musculatura cardiaca,
(Cotran et al. et al., 2000) observada nos animais do presente estudo. Degeneragéo e
necrose isquémica do miocardio também sdo descritas na intoxicacdo pelo MFAS
(Schultz, 1982).

Além disso, observaram-se edema pulmonar e congestdo acentuada em
aproximadamente 86% e 73%, respectivamente nos animais necropsiados no presente
estudo. A histopatologia dos pulmdes, confirmou-se também a presenca de infiltrado
inflamatério mononuclear. Os tecidos pulmonar, hepatico, renal e miocardio sdo
comumente acometidos na intoxicacdo pelo MFAS. Schultz et al. (1982) verificaram a
presenca de congestdo venosa, edema pulmonar e hidropericardio, hemorragias no
epicardio e endocéardio e palidez miocardica com edema, hemorragia, degeneracdo e
necrose multifocal, em ovelhas intoxicadas experimentalmente.

Williamson (1967) estudou o efeito do MFAS no metabolismo da glicose
para a perfusdo cardiaca, relacionando o acimulo de citrato tecidual pelo seu efeito
direto inibindo a enzima fosfofrutoquinase. Esta inibicdo afeta diretamente o
metabolismo dos carboidratos com conseqliente inducdo da falha cardiaca,
conjuntamente com a inibicdo da glicdlise e diminuigcdo da energia, causando a lesdo
tecidual isquémica, que também foi observada neste estudo.

A lesdo celular, durante processos de hipoxia e diminuicdo da fosforilacdo
oxidativa, provoca diversas conseqiéncias bioguimicas e desequilibrios na manutencéo
da integridade celular (Cotran et al., 2000). A desestruturacao celular, com alteragdes na
permeabilidade da membrana, induz a liberacdo de fosfolipases, ativacdo de enzimas
lisossdmicas e liberacdo de radicais livres, podendo evoluir para lesdo irreversivel e
morte celular (Cotran et al. et al., 2000).

A necrose e degeneracdo miocardicas encontradas no presente estudo,
caracterizaram a lesdo isquémica provocada pelo MFAS, que foi confirmada
histopatologicamente pela auséncia de celularidade inflamatéria no tecido
comprometido (Cotran et al. et al., 2000). Em estudo em ruminantes, Tokarnia et al.
(1990) também observaram necrose cardiaca, além de figado em noz moscada com
areas de degeneracdo hidropica, esteatose hepatica. No entanto, houve a presenca de

necrose com infiltrado mononuclear, edemas generalizados com ascite e hidrotorax;
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degeneracdo hidrdpica tubular e degeneracdo albuminosa granular. Em equinos, as
alteracdes necroscopicas nao foram observadas macroscopicamente e a histopatologia
observaram degeneracdes renal e hepatica, necrose miocardica e gastroenterite com
predominio de polimorfonucleares e tumefacdo, vacuolizacao e necrose das células
parietais (Tokarnia et al., 1993).

Ja Peters et al. (1981) reportaram um caso de intoxicacdo sub-aguda por
MFAS em humano gue ao exame histoloégico demonstrou miocardite intersticial focal e
congestdes pulmonar, hepética e renal, confirmando a susceptibilidade destes tecidos
aos efeitos do MFAS e que também foi observada neste estudo.

No presente estudo, as lesdes hepaticas caracterizaram-se por processos de
degeneracgdes hidropica e gordurosa, congestdo e presenca de infiltrado mononuclear
abundante. Quanto as lesbes renais, foram observados importante congestdo difusa com
degeneracfes tubular e hialina e necrose tubular acentuada, além da presenca de
infiltrado mononuclear. Este infiltrado inflamatorio € comumente relacionado a presenca
de macrdéfagos, que promovem a fagocitose dessas células degeneradas.

Os efeitos neuroldgicos provocados pelo MFAS ocorrem especificamente
pelo bloqueio do ciclo de Krebs, e as convulsbes estdo associadas a diminuicdo do
suprimento energético (Marrazzi & Holliday, 1981). Estes efeitos resultam
principalmente do metabolismo prejudicado das células da glia, pela reducdo da sintese
de glutamina no cérebro, e liberacdo do glutamato e distdrbios de mecanismos
sinapticos mediados pelo GABA, impedindo assim, 0s mecanismos inibitérios no SNC
(Swanson & Graham, 1994).

No presente estudo, as alteracbes no SNC caracterizaram-se por
predominancia de congestio cerebral, tanto na substancia branca quanto na cinzenta,
areas de hemorragia e ocorréncia de gliose, sateliose e neuronofagia. Os neurdnios sao
altamente susceptiveis as situacGes de anoxia, mesmo que temporaria. Esta alteracéo
pode ser uma causa freqliente de morte neuronal (Jones et al., 2000). Quando ocorre a
morte de neurdnios, estes ficam circundados por macréfagos derivados da micrdglia, e
por mondcitos do sangue, também denominados neuron6fagos. Em seguida, os debris
neuronais sdo fagocitados e este processo é denominado como neuronofagia, que
ocorreu no presente estudo, evidenciando a morte de neurénios. A sateliose pode ser
justificada pelo aumento no nimero de células oligodendrogliais, que sdo consideradas
células satélites no SNC e em condicGes de hipdxia, proliferam nas proximidades dos

neurdnios para o fornecimento de nutrientes a estas células (Jones et al., 2000).
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Lesbes endoteliais na microcirculagdo foram observadas nos cortes
histologicos do encéfalo, miocardio e pulmdes dos animais intoxicados, com a presenca
de hemécias aderidas ao endotélio vascular. A ocorréncia deste fato, pode representar a
existéncia da lesdo endotelial com ativacdo da cascata de coagulagdo e consequente
agregacdo plaquetaria, também denominada coagulacdo intravascular disseminada
(CID) (Cotran et al. et al., 2000). Isto também pode ter colaborado para o consumo das
plaguetas, com uma consequente trombocitopenia, que foi observada no estudo
hematoldgico destes animais.

O MFAS provoca também uma desinibicao do cértex motor pelo acimulo de
amOnia ndao metabolizada e pela inativacdo da saida de ions cloro (Raabe 1981). Dentre
0s achados de lesdes no SNC descritos na literatura, estdo relatos em humano de atrofia
cerebral difusa, dilatagdes da cisterna basal, ventriculos laterais e terceiro ventriculo
(Trabes et al. 1983). As vacuoliza¢Ges cerebrais, em um estudo em cées, sdo também
relatadas (Yamashita et al., 2004).

As alteracdes encontradas no bago, nos animais intoxicados no presente
estudo, devem também ser consideradas. Foram observadas congestdo e retracdo
esplénica em todos os animais necropsiados, além de diminuigdes principalmente da
polpa vermelha, e também da branca. Ndo ha relatos de alteracdes esplénicas na
intoxicacdo pelo MFAS. A retracdo esplénica evidenciada nos animais deste estudo
pode estar relacionada ao quadro de leucopenia e trombocitopenia transitorias,
verificadas no estudo do perfil hematolédgico nestes animais.

O baco é o maior Orgdo fagocitico do sistema reticuloendotelial
mononuclear, responsavel pela reserva, fabricacdo e destruicdo de células sanguineas,
dividido estruturalmente em polpa branca e polpa vermelha (Aster, 2005). Em animais
adultos, o baco, especialmente na polpa branca, é responsavel pela producdo e
maturacdo de certos tipos de globulos brancos como os linfocitos T e B. A polpa
vermelha é responsavel pela destruicdo dos glébulos vermelhos velhos, bactérias e
qualquer particula inerte que seja levada até ele pela corrente sanguinea. Em alguns
casos de imunocitopenias, como em algumas neutropenias, os neutréfilos sao
fagocitados pelos macréfagos na polpa vermelha, que também é um reservatorio para
outros elementos do sangue, como os glébulos brancos e plaquetas (Beers & Berkow et
al., 1999).

Outro achado importante, neste estudo, foi a ocorréncia de gastroenterite

catarral observada em 50% dos animais avaliados, demonstrando a importante acéo
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toxica do MFAS sobre a mucosa gastrointestinal, o que também é descrito na literatura
(Jones et al., 2000). Os sinais clinicos de gastroenterite com vomitos e diarreias
freqlientes sdo observados em gatos intoxicados pelo MFAS (Collicchio-Zuanaze et al.,
2006).

6.4 Andlise toxicoldgica

A andlise toxicoldgica representa 0 método diagndstico definitivo na
intoxicacdo pelo MFAS, pois tem como objetivo a sua identificacdo ou quantificacéo,
dependendo do método utilizado (Mcgary et al., 1982).

Os métodos qualitativos sdo mais utilizados e foram desenvolvidos
principalmente para deteccdo do MFAS em iscas liquidas, amostras de solo, sangue,
tecidos e plantas toxicas (Sakai & Miyahara, 1981). No entanto, estes métodos sdo
mMOorosos, pouco sensiveis e ndo quantificam o MFAS existente no organismo,
restringindo assim, uma melhor avaliacdo para o diagnostico e progndstico do paciente
intoxicado.

Poucos estudos tém sido desenvolvidos com o objetivo de quantificar o
MFAS em amostras biologicas, devido a complexidade para extracdo do analito neste
tipo de amostra, que é composta basicamente de material protéico e de lipideos. Este é
um dos fatores limitantes para a avaliagdo toxicoldgica na intoxicacdo pelo MFAS
(Casper et al., 1985; Allender, 1990; Demarchi et al., 2001).

Outro fator limitante é a necessidade de se desenvolver métodos com baixos
limites de deteccdo, para quantificar baixas concentracdes do MFAS, considerando-se o
grau de metabolizagcdo no organismo (Casper et al., 1985; Minnaar et al., 2000). Além
disso, os procedimentos de extragdo em que sdo submetidas as amostras com material
bioldgico podem produzir resultados que limitam a sua utilizacdo, como interferentes
nos cromatogramas (Allender, 1990; Demarchi et al., 2001).

Alguns produtos da degradacdo do material biolégico, como material
protéico e gorduras, ou do proprio analito, podem restringir a utilizacdo de reagentes ou
acidos que possam extrair da matriz, componentes que interfiram na deteccdo do MFAS
(Zeferino et al., 2005).

Na analise de uma substancia por HPLC, a condutividade da solucdo é a
expressdao numérica quantitativa da sua capacidade em transportar a corrente elétrica nas

condic¢des cromatograficas do método desenvolvido (Minnaar et al., 2000). O transporte
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de cargas, nas soluc@es eletroliticas, é realizado pelos ions presentes na solu¢do. Em
geral, hd& um aumento linear da condutividade com o aumento da concentracdo do
analito. Solventes polares, como a agua, favorecem a ionizacdo de substancias
dissolvidas, e com isso, facilita a condutividade (Zeferino et al., 2005).

As amostras bioldgicas, como o soro sanguineo, contém diferentes tipos de
anions tais como, cloretos, fluoretos, acetatos, citratos, sultatos e fosfatos (Minnaar,
2000). Desta forma, para a validacdo da metodologia, foram analisadas as possiveis
interferéncias destes anions, que poderiam ter comportamento cromatografico
semelhante ao do anion monofluoroacetato (Zeferino et al., 2005).

Dentre os diversos métodos relatados na literatura para determinacdo do
MFAS em amostras biologicas, a maioria deles necessita de varias etapas de extracdes
seguidas de derivatizacdo para posterior analise, principalmente em cromatografia
gasosa (Ozawa & Tsukioka, 1989; Allender, 1990; Demarchi et al., 2001).

O método utilizado, no presente estudo, priorizou a praticidade no tratamento
das amostras de soro e a rapidez na obtencdo dos resultados. Este método foi validado a
partir do emprego de uma metodologia simples de extracdo do MFAS no soro de gatos
em HPLC com deteccdo por condutividade (Zeferino et al., 2005).

O metodo também se mostrou apropriado para a quantificagdo do MFAS no
soro de gatos intoxicados experimentalmente com 0,45 mg/kg, via oral, ap6s validacéo e
otimizacdo dos parametros de exatid@o, precisdo, limites de deteccdo e quantificacdo e
linearidade (Ribani et al., 2004). As curvas analiticas mostraram bons coeficientes de
correlagéo (r > 0,99) e linearidade.

De acordo com as medidas de validagdo em cromatografia (Ribani et al.,
2004), as recuperac¢des dos analitos ap0os extracdo, devem estar entre 70 e 110%. Porém,
de acordo com a complexidade da amostra, estas recuperacfes podem variar entre 60 e
120%.

O método utilizado, no presente estudo, apresentou recuperacdo de 74% na
matriz em relacdo a solugdes padroes de MFAS durante validagdo e otimizacéo
(Zeferino et al., 2005). Sendo assim, para minimizar os efeitos da matriz nessa
recuperacgdo, a curva analitica foi realizada a partir da recuperacdo do MFAS em soro
sanguineo de gato fortificado com 0 MFAS.

As solugdes padrbes do MFAS, sem a matriz bioldgica, e as amostras de soro
sanguineo controle dos gatos, antes da intoxicagdo, também foram analisadas quanto ao

perfil cromatogréafico (Zeferino et al., 2005). Nas solu¢ées com o padrdo do MFAS, o
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tempo de retencéo ficou entre 9 e 10 minutos. Por outro lado, nas amostras de soro antes
da intoxicagdo (M1), ndo houve pico no tempo de retencdo do MFAS, verificando que o
comportamento cromatografico dos demais constituintes da amostra biologica nédo
interferiu na extracdo do MFAS.

No presente estudo, as pequenas variacdes nos tempos de retencdo do MFAS
nas amostras de soro dos gatos ocorreram provavelmente pelas alteracbes na
estabilizacdo do equipamento durante as andlises, mas que ndo interferiram no perfil
cromatogréafico da amostra e no limite de deteccdo do método.

O MFAS foi detectado em 12 dos 16 gatos intoxicados experimentalmente
no presente estudo, ou seja, foi possivel quantificar o toxico em 75% das amostras de
soro, seis horas apos a intoxicacdo (M2). Portanto, 0 método utilizado se apresentou
efetivo no diagnostico toxicoldgico da intoxicacdo pelo MFAS nos animais deste estudo
e no momento avaliado, de acordo com Zeferino et al. (2005).

No presente estudo, a concentracdo média do MFAS, presente no soro dos
gatos intoxicados experimentalmente, foi de 0,32 pg/mL (£ 0,19), seis horas apds a
intoxicacdo. Neste momento, 0s animais ja apresentavam os sinais clinicos iniciais da
intoxicacdo (Gammie, 1980), como vOmitos e defecacdo com fezes amolecidas,
respiracdo abdominal rapida, marcante hiperexcitabilidade a luz e aos estimulos
externos, midriase irresponsiva a luz, sialorréia e vocalizacdo (Collicchio-Zuanaze et al.,
2006). No entanto, durante a padronizacdo das analises toxicoldgicas, verificou-se que
ndo houve deteccdo do MFAS ap0s este periodo da intoxicacdo nos animais deste
estudo. Portanto, as analises toxicoldgicas nos demais momentos ficaram inviabilizadas.

Na intoxicacdo aguda pelo MFAS, o aparecimento dos sinais clinicos
acontece, em média, a partir de 30 minutos a duas horas ap6s o0 contato com o tdxico.
As intoxicacdes sub-agudas e cronicas podem ocorrer principalmente em ruminantes,
sendo mais comum em ovelhas, que apresentam certa tolerancia ao monofluoroacetato
encontrado em algumas espécies de plantas toxicas (Oliver et al., 1979).

A toxicidade do monofluoroacetato ocorre pela agédo do fluorocitrato, seu
metabdlito ativo, formado no organismo por meio da denominada “Sintese Letal”
(Peters, 1952). Assim, a rapida metabolizacdo do MFAS no organismo intoxicado, deve
ser considerada quando é feita a andlise toxicoldgica para sua deteccdo e quantificacéo.
Provavelmente, a concentracdo do MFAS, dependendo do momento da analise, deve ser
inferior a dose ingerida pelos animais, pois a sintomatologia da intoxicacdo ocorre com

o inicio da formacao do metabolito téxico no organismo (Gal et al.,1956).
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Peters & Morselli (1965) concluiu que o MFAS tem sua metabolizagdo 20
minutos apo6s a injecdo intraperitonial em ratos. Por outro lado, Eason et al. (1994)
concluiram gque a meia-vida plasmatica do MFAS em ovinos foi de 10,8 horas e de 5,4
horas em caprinos, no estudo de residuos na carne destes animais. As concentra¢fes do
MFAS nos demais tecidos foram inferiores as do plasma, persistindo por até 96 horas.

Em outro estudo, da persisténcia de residuos em coelhos intoxicados
experimentalmente pelo MFAS, as suas concentra¢fes nos musculos esqueléticos, rins e
figado foram dose-dependentes e significativamente menores quando comparadas as do
plasma. (Gooneratne et al., 1995).

No presente estudo, os gatos foram intoxicados experimentalmente com 0,45
mg/kg com MFAS via oral, e considerando-se o0 peso médio destes animais entre trés e
cinco quilos, a dose inicial foi de 1,35 a 2,25 mg totais do t6xico no organismo. A
concentracdo média residual do MFAS, encontrada na analise toxicoldgica, foi de 0,065
mg/gato (x 0,039), ou seja, 4,81% (+ 2,89) do MFAS administrado ao animal foram
detectadas no soro, seis horas apds a intoxicacao.

As diferengas entre as concentragdes individuais do MFAS, no soro dos
animais deste estudo, podem ser justificadas pelos diferentes graus de sensibilidade
individual (Buffa & Pasquale-Ronchetti, 1977; MclIRoy et al., 1981; Eastland &
Beasom, 1986). Esta caracteristica da intoxicacdo pelo MFAS, nas diversas espécies
animais, provavelmente interfira no grau de metabolizacdo e na sua concentracdo
plasmatica.

A simplicidade e rapidez do método de HPLC, utilizado neste estudo,
viabilizaram a deteccdo do MFAS em amostra bioldgica de soro sanguineo, em
pacientes vivos. Porém, sua utilizagdo seria mais efetiva antes da metabolizag&o total do
toxico no organismo e do desenvolvimento de sinais clinicos avancados da intoxicacao.
A variabilidade individual da metabolizacdo do MFAS no organismo também deve ser
considerada e a quantidade residual encontrada pode ser (til para relacionar o tempo da

intoxicacao e o seu prognostico.
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7. CONCLUSOES

- 0 monofluoroacetato de sddio, via oral, na dose de 0,45 mg/kg, causa, em
gatos, leucopenia com neutropenia, linfopenia e eosinopenia absolutas, assim como
trombocitopenia 12 a 30 horas apds a intoxicacdo. Estas alteracdes no perfil
hematoldgico sdo transitdrias, retornando aos valores iniciais 96 horas ap0s a

intoxicacao;

- gatos intoxicados experimentalmente com o MFAS, apresentam hiperglicemia
e aumento das atividades das enzimas lactato desidrogenase, creatino quinase (CK) e

sua fracdo cardiaca (CK-MB) a partir de seis horas ap0s a intoxicacao;

- 0 MFAS, na dose de 0,45 mg/kg causa hipocalemia, hipofosfatemia e
hipomagnesemia transitorias, a partir de seis horas apds a intoxicacdo experimental em

gatos;

- as lesbes macroscopicas e histopatologicas predominantes nos animais que
vieram a Obito, apds a intoxicacdo experimental pelo MFAS, sdo caracteristicas de
processos isquémicos e degenerativos, principalmente no miocéardio, pulmdes, figado e

rins;

- congestdo e retracdo esplénicas, edema, hemorragia, congestdo e necrose
miocardicas, edema e congestdo pulmonares acentuados, degeneracbes hepatica e renal
e necrose tubular renal, além de congestdo cerebral com areas de hemorragia, gliose,
sateliose e neuronofagia, sdo os achados histopatolégicos predominantes nos animais

que vieram a Obito apds a intoxicacdo pelo MFAS;

- foi possivel estabelecer um método diagndstico simples e eficiente da
intoxicacdo por MFAS em gatos, em estagios iniciais, com a utilizacdo da analise

toxicoldgica em HPLC, nas condicBes cromatograficas utilizadas no presente estudo;

- 0 MFAS foi detectado no soro de 75% dos gatos intoxicados
experimentalmente com 0,45 mg/kg, via oral, seis horas apds a intoxicacao;
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- 95,19% do MFAS, em média, é metabolizado até seis horas ap0s a intoxicacao
com 0,45 mg/kg, em gatos. Neste periodo, 4,81% de residuo do MFAS néo

metabolizado foram detectados no soro dos gatos intoxicados experimentalmente;

- h& variabilidade individual na metabolizagdo do MFAS no organismo, e a
quantidade residual encontrada no soro sanguineo € util para relacionar a quantidade de

MFAS circulante no organismo, com o tempo da intoxicacao e 0 seu prognostico;

- h& necessidade de estudos futuros para verificar a possibilidade de deteccdo do
MFAS na urina e do citrato no sangue e tecidos para viabilizar um diagndstico

toxicoldgico em estagios mais avangados da intoxicacao.
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Tabela A-Valores individuais, médias e desvios padrdes do numero de hemacias (/pL) dos
animais intoxicados experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliacao.

MOMENTOS
Animais M1 M2 M3 M4 M5
1 7390000 1010000 7400000 6860000 5620000
2 7540000 9390000 8390000 7020000 7790000
3 9400000 7790000 7320000 7310000 6670000
4 9050000 9720000 9210000 8580000 8340000
5 8560000 9030000 8000000 7820000 7590000
6 5540000 6250000 6250000 t
7 7680000 5560000 7990000 T
8 7190000 8980000 7380000 5710000 8250000
9 10550000 9450000 9900000 T
10 6660000 7760000 6940000 6330000 6770000
11 7290000 8120000 7680000 7860000 7590000
12 4700000 5130000 6140000 T
13 5840000 6630000 6630000 T
14 5810000 7640000 7640000 T
15 7030000 7890000 7210000 5460000 6180000
16 8030000 7900000 5620000 T
méd 7367574 7971471 7465882 6950000 7164667
desvio
padrdo 1480896 1498572 1067556 982434.6 892522

T obito
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Tabela B-Valores individuais, médias e desvios padrdes de Hb (g/dL) dos animais intoxicados
experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliagéo.

MOMENTOS
Animais M1 M2 M3 M4 M5

1 14,1 14,7 14,3 13,2 12,3
2 14,3 16,6 14,2 12,1 10,4
3 14,4 12,4 10,8 10,8 10,2
4 13,5 15,0 12,7 13,7 12,3
5 12,7 13,0 12,0 10,9 10,6
6 11,0 11,7 11,7 t

7 14,5 15,3 14,4 T

8 13,3 15,1 13,6 12,1 13,9
9 15,6 15,4 13,9 t

10 10,8 14,2 12,4 11,2 11,3
11 13,1 14,7 13,6 12,0 13,3
12 9,3 9,8 10,3 t

13 11,2 12,7 12,7 T

14 13,5 12,2 12,2 t

15 11,5 14,3 12,6 10,5 10,3
16 13,6 13,7 10,9 t

méd 12,9 13,8 12,65 11,84 11,62
desvio

padrdo 1,69 1,73 1,30 1,10 1,39

T obito
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Tabela C-Valores individuais, médias e desvios padrées do VG (%) dos animais intoxicados
experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliagéo.

MOMENTOS
Animais M1 M2 M3 M4 M5
1 39 42 37 36 34
2 40 43 37 33 33
3 43 38 33 31 28
4 40 42 41 43 36
5 38 39 35 33 32
6 31 35 35 t
7 42 43 39 t
8 36 43 40 35 38
9 43 44 40 t
10 31 41 35 33 33
11 40 43 40 33 38
12 28 29 32 t
13 32 37 37 t
14 38 34 34 t
15 33 42 36 30 28
16 38 40 30 t
méd 37 39,7 36,3 34,1 33,3
desvio
padrdo 4.6 4,15 3,17 3,79 371

T obito
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Tabela D- Valores individuais, médias e desvios padrdes de PPT (g/dL) dos animais intoxicados

experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliagéo.

MOMENTOS

Animais M1 M2 M3 M4 M5
1 6,6 7,6 7,8 7,0 6,8
2 7,6 7,8 7,0 7,0 7,8
3 6,6 6,0 5,2 6,2 6,0
4 7,8 8,0 7,8 8,2 7,2
5 7,4 7,0 6,6 6,2 7,4
6 8,6 9,2 9,2 t
7 7,0 7,0 58 t
8 6,8 7,0 6,4 6,2 7,2
9 7,0 7,0 7,0 t
10 6,4 7.4 6,6 7,0 6,8
11 7,0 7,4 7,0 7,2 6,2
12 8,5 8,6 9,0 t
13 6,8 7,2 7,2 t
14 7,8 7,2 7,2 t
15 6,7 7,2 6,2 5,8 6,5
16 6,8 7,0 5,0 t
méd 7,21 7,41 6,93 6,75 6,88
desvio
padrdo 0,67 0,74 1,16 0,73 0,58

T obito
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Tabela E- Valores individuais, médias e desvios padrdes do numero de leucdcitos totais (/uL)
dos animais intoxicados experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliacéo.

MOMENTOS
Animais M1 M2 M3 M4 M5

1 19500 17200 19300 4158 13400
2 10500 8500 7723 1442 7400
3 12772 7000 5346 2300 12400
4 9950 5675 8800 1300 11900
5 7250 8461 12254 3805 12450
6 29300 10784 10784 t

7 9800 10500 12500 T

8 8500 4700 12300 1100 9109
9 14200 5900 7800 T

10 14500 5600 3800 1100 17524
11 6237 15500 12100 500 7623
12 23800 22300 41400 T

13 20400 4300 4300 T

14 24800 16176 16176 T

15 35400 24000 23300 5100 14700
16 28600 25500 4700 T

méd 17219 12006 12661 2312 11834
desvio

padrdo 8972 7180 9409 1636 3327

T obito
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Tabela F- Valores individuais, médias e desvios padrdes do numero relativo de neutréfilos
segmentados (%) dos animais intoxicados experimentalmente pelo MFAS nos diferentes
momentos de avaliacao.

MOMENTOS
Animais M1 M2 M3 M4 M5
1 65 61 76 2 59
2 70 72 80 24 35
3 48 53 65 11 36
4 64 64 68 9 62
5 73 77 71 8 69
6 89 81 81 t
7 52 77 82 t
8 61 75 93 32 56
9 61 59 71 t
10 56 40 73 13 44
11 72 75 75 8 50
12 46 63 70 t
13 84 68 68 t
14 64 65 65 t
15 85 90 86 89 70
16 73 65 60 t
méd 66,44 67,81 74 21,78 53,44
desvio
padrao 12,76 11,91 8,66 26,83 13,10

T Obito
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Tabela G- Valores individuais, médias e desvios padrées do numero relativo de linfocitos (%)
dos animais intoxicados experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliacao.

MOMENTOS
Animais M1 M2 M3 M4 M5
1 19 16 12 88 28
2 16 20 15 48 47
3 33 32 18 84 39
4 27 32 24 85 28
5 21 12 20 74 17
6 7 12 12 t
7 28 1 10 t
8 27 15 4 60 26
9 27 29 18 t
10 26 40 18 80 36
11 20 11 16 62 43
12 23 16 13 t
13 11 15 15 t
14 16 12 12 t
15 12 5 8 7 13
16 17 26 30 t
méd 20,63 18,38 15,31 65,33 30,78
desvio
padrdo 7,19 10,65 6,24 25,29 11,46

T obito
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Tabela H- Valores individuais, médias e desvios padrées do numero absoluto de neutréfilos
segmentados (/pL) dos animais intoxicados experimentalmente pelo MFAS nos diferentes

momentos de avaliacao.

MOMENTOS
Animais M1 M2 M3 M4 M5

1 12675 10492 14668 84 7906
2 7350 6120 6178 346 2590
3 6131 3710 3475 253 4464
4 6368 3632 5984 117 7378
5 5293 6515 8700 304 8591
6 26077 8735 8735 t

7 5096 8085 10250 t

8 5185 3525 11439 352 5101
9 8662 3481 5538 t

10 8120 2240 2774 143 7711
11 4491 15500 12100 500 3812
12 10948 14049 28980 t

13 15872 10514 10514 t

14 17136 2924 2924 t

15 30090 21600 20038 4539 10290
16 20878 16640 2820 t

méd 11898,17 8610,15 9694,88 737,52 6426,84
desvio

padréo 7985,30 5786,12  7016,44 1431,72 2537,66

T Obito
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Tabela I- Valores individuais, médias e desvios padrdes do numero absoluto de linfocitos (/uL)
dos animais intoxicados experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliacéo.

MOMENTOS

Animais M1 M2 M3 M4 M5
1 3705 2752 2316 3659 7906
2 1680 1700 1159 346 3478
3 4215 2240 962 1932 4836
4 2687 1816 2112 1105 3332
5 1523 1015 2451 2816 2117
6 2051 1994 1994 t
7 2744 105 1250 T
8 2295 705 492 660 2368
9 3834 1711 1404 T
10 3770 2240 684 880 6309
11 1247 1705 1936 310 3278
12 5474 3568 4554 t
13 3968 1941 1941 T
14 2244 645 645 t
15 4248 1200 1864 357 1911
16 4862 6656 1410 t
méd 3159,14 1999,60 1698,36 1340,54 3948,26
desvio
padrdo 1266,71 1501,76 976,44 1206,77 2033,33

T obito
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Tabela J- Valores individuais do nimero relativo de bastonetes (%) dos animais intoxicados
experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliagéo.

MOMENTOS
Animais M1 M2 M3 M4 M5
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 1
3 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0
6 0 0 0 t
7 0 0 0 T
8 0 0 0 0 0
9 0 0 0 T
10 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0
12 0 1 0 t
13 0 0 0 T
14 0 0 0 t
15 0 0 1 0 0
16 0 0 0 t

T Obito
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Tabela K- Valores individuais, médias e desvios padrdes do numero relativo de eosinofilos (%)
dos animais intoxicados experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliacéo.

MOMENTOS

Animais M1 M2 M3 M4 M5
1 15 22 10 2 7
2 10 6 2 0 12
3 13 12 15 2 15
4 6 4 5 0 4
5 3 5 3 1 6
6 0 5 5 t
7 14 17 6 t
8 10 9 0 0 9
9 9 7 2 t
10 15 18 7 2 14
11 5 11 6 0 0
12 30 17 13 t
13 4 12 12 T
14 18 23 23 t
15 1 3 1 0 11
16 7 8 2 t

méd 10 11,20 7 0,80 8,70

desvio
padrdo 7,55 6,46 6,20 0,98 4,90

T obito
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Tabela L- Valores individuais, médias e desvios padrées do namero relativo de mondcitos (%)
dos animais intoxicados experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliacéo.

MOMENTOS
Animais M1 M2 M3 M4 M5
1 1 1 2 8 2
2 3 2 3 28 4
3 5 1 2 2 5
4 3 0 3 6 6
5 3 6 6 17 17
6 4 2 2 t
7 6 3 3 t
8 1 1 3 8 6
9 2 5 9 t
10 3 1 2 5 6
11 2 3 3 30 4
12 1 3 6 t
13 1 4 4 t
14 2 0 0 t
15 1 1 4 3 5
16 3 1 8 t
méd 2,56 2,13 3,69 11,89 6,11
desvio
padrdo 1,50 1,75 2,42 10,63 4,28

T obito
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Tabela M- Valores individuais, médias e desvios padrées do numero de plaquetas (/uL) dos
animais intoxicados experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliacao.

MOMENTOS
Animais M1 M2 M3 M4 M5

1 347500 102500 107500 12500 565000
2 290000 40000 22500 7500 360000
3 315000 180000 200000 32500 305000
4 405000 220000 155000 67500 450000
5 320000 130000 215000 17500 255000
6 275000 172500 172500 T
7 405000 140000 115000 T
8 245000 45000 62500 10000 295000
9 317500 105000 47500 t
10 312500 115000 67500 5000 372500
11 300000 200000 100000 52500 272500
12 717500 160000 562500 T
13 215000 115000 115000 T
14 300000 132500 132500 T
15 300000 210000 95000 12500 405000
16 462500 175000 155000 T

méd 345468,8 140156,3 1453125 24166,7 364444.4
desvio
padrdo 116619,8  53068,1 123396 24166,8 98779,9

T obito



Apindice] 41

Tabela N- Valores individuais, médias e desvios padrdes de glicose sérica (g/dL) dos animais

intoxicados experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliagéo.

MOMENTOS
Animais M1 M2 M3 M4

1 75,77 376,70 253,28 77,54
2 92,54 175,56 108,51 141,24
3 104,17 406,32 228,45 125,77
4 130,44 440,96 287,68 91,30
5 95,13 302,48 265,16 103,23
6 137,09 175,83 175,83 t
7 87,09 271,24 396,18 t
8 121,10 386,07 357,06 110,91
9 73,76 193,98 200,47 T
10 75,57 225,55 260,44 110,88
11 130,05 203,48 151,90 147,15
12 90,30 284,91 191,90 t
13 78,15 264,94 264,94 T
14 81,44 234,61 234,61 t
15 103,76 239,64 315,88 142,48
16 89,70 199,88 324,17 t

méd 97,88 273,88 251,03 116,72
desvio
padréo 20,54 83,21 73,45 22,86

T obito
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Tabela O- Valores individuais, médias e desvios padrfes de creatinina sérica (mg/dL) dos
animais intoxicados experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliacao.

MOMENTOS

Animais M1 M2 M3 M4
1 0,6 0,7 0,6 0,8
2 1,4 0,9 0,8 0,8
3 1,2 0,9 0,8 1,1
4 0,8 1,0 1,0 1,9
5 1,1 0,9 0,9 0,8
6 0,9 0,8 0,8 t
7 0,7 0,6 0,1 t
8 0,8 1,1 1,0 1,0
9 1,0 0,8 0,5 T
10 0,9 0,8 0,6 0,8
11 1,1 1,0 0,9 1,3
12 0,8 0,9 0,8 t
13 0,7 0,7 0,7 t
14 0,9 0,9 0,9 t
15 0,9 0,8 0,7 0,5
16 0,8 0,8 0,7 t

méd 0,91 0,85 0,79 1,0

desvio
padrdo 0,20 0,12 0,15 0,38

T obito
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Tabela P- Valores individuais, médias e desvios padrdes de uréia (mg/dL) dos animais
intoxicados experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliagéo.

MOMENTOS

Animais M1 M2 M3 M4
1 44 56 61 68
2 55 54 45 45
3 66 53 45 74
4 62 50 44 144
5 72 54 55 58
6 44 54 54 t
7 55 44 64 t
8 56 65 66 70
9 67 40 54 t
10 57 43 40 43
11 39 42 48 56
12 59 54 55 t
13 43 40 40 T
14 58 55 55 t
15 43 41 46 44
16 64 54 57 t

méd 55,25 49,94 51,81 66,89

desvio
padrdo 9,68 7,09 7,84 27,89

T obito
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Tabela Q- Valores individuais, médias e desvios padroes de LDH (UI/L) dos animais

intoxicados experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliacéo.

MOMENTOS

Animais M1 M2 M3 M4
1 56 158 693 184
2 55 87 173 173
3 58 58 95 101
4 34 78 374 136
5 82 172 54 51
6 83 156 156 t
7 26 84 126 t
8 108 119 81 123
9 253 366 366 t
10 41 50 40 43
11 88 70 99 72
12 44 52 199 t
13 67 123 123 T
14 86 120 120 t
15 77 98 102 65
16 78 109 112 t

méd 77,25 118,75 184,88 105,22

desvio
padrdo 50,26 73,56 159,10 49,15

T obito
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Tabela R- Valores individuais, médias e desvios padrdes de CK (UI/L) dos animais intoxicados
experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliagéo.

MOMENTOS

Animais M1 M2 M3 M4
1 104 142 206 470
2 51 49 111 111
3 60 89 80 235
4 111 157 164 803
5 239 36 43 983
6 64 169 199 t
7 26 84 126 t
8 130 103 89 458
9 172 102 102 t
10 27 89 257 767
11 133 205 171 141
12 42 60 112 T
13 49 111 111 T
14 109 128 128 T
15 77 120 132 1217
16 190 174 386 T
méd 99,38 114,75 149,56 576,11
desvio
padréo 59,45 45,18 80,35 366,88

T obito
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Tabela S- Valores individuais, médias e desvios padroes de CK-MB (UI/L) dos animais

intoxicados experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliagéo.

MOMENTOS

Animais M1 M2 M3 M4
1 163 270 563 689
2 61 105 183 183
3 115 188 177 392
4 229 292 326 1532
5 300 70 90 1735
6 51 196 196 t
7 49 277 349 t
8 172 198 165 521
9 190 93 93 t
10 58 149 394 1411
11 186 324 280 241
12 84 121 231 t
13 77 198 198 T
14 122 228 228 t
15 127 218 257 2269
16 250 311 478 t

médias 139,63 202,38 263 997

desvio
padrdo 74,66 76,81 127,10 710,39

T obito
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Tabela T- Valores individuais, médias e desvios padrdes de FA (UI/L) dos animais intoxicados
experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliagéo.

MOMENTOS

Animais M1 M2 M3 M4
1 75 99 29 61
2 29 34 53 53
3 104 89 100 73
4 34 76 77 80
5 75 36 47 30
6 53 51 51 t
7 35 24 33 t
8 38 31 49 32
9 21 15 26 t
10 35 29 35 39
11 43 40 46 48
12 36 45 65 t
13 29 43 43 T
14 25 25 25 t
15 82 75 60 39
16 65 72 73 t

médias 48,69 49 50,75 50,56

desvio
padrdo 23,51 24,55 19,87 16,75

T obito
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Tabela U- Valores individuais, medias e desvios padrdes de ALT (UI/L) dos animais intoxicados
experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliacgéo.

MOMENTOS

Animais M1 M2 M3 M4
1 70 94 39 80
2 39 102 135 135
3 81 121 27 91
4 26 207 201 108
5 122 37 33 26
6 30 160 160 t
7 63 214 27 t
8 144 118 328 217
9 28 91 38 T
10 40 62 56 53
11 67 97 103 105
12 112 184 233 T
13 57 92 92 T
14 66 138 138 T
15 41 91 109 62
16 78 89 70 T

médias 66,50 118,56 127,19 97,44

desvio
padréo 33,71 48,48 88,25 52,23

T obito
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Tabela V- Valores individuais, médias e desvios padrdes de GGT (g/dL) dos animais intoxicados
experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliagéo.

MOMENTOS
Animais M1 M2 M3 M4
1 1,3 7,0 5,0 8,0
2 7,0 6,0 8,0 8,0
3 9,0 4,6 3,8 8,0
4 4,8 8,4 2,3 4,0
5 9,8 1,4 10,8 1,4
6 7,0 4,0 4,0 t
7 51 8,7 6,8 t
8 10,1 7,0 6,4 14,0
9 6,0 6,0 6,0 t
10 7,7 8,0 4,4 4,4
11 7,1 11,8 9,0 41
12 8,2 10,0 7,0 t
13 7,5 8,0 8,0 t
14 8,0 8,0 8,0 t
15 7,0 6,1 6,5 8,6
16 3,2 9,0 8,0 t
médias 6,80 713 6,53 7,01
desvio
padrdo 2,24 2,41 2,19 3,60

T obito
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Tabela X- Valores individuais, médias e desvios padrdes de sodio (mmol/L) dos animais
intoxicados experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliagéo.

MOMENTOS

Animais M1 M2 M3 M4
1 137 154 159 145
2 142 158 150 150
3 143 141 150 161
4 155 148 152 150
5 149 145 154 140
6 132 166 166 t
7 156 124 152 t
8 166 152 144 140
9 138 143 143 t
10 159 144 141 129
11 148 150 155 149
12 157 151 163 t
13 138 153 153 T
14 148 147 147 t
15 159 146 146 120
16 154 150 156 t

médias 148,93 148,25 151,94 142,67

desvio
padrdo 9,31 8,65 6,76 11,57

T obito
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Tabela W- Valores individuais, médias e desvios padrbes de potassio (mmol/L) dos animais
intoxicados experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliagéo.

MOMENTOS
Animais M1 M2 M3 M4
1 4,1 2,4 3,2 3,4
2 4,2 3,7 4,1 4,1
3 4,6 2,9 3,0 4,0
4 4,5 3,2 2,6 4,9
5 4,8 3,1 4,1 3,3
6 4,1 3,9 3,9 t
7 4,7 2,5 4,5 t
8 57 2,7 4,7 3,6
9 4,4 3,0 3,0 T
10 4,7 3,4 3,3 2,8
11 4,3 3,5 3,4 3,8
12 51 2,8 4,5 t
13 4,2 2,9 2,9 t
14 5,4 3,0 3,0 t
15 6,0 2,9 6,5 2,6
16 6,1 3,4 4,6 t
médias 4,81 3,08 3,83 3,61
desvio
padrdo 0,65 0,40 0,96 0,66

T obito
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Tabela Y- Valores individuais, medias e desvios padrdes de calcio sérico total (mg/dL) dos
animais intoxicados experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliacao.

MOMENTOS
Animais M1 M2 M3 M4
1 8,1 10,9 11,0 8,8
2 79 10,1 9,5 9,5
3 8,5 9,0 8,8 9,4
4 8,3 9,2 9,5 7,7
5 9,2 9,0 9,2 79
6 7,7 9,6 9,6 t
7 9,2 8,7 9,3 t
8 9,2 11,0 9,0 9,4
9 8,5 9,1 9,1 t
10 8,1 9,7 9,0 8,3
11 8,0 9,6 10,0 9,1
12 9,3 9,8 10,2 t
13 8,5 9,6 9,6 t
14 8,3 9,5 9,5 t
15 8,3 9,4 8,9 7,5
16 7,6 9,0 9,0 t
médias 8,42 9,56 9,45 8,62
desvio
padrdo 0,53 0,63 0,55 0,74

T obito
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Tabela Z- Valores individuais, médias e desvios padrbes de fosforo sérico (mg/dL) dos animais
intoxicados experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliagéo.

MOMENTOS

Animais M1 M2 M3 M4
1 6,4 3,4 9,9 51
2 7,3 3,5 4,1 4,1
3 7,3 3,8 52 5,0
4 6,1 33 54 6,9
5 6,5 2,9 3,2 3,0
6 6,5 7,5 7,5 t
7 4,7 19 5,5 t
8 55 3,0 5,8 3,2
9 8,2 3,4 1,0 T
10 57 3,2 4,1 3,8
11 6,7 4.7 4,6 4,5
12 6,2 3,2 7,3 t
13 53 4,0 4,0 t
14 4,4 6,5 6,5 t
15 6,2 3,7 7,0 3,9
16 8,6 6,5 7,2 t

médias 6,35 4,03 5,52 4,39

desvio
padrdo 1,10 1,47 2,02 1,12

T obito
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Tabela AA- Valores individuais, médias e desvios padrbes de cloro sérico (mg/dL) dos animais

intoxicados experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliagéo.

MOMENTOS

Animais M1 M2 M3 M4
1 113 78 121 94
2 105 115 115 115
3 109 121 132 149
4 116 110 121 114
5 114 114 114 111
6 109 129 129 T
7 116 151 123 T
8 121 112 112 114
9 105 136 136 T
10 117 143 119 116
11 115 114 134 117
12 118 112 118 T
13 139 122 122 T
14 118 120 120 T
15 115 113 101 89
16 125 114 123 T

médias 115,94 119 121,25 113,22

desvio
padrdo 7,90 15,80 8,54 15,87

T obito
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Tabela BB- Valores individuais, médias e desvios padrdes de magnesio (mEg/L) dos animais
intoxicados experimentalmente pelo MFAS nos diferentes momentos de avaliagéo.

MOMENTOS

Animais M1 M2 M3 M4
1 2,2 1,3 2,2 2,1
2 2,2 1,1 1,4 1,4
3 1,9 1,1 1,3 2,6
4 2,2 1,2 1,4 2,5
5 2,3 1,2 1,7 2,2
6 2,1 2,0 2,0 t
7 2,4 1,2 1,8 t
8 2,7 1,5 1,7 2,5
9 2,4 0,9 0,1 t
10 2,7 1,2 1,2 2,1
11 1,9 1,0 0,8 2,5
12 2,1 0,5 1,2 t
13 2,2 0,9 0,9 T
14 2,5 2,0 2,0 t
15 2,2 0,7 1,5 2,3
16 2,4 0,9 2,0 t

médias 115,94 119 121,25 113,22

desvio
padrdo 2,28 0,39 0,53 0,35

T obito
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Tabela CC- Apresentagédo individual das curvas analiticas, coeficiente de correlacdo, areas de

recuperacdo e respectivas concentragdes do MFAS no soro dos gatos intoxicados
experimentalmente
Animal (A) Curva analitica Coefifierjte de Area de~ Cc&nc;\e/rgzgﬁo *Cé)nclt\?lrlltr:é;éo
correlacao (r recuperacao (0] o]
(=AED e
Al Y =2701,2 +45535,4X 0,98743 7497 0,18 2,67
A2 - - **ND - -
A3 Y =2701,2 +45535,4X 0,98743 6570 0,16 2,37
A4 Y =2701,2 +45535,4X 0,98743 10241 0,25 3,70
A5 Y =2701,2 +45535,4X 0,98743 6007 0,14 2,07
A6 Y =2701,2 + 45535,4X 0,98743 16847 0,42 6,22
A7 Y =2701,2 +45535,4X 0,98743 4719 0,11 1,63
A8 - - ND - -
A9 Y =2701,2 + 45535,4X 0,98743 13209 0,33 4,89
A10 Y =2701,2 +45535,4X 0,99372 15173 0,27 4,00
All Y =5458,2 + 43812,9X 0,99584 31939 0,52 7,70
A12 Y = 5685,4 + 45868,9X 0.99821 48778 0,73 10,81
A13 Y =2701,2 +45535,4X 0,98743 6827 0,17 2,52
Al4 - - ND - -
A15 Y =9031,5 +35781,7X 0,98314 39129 0,62 9,19
Al6 - - ND - -

* concentragcdo do MFAS em mg/kg apdés calculo pela volemia e peso do animal.

** ND nao detectado
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Minutes

Figura A - Cromatograma obtido apds a injecdo de 100 uL do extrato final da recuperacdo do MFAS a

partir de amostra de soro sanguineo do animal 1 (0,18 pug/mL).

Minutes

Figura B - Perfil cromatogréfico integral obtido ap6s a injecdo de 100 uL do extrato final da

recuperacdo do MFAS a partir de amostra de soro sanguineo do animal 1 (0,18 pg/mL).
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Figura C - Cromatograma obtido ap

partir de amostra de soro sanguineo do animal 3 (0,16 pg/mL).
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Figura D - Perfil cromatografico integral obtido ap6s a injecdo de 100 uL do extrato final da recuperacdo

do MFAS a partir de amostra de soro sanguineo do animal 3 (0,16 pg/mL).
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Minutes

Figura E - Cromatograma obtido apds a injecdo de 100 uL do extrato final da recuperacdo do MFAS a

partir de amostra de soro sanguineo do animal 4 (0,25 pg/mL).

Minutes

Figura F - Perfil cromatografico obtido apds a injecdo de 100 uL do extrato final da recuperagdo do

MFAS a partir de amostra de soro sanguineo do animal 4 (0,25 pg/mL).
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Figura G - Cromatograma obtido ap6s a injecdo de 100 pL do extrato final da recuperacdo do MFAS a

partir de amostra de soro sanguineo do animal 5 (0,14 pg/mL).
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Minutes

Figura H - Perfil cromatografico obtido ap6s a injegdo de 100 uL do extrato final da recuperacdo do

MFAS a partir de amostra de soro sanguineo do animal 5 (0,14 pg/mL).
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Retention Ti

20 "

Minutes

Figura | - Cromatograma obtido ap6s a injecdo de 100 pL do extrato final da recuperagdo do MFAS a

partir de amostra de soro sanguineo do animal 6 (0,42 pg/mL).

Figura J - Perfil cromatografico obtido apds a inje¢do de 100 uL do extrato final da recuperacdo do

MFAS a partir de amostra de soro sanguineo do animal 6 (0,42 pg/mL).
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20F- -

Minutes

Figura K - Perfil cromatogréfico obtido ap6s a injegdo de 100 pL do extrato final da recuperacdo do MFAS

a partir de amostra de soro sanguineo do animal 7 (0,11 pug/mL).

Minutes

Figura L - Cromatograma obtido apés a injecdo de 100 uL do extrato final da recuperacdo do MFAS a

partir de amostra de soro sanguineo do animal 9 (0,33 pg/mL).



Apindice] 63

o T T T T
© 1 ] 1 1
] ] ] ]
~m Sodooooo s oo s === =1 dle S oo oo oo s [ R
1 1 1 1
%: ] ] ] ]
— ] ] ] ]
<5} ] ] ] ]
o 1 1 1 1
S ] ] ] ]
[S] R g [y de e ce e aa [
m [ 1 1 1
] ] ] ]
< ] ] ] ]
8 " " " "
_— ] ] ] ]
©
= ] ] ] ]
] ] ] ]
m ] ] ] ]
o : ' ' '
+= 1 1 1 1
I T Ll T
v ' ' ' '
o ] ] ]
T A ' : ' '
1 ] ] ]
o D ] ] ]
m_nw: " . 1 "
] ] ]
» M 1 — ]
- ] ]
T o ey . S Uooad
o ] = ]
@ O 1 =
g3 | 5 |
I..m 1 [ 1
mm S - [ E I—
8 ' .
g © © 0 ﬂl/-
£ 0w O
= Ne) . p— .
g g "
@ .. = I o]
s& i =] '
= 3 1 =
k) (@] 1 =] 1 1
c 1 1 1 1
| o m 1 1 1 1
| g 2 S C C
, S5 " " " ¢
! ©S D 1 ] 1 1
| S 1 1 1 1
oL
| o © ] ] ] ]
] ] ] ]
| T ® LT omaaman0s TSRS af - -
mt 1 1 1 1
! o 172} ] ] ] ]
| = O 1 1 1 1
| o m 1 1 ] 1
| ] ] ] ] ]
! o S G SISISISISISISISISS SIS SRS i - -
! = T ] ] ] 1
| % - ] ] ]
m | = W 1 1 1
] ] ]
- E ” ! m = 1 1 1
5 | | | S o B I I
€ | | | © T 1 [l ]
7 %% | | | s ms T ] ] 1 '
x < I I I S <€ _ - ' ' '
! ! ! ! DL == i : :
BN =
. g . = > L= : _ _ _
3 IS T T T T T

Figura N - Cromatograma obtido ap6s a inje¢do de 100 uL do extrato final da recuperacdo do MFAS a

partir de amostra de soro sanguineo do animal 10 (0,27 pug/mL).
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Retention Time

Minutes

Figura O - Perfil cromatogréafico obtido apés a injecao de 100 uL do extrato final da recuperagdo do MFAS

a partir de amostra de soro sanguineo do animal 11 (0,52 pg/mL).
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Figura P - Perfil cromatografico obtido ap6s a injecdo de 100 uL do extrato final da recuperacdo do MFAS a

partir de amostra de soro sanguineo do animal 12 (0,73 pg/mL).
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Figura Q - Cromatograma obtido ap6s a injecdo de 100 uL do extrato final da recuperacdo do MFAS a

partir de amostra de soro sanguineo do animal 13 (0,17 pg/mL).
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Figura R - Perfil cromatografico obtido apds a inje¢do de 100 pL do extrato final da recuperagdo do

MFAS a partir de amostra de soro sanguineo do animal 13 (0,17 pg/mL).
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Figura S -Perfil cromatografico obtido ap6s a injecdo de 100 uL do extrato final da recuperacéo do

MFAS a partir de amostra de soro sanguineo do animal 15 (0,62 pg/mL).
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