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INTOXICAGAO EXPERIMENTAL DE CAES COM FOLHAS VERDES DE Nerium
oleander E USO DA FRUTOSE 1,6 DIFOSFATO E DA GLICOSE COMO
TRATAMENTOS

RESUMO-: O N. oleander ¢ uma planta com ampla distribuicdo mundial,
principalmente em regides tropicais e subtropicais. Esses arbustos sao frequentemente
usados como plantas ornamentais e possuem mais de 30 glicosideos cardiacos,
causadores do quadro clinico de intoxicagdo em caninos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar as alteragcbes clinicas, eletrocardiograficas, bioquimicas, hematologicas e
histolégicas do rim e avaliar o efeito do uso da frutose 1,6 difosfato e da glicose como
alternativas de tratamento em caes intoxicados com 0,25g/Kg de folhas frescas
trituradas e adicionadas a racdo em unica dose. Foram utilizados 10 caes adultos,
higidos, sem raga definida, com 10 a 25Kg de peso, de 4 a 8 anos de idade. Foram
distribuidos em dois grupos (Gl e Gll) com 5 animais cada. Para o Gl o tratamento
consistiu na administracdo de uma solucdo a 10 % de glicose a 50mg/Kg via
intravenosa (IV) e em seguida uma infusao continua a 10% de glicose IV por uma hora
a 10ml/kg e Gll recebeu frutose 1,6 difosfato, IV a 50mg/Kg, e em seguida uma infusao
a 10% da mesma solugao, durante uma hora a 10mi/kg. Nenhum dos animais do
experimento veio a 6bito e todos apresentaram sinais apos a intoxicagcdo como: vémito,
sialorréia, nauseas, apatia, conjuntiva ocular congesta, desidratacdo, dor abdominal,
tremores, diarréia, inapeténcia e tenesmo. Observou-se elevagao principalmente da
GGTU, CK e CKMB. Pela andlise do eletrocardiograma encontrou-se arritmias como:
bradicardia sinusal, bloqueios atrioventriculares de segundo grau, taquicardia
ventricular paroxistica e complexos ventriculares prematuros. Na histopatologia ndo se
encontrou alteragdes no rim. Nao observou-se diferenga significativa entre tratamentos
e na parte clinica houve melhora para Gll observada no consumo de alimento. Conclui-
se com o presente estudo que animais intoxicados com 0,25g/Kg de folhas verdes de
N. oleander em unica dose, causa sinais clinicos, alteragcdes laboratoriais e mudancas
no tragado do eletrocardiograma. E o uso da frutose 1,6 difosfato e da glicose tiveram
um comportamento similar para as variaveis estudadas durante o tempo experimental.

Palavras-chaves: arritmia, glicosideos, biépsia, eletrocardiografia, intoxicagao.
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EXPERIMENTAL POISONING IN DOGS USING FRESH LEAVES OF Nerium
oleander AND THE USE OF FRUCTOSE 1,6 DIPHOSPHATE AND GLUCOSE AS
TREATMENTS

SUMMARY-: N. oleander is a plant with worldwide distribution, mainly in tropical
and subtropical regions. These shrubs are frequently used as ornamental plants and
have more than 30 cardiac glycosides that can cause poisoning in dogs. The objective
of this study was to evaluate alterations in clinical, electrocardiographic, biochemical,
hematological parameters, as well as kidney histology, and to evaluate the effect of the
use of fructose 1,6 diphosphate and glucose as alternative treatments in dogs poisoned
by 0.25 g/kg of fresh ground leaves added to the kibble in a single dose. Ten adult,
healthy, mongrel dogs weighing 10 to 25kg and 4 to 8 years old were selected for the
study. They were distributed into two groups (Gl and Gll) of 5 animals each. For Gl,
treatment consisted of intravenous (V) administration of 50 mg/kg of a 10% glucose
solution followed by continuous IV infusion of 10% glucose at 10 mi/kg for one hour. GlI
received a solution of fructose 1,6 diphosphate at a dose of 50 mg/kg intravenously
followed by infusion of 10 mi/kg of the same 10 % solution for one hour. None of the
animals died and all exhibited signs of poisoning as: vomiting, sialorrhea, nausea,
apathy, conjunctiva congestion, dehydration, abdominal pain, tremors, diarrhea, loss of
appetite and tenesmus. An increase in values of biochemical parameters, especially
urinary y-glutamyl transpeptidase (GGTU), creatinine kinase (CK) and myocardial bound
creatinine kinase (CKMB) were mainly. The electrocardiogram revealed arrhythmias
such as: sinus bradycardia, second degree atrioventricular block, paroxysmal ventricular
tachycardia and ventricular premature complexes. No alterations were found for kidney
histology. No significant difference was seen when comparing treatments. Clinically,
there was improvement in feed consumption observed for Gll. With the present study, it
can be concluded that dogs poisoned by 0,25 g/kg of fresh leaves of N. oleander in a
single dose will exhibit clinical signs, laboratorial alterations and changes in the
electrocardiogram tracing. Likewise, the use of fructose 1,6 diphosphate and of glucose
had a similar behavior for the variables studied during the experimental time.

Key words: arrhythmia, glycosides, biopsy, electrocardiogram, poisoning.



1. INTRODUGAO

As intoxicagdes tornam-se mais frequentes, apontando um notério acréscimo da
casuistica na rotina clinica de pequenos animais, principalmente pelo uso de produtos
domissanitarios e uso de plantas ornamentais téxicas. Tanto os caes como os felinos
podem potencialmente consumir as plantas ou parte desta, especialmente os filhotes
devido a sua curiosidade. Em adultos a ingestdo €& causada por desordens
comportamentais ou em animais famintos.

O N. oleander é amplamente usada como uma planta ornamental e ela provocam
desordens cardiovasculares por seu conteudo de glicosideos. Existem algumas
citagdes de intoxicacdes principalmente com folhas secas ou extratos, entanto que com
folhas frescas né&o temos estudos apesar de que na atualidade existem
aproximadamente umas 45 espécies de plantas que contem glicosideos cardiacos que
sdo potencialmente toxicos para animais e humanos (EVERIST, 1982: MCKENZIE,
1994).

As plantas toxicas geralmente desencadeiam quadros clinicos inespecificos que
podem ser confundidos com diversos tipos de intoxicagdes ou com outras doencgas, o
que poderia dificultar seu diagndstico, somado ao desconhecimento que existe, nos
mecanismos de agéo, fisiopatologia, principios ativos e terapéuticos existentes nestes
tipos de intoxicacdes.

Por esses motivos, atualmente vem-se realizando diversas pesquisas a respeito,
na tentativa de dispor ferramentas de estudo aos médicos veterinarios e novas

possibilidades de tratamento.



2. REVISAO DE LITERATURA

Nerium oleander (Figura 1) € um arbusto amplamente utilizado como planta
ornamental e distribui-se em regides tropicais e subtropicais do globo terrestre. O N.
oleander é conhecido popularmente como espirradeira, oleandro rosa, baladre, laurel
de flor, adelfa; pertence a familia Apocynaceae, a qual tem as seguintes caracteristicas
botanicas: formacédo de arbustos perenes, produgdo de folhas lanceoladas dispostas
em espiral, cor amarelo a verde escuro, producdo de flores em todos os meses do

verao e presencga de vagens com sementes (LANGFORD & BOOR, 1996).

Figura 1. N. oleander em etapa de floracado — UNESP, Jaboticabal — SP, 2011.

Ainda que a planta seja reportada como pouco palatavel, ela pode ser ingerida
por animais famintos ou entediados e causar intoxicagao (LYNN & SAFDAR, 2006),
pelos seus glicosideos cardiacos os quais sao quimicamente similares com a digoxina
(Figura 2). Esses glicosideos cardiacos podem ser encontrados em todas as partes da
planta fresca ou seca (LANGFORD & BOOR, 1996; SOTO-BLANCO et al., 2006), no
entanto as maiores concentragdes encontram-se nas raizes e nas sementes, onde
pode-se verificar até 30 tipos diferentes de glicosideos cardiacos como: oleandrinas,
digitoxigeninas e folinerinas. (IBRAHIM et al., 2008).



Figura 2. Estrutura quimica da digoxina e da oleandrina (Fonte: SAEED et al.,1996)

Sabe-se que a ingestao, inalagdo ou contato da planta com a pele e membranas
mucosas causa serios problemas como eritema bucal, dermatite por contato, nauseas,
vomito, sialorréia, dores abdominais, cefaléia, alteracbes do estado mental, disturbios
visuais, midriase, neurites e principalmente sintomas cardiovasculares (HUGHES et al.,
2002; ASLANI et al., 2007). Os sintomas cardiovasculares sao dados pela presenga dos
glicosideos cardiacos na planta, que séo estruturalmente similares a digoxina e inibem
a bomba Na*/K" — ATPase, resultando na deplegéo intracelular de potassio e aumento
do sddio intracelular. Estas alteracbes acarretam no acumulo citoplasmatico do caélcio,
responsavel pelo efeito inotropico positivo. Este disturbio eletrolitico afeta a
condutividade elétrica do coracdao (LANGFORD & BOOR, 1996). Nestas condigdes, a
resposta simpatica também aumenta, sensibilizando o miocardio e exacerbando todos
os efeitos toxicos dos glicosideos (JOUBERT,1989; ASLANI et al., 2004). Devido a
reducdo da condutividade elétrica no miocardio, sdo observados bloqueios de
condugao, tais como arritmias ventriculares e eventualmente a perda completa da
contratilidade (IBRAHIM et al., 2008).

Tanto em animais quanto em humanos, o potencial de exposicdo a estes

glicosideos ¢ alto, tendo em vista a atratividade destes arbustos para proprietarios de
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casas e paisagistas, os quais usam com frequéncia estas plantas em projetos de
jardinagem. Além disso, elas s&o usadas como cercas vivas como divisas em
propriedades rurais (LANGFORD & BOOR, 1996). Por sua vasta utilizagdo, muitos
casos de intoxicacado ja foram relatados em bovinos, gatos, macacos, caes, cabras,
patos, equinos (HUGHES et al., 2002; ASLANI et al., 2007), galinhas, canarios, ratos e
humanos. No caso deste ultimo, os relatos foram de intoxicagcdes por tentativas de
suicidio (MARTINEZ, et al., 2007; MARIN et al., 2007; IBRAHIM et al., 2008).

As intoxicagcbes com compostos digitalicos usualmente resultam da ingestao
acidental de plantas contendo glicosideos cardiacos, mas também pode ocorrer nas
complicagcbes em terapias com digitalicos (PLUMB, 1999), e em humanos por consumo
voluntario (BLUM, & RIEDERS, 1987). Os sintomas podem ocorrer uma hora apos
ingestdo e podem causar a morte (IBRAHIM et al., 2008).

ASLANI et al. (2004, 2007), realizaram algumas intoxicagdes de ovinos e
caprinos com folhas secas de N. oleander em suspensao, administradas por via oral em
dose unica letal de 110mg/kg e verificaram que os animais intoxicados comegavam a
apresentar sinais clinicos de 30 a 60 minutos apds a exposicao. Esses sinais incluiam:
atonia ruminal, timpanismo, dor abdominal, poliuria e taquiarritmias. Em outras espécies
animais como: ratos, galinhas e canarios, ndo foram observadas sensibilidade aos
glicosideos cardiacos de N. oleander (SZABUNIEWICZ et al., 1971). Outro estudo em
ratos intoxicados experimental com folhas secas na quantidade de 10% do peso vivo
por um periodo de seis semanas, observou-se que elas foram téxicas, mas nao letais
aos ratos (AL-YAHYA et al., 2000). Os caes apresentam uma sensibilidade semelhante
aquela encontrada em seres humanos intoxicados com N. oleander, possivelmente
devido a uma estrutura similar da bomba de Na'/K*- ATPase (SZABUNIEWICZ et al.,
1971).

Nos Estados Unidos da América, o centro de controle de intoxicacdes em
animais (APPC) notificou 71 casos de intoxicagdo por ingestdo de N. oleander, mas
existem poucos relatos em outros paises (LYNN & SAFDAR, 2006).

Os principais sinais clinicos observados em animais intoxicados
experimentalmente com N. oleander estdo correlacionados com disturbios dos

sistemas: cardiovascular, gastrointestinal e nervoso, e evidenciando-se como sinais
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clinicos: podem causar colica, sialorréia, distensdo abdominal moderada, diarréia, dor
abdominal, inapeténcia (LANGFORD & BOOR, 1996; HUGHES, et al., 2002; LYNN et
al.,2006), vocalizacao, convulsdes e tremores musculares (LANGFORD & BOOR, 1996;
ASLANI, et al., 2004). No eletrocardiograma, os achados mais frequentes séo: bloqueio
atrioventricular de primeiro e segundo grau, bradiarritmias, taquiarritmias ventriculares,
depressdo do segmento S-T, fibrilagdo ventricular e batimento ventricular prematuro
(LANGFORD & BOOR, 1996; HUGHES, et al.,2002; LYNN et al., 2006).

Em relagéo a histopatologia do coragéo, os cardiomidcitos apresentam diferentes
coloragdes (escuros e palidos), associadas a degeneracgao inicial (SOTO-BLANCO et
al., 2008). Além disso foi observada a presenca de pigmentos de hemossiderina,
congestao e hemorragias severas na regidao subendocardio do coragédo, com varios
graus de necrose nas células do musculo cardiaco (com infiltracdo de células
inflamatérias mononucleares). No figado, foi descrita degeneragdo gordurosa e
infiltracdo de células inflamatérias no espaco portal, com necrose multifocal dos
hepatocitos e hiperplasia de ducto biliar. Em relacdo ao sistema nervoso, relatos de
caso em equinos tém mostrado congestao perivascular e edema perineuronal, focos
hemorragicos e presenca de varios graus de isquemia celular (HUGHES et al., 2002;
ASLANI et al., 2007).

Achados referentes a histopatologia do rim, mostraram que as células dos
tubulos renais apresentaram degeneracdo e necrose nos tubulos contornados
proximais e distais, com ruptura das membranas celulares e coloragcao basofilica dos
nucleos. Alteragdes similares também foram observadas nos ductos coletores e elas
sugerem dano ou doencga renal de causa aguda (ASLANI et al., 2007). A IRA pode ter
causas pré-renais, intrinsecas do rim ou pés-renais (STOKES & FORRESTER, 2004),
neste tipo de intoxicagdes prevaleceriam as causas intrinsecas do rim. Na IRA ha uma
abrupta diminuigdo da taxa de filtragdo glomerular (GFR), resultando no acumulo de
toxinas urémicas, dejetos metabdlicos, disfungdes metabdlicas e desequilibrio de
fluidos ou eletrélitos com disturbios acido-basico. Os rins sao particularmente
susceptiveis & isquemia e dano toxico, pois recebem 20% do fluxo cardiaco.

Estratégias para o diagnostico precoce da doenga renal estdo baseadas em

alteracdes que envolvem fungao renal que podem ser avaliadas por exames de urina e



6

de sangue. O urindlise tem grande utilidade para a detecgéo de proteinuria (Qque é uma
manifestacao de alteragdo na permeabilidade glomerular) e para detectar incapacidade
de concentracdo da urina. As dosagens de creatinina e uréia no sangue sé&o de grande
utilidade como um indice indireto de GFR. Estes exames podem ser complementados
por métodos mais precisos para a estimagao da GFR (LEES, 2004), como o clearance
de creatinina enddgena (Ccr), estimada pelo volume do plasma no qual uma sustancia
€ removida pelo rim numa unidade de tempo. Este teste pode ser feito por diferentes
técnicas chamadas: clearance de 20 minutos, em duplicata (duas vezes clearance de
20 minutos) e de 24 horas, sendo este ultimo mais confiavel, pois se obtém a dosagem
da urina em 24 horas e fazendo s6 uma determinagao de creatinina em plasma ja que
esta é relativamente constante num periodo de 24 horas (FINCO, 1995).

Outros exames sao necessarios para uma precoce deteccdo e consequente
intervencdo na tentativa de deter ou atenuar o dano tubulo intersticial e o
desenvolvimento da insuficiéncia renal aguda (IRA) e azotemia (GRAUER, 2005). E o
caso da enzimuria que esta sendo usada em caes e gatos (UECHI et al., 1998), porém
as enzimas mais comumente dosadas sdo a gamaglutamiltransferase urinaria (GGTU),
fosfatase alcalina, lactato desidrogenase, n-acetil-glicosaminidase (NAG), entre outras
que sao encontradas no parénquima renal (CLEMO, 1998).

As enzimas originam-se de organelas celulares especificas como a GGT urinaria
formada na borda em escova dos tubulos proximais e a NAG na faccao lisossomal,
motivo pela qual numa lesdo ha liberagdo delas no lumen e posteriormente sao
excretadas na urina. A GGT de origem hepatico nao é filtrada pelo glomérulo normal
devido a seu alto peso molecular, podendo ser considerada como indicador especifico
de extravasamento ou necrose tubular aguda (GRAUER, 2005).

Entretanto os exames de enzimuria devem ser cuidadosamente interpretados por
causa dos resultados falsos positivos, falsos negativos ou falhas na manipulagdo das
amostras. Estes erros podem ser ocasionados, no caso de existir um dano glomerular,
por hiperfiltracdo glomerular (resultando no aumento da filtragcdo glomerular das
enzimas séricas), esgotamento no estoque das enzimas tubulares, demora no tempo de
processamento da amostra ou congelamento da amostra a -20C° ou -70C° (MATTEUCI
et al., 1991; GRAUER, 2005).
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Além disso, o calculo da raz&o da atividade GGT urinaria/creatinina urinaria
reflete a excregdo de GGT urinaria em 24 horas (UECHI, 1998). Com esta razao tenta-
se corrigir as variagdes sobre a atividade enzimatica que é causada pelo fluxo de urina,
e relaciona-se com a concentragcdo da creatinina urinaria sendo dada como um indice
de GGT urinaria para a creatinina (WESTHUYZEN et al., 2003). Aumento de dois a trés
vezes 0 valor basal da raz&do da atividade GGT urinaria/creatinina urinaria sao
sugestivos de lesdo renal.

Em muitas oportunidades a bidpsia renal surge como uma alternativa para
estabelecer o diagnostico definitivo de lesdo renal e a gravidade da lesdo (VADEN,
2010). Na veterinaria ha ainda muita relutancia para sua realizagdo, pelo risco de
complicagdes, custos com o procedimento e pela inadequada interpretacdo das
bidpsias. Alguns estudos confirmam baixas frequéncias de complica¢des na colheita do
material para biopsia, assim como minimo efeito quando técnica é adequadamente
empregada (JERACK et al.,, 1982; DROST et al.,, 2000). Existem varias técnicas
utilizadas para a realizagdo das bidpsias, entre elas estdo: percutanea (por palpacgao
direta, laparoscopia e ultrassonografia) e cirurgica (bidpsia incisional). A bidpsia guiada
por ultrassonografia é a técnica eleicdo quando os animais pesam acima de 5 Kg
(VADEN, 2010).

Quanto ao diagndstico das intoxicagdes por plantas que contém glicosideos
cardiacos, este envolve a identificagdo da planta e a evidéncia do consumo desta,
informagdes que sao obtidas através da histdria clinica, sinais clinicos, achados do
eletrocardiograma, alteragbes clinico-patologicas e achados de necropsia, embora
estes parametros muitas vezes nao sejam suficientes para concluir o diagndstico
(HUGHES et al., 2002).

Na medicina humana, o radioimunoensaio (RIA) é utilizado para a monitoragao
das concentragdes séricas das digoxinas e também para confirmar o envenenamento
fatal em seres humanos por Thevetia peruviana (BREWSTER, 1986) e N. oleander
(MARTINEZ et al., 2007; MARIN et al., 2007), ja que os glicosideos especialmente a
oleandrina, cuja estrutura € similar a digoxina, apresentam reatividade cruzada com o
exame RIA (CHEUNG et al., 1989; JORTANI et al.,1996). A cromatografia liquida por
espectrofotometria de massa pode ser utilizada em alguns casos, na avaliagédo do
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conteudo gastrintestinal, fezes e sangue de animais e humanos (GALEY, 1996;
IBRAHIM et al., 2008), mas por seu alto custo ndo é utilizada frequentemente na
medicina veterinaria (HUGHES et al., 2002).

O tratamento da intoxicacdo por N. oleander consiste em dar suporte com
fluidoterapia via oral ou intravenosa para diminuir os efeitos cardiovasculares (HUGHES
et al., 2002). Os fluidos que contém calcio devem ser evitados, pois podem aumentar o
efeito dos glicosideos cardiacos no miocardio (KNIGHT, 1988). Também doses
repetidas de carvao ativado sdo empregadas para prevenir a reciclagem de toxinas
entero-hepaticas (LYNN et al., 2006). Os medicamentos antiarritmicos como: a atropina,
atenolol, fentoina, procainamida e lidocaina, podem ser usados para controlar os efeitos
dos glicosideos cardiacos (JOUBERT, 1989; PLUMB, 1999). Contudo, deve se
constatar o tipo de arritmia, realizando o exame eletrocardiografico, durante varios dias
(LANGFORD & BOOR, 1996).

Além do tratamento de suporte, foi demonstrado experimentalmente que a
frutose-1,6 difosfato, previne danos no coracdo e o efeito de desbalanceamento dos
ions em caes, ainda que o mecanismo de agao seja desconhecido. Caes intoxicados
com extratos de N. oleander, foram tratados com dosagem de 50mg/kg frutose-1,6
difosfato, e em seguida utilizada uma solugdo a 10% do mesmo principio em infusédo
constante, demonstrando que o coracao dos animais tratados com frutose-1,6 difosfato
voltaram ao ritmo normal, os niveis de potassio nos caes ndo sofreram alteracdes e a
pressao foi mantida no nivel da normalidade (MARKOQOV et al., 1999). Também outra
opgao na terapéutica, € a utilizacao de fragmentos de anticorpos de digoxina bem
sucedida no tratamento experimental de intoxicagdo com N. oleander em céaes
(CLARCK et al., 1991; CAMPHAUSEN et al., 2005).

Embora existam os efeitos toxicos do N. oleander, ela tem alguns compostos
pesquisados atualmente, principalmente em medicina humana, no tratamento do cancer
(PATHAK et al.,, 2000) e como protetores de células do cérebro em modelos de
isquemia (THOMAS, 2006).

E assim que é relevante aprofundar na composigao desta planta, seu mecanismo

de intoxicacao, doses toxicas, alteracdes laboratoriais e formas de tratamento.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragdes clinicas, eletrocardiograficas,
bioquimicas, hematoldgicas e histologicas do rim de caes intoxicados com 0,25g/Kg de

folhas frescas trituradas de N. oleander, adicionadas na ragao em dose unica.

3.2 Objetivos especificos

e Comparar os efeitos clinicos, cardiovasculares, urinarios em caes submetidos a
intoxicagcdo com N. oleander, e tratamento com glicose e frutose 1,6 difosfato.

e Avaliar a funcdo hepatica, antes, durante e depois da intoxicacdo por meio da
atividade dos biomarcadores, alanino aminotranferase (ALT), gammaglutamil
tranferase (GGT), fosfatase alcalina (ALP), PT e albumina.

e Avaliar a fungdo renal, antes, durante e depois do tratamento, por meio da dosagem
creatinina, uréia, razdo proteina/creatina urinaria (U-P/C), Ccr, atividade da GGT
urinaria, indice GGT urinaria e urinalise.

¢ Verificar o perfil hematoldgico e eletrolitico pré e pds tratamentos.

e Monitorar a fungdo cardiaca mediante dosagem de CK, CKMB, realizacdo de

eletrocardiografia e mensuragao da presséao arterial.
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4. MATERIAL E METODOS

O projeto de pesquisa esta de acordo com os principios éticos na
experimentagao animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo (COBEA),
da Universidade Estadual Paulista, UNESP — Campus de Jaboticabal.

4.1 Animais e instalagoes

Para o experimento foram utilizados 10 caes adultos, higidos, 5 machos e 5
fémeas, sem racga definida, com pesos entre 10 e 25 Kg e de 3 a 6 anos de idade,
provenientes do CPPAR, UNESP — Jaboticabal (Centro de Pesquisa, Parasitologia e
Sanidade Animal), alojados individualmente em canis, equipados com comedouros e
bebedouros individuais, no HVGLN, UNESP - Jaboticabal.

Todos os animais receberam a mesma dieta durante a realizacdo do

experimento, composta de ragdo comercial' uma vez ao dia e agua ad libitum.
4.2 Grupos experimentais e modelo de indugao da intoxicagao

Os 10 animais foram distribuidos em dois grupos compostos por 5 caes cada um
(dois fémeas e trés machos) (Gl e Gll), por delineamento inteiramente ao acaso. Os
dois grupos receberam uma unica dose de 0,25g/kg de peso, de folhas frescas de N.
oleander seguindo o descrito na literatura para outras espécies (ASLANI et al., 2007;
PEDROSO et al., 2009) e em animais testados em nosso piloto. No piloto foram usados
trés animais, os quais receberam 0,25g/kg, 0,59/Kg e 1g/Kg, onde se observou que o
animal que recebeu 0,25g/Kg apresentou sinais clinicos e eletrocardiograficos, num
tempo inferior que outros animais do experimento.

As folhas usadas foram submetidas a avaliagdo botanica e foram obtidas da
cidade de Jaboticabal, posteriormente trituradas, pesadas e embaladas individualmente
em sacos plasticos seguindo a dose estipulada por Kg de peso, para ser adicionadas

na ragao no momento da alimentagéo.

" Puruca carne e vegetais BASA — Brasilia alimentos S/A
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Eles foram observados e avaliados clinicamente 24 horas pré-intoxicacédo e até
48 horas pos-intoxicagao. Foi estabelecido o tempo zero (controle) e tomados esses
dados como indices basais de cada animal, antes do fornecimento das folhas de N.
oleander para realizagdo do eletrocardiograma, exames hematologicos e bioquimicos.
Para a histopatologia renal tomou-se como controle sete dias antes da intoxicagdo, com
uma amostra por animal. Os mesmos animais foram submetidos a bidpsia divididos em
dois grupos sendo o grupo 24 horas (G24) e o grupo 76 horas (G76), baseado nos

aumentos da GGT urinaria verificados durante o experimento.
4.3 Protocolos do tratamento

Foram usados dois tratamentos duas horas apdés o consumo das folhas de
Nerium oleander.

Para Gl o tratamento consistiu na administragdo de uma solucédo de glicose2 a
50mg/Kg via intravenosa (IV) e em seguida uma infusdo a 10% de glicose IV por uma
hora a 10ml/kg.

No GlI foi realizado o tratamento com frutose 1,6 difosfato®, IV a 50mg/Kg, e em
seguida uma infusdo a 10% da mesma solugdo, colocada em cloreto de Na 0,9%

durante uma hora a 10ml/kg.
4.4 Tempos das avaliagoes

Para a determinagdo dos valores basais (tempo 0 (TOh)), os parametros
hematolégicos, bioquimicos séricos, eletrocardiograficos, de pressao arterial, urinalise
(cateterismo vesical) e exame fisico foi obtido no tempo pré-experimental, com excec¢ao
para do Ccr, que foi determinado 24 horas antes (T-1). No tempo experimental foram
determinados os tempos 4 horas (T4h), 24 horas (T24h) e 48 horas (T48h), onde foram
colhidos amostras de hemograma, bioquimica sérica, pressado arterial, urinalise e os

parametros clinicos. Para a realizacdo da biopsia renal, considerou-se o tempo zero

% Glicose 10% Baxter Hospitalar Ltda. Brasil
3 Frutose 1,6 difosfato Sigma-Aldrich Brasil Ltda (S&o Paulo, SP, Brasil).
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sete dias anteriores & intoxicacéo (T-7) e os tempos experimentais foram T24h e T76h
(Figura 3).

Figura 3. llustracdo dos intervalos experimentais, indicando os tempos das avaliagdes clinicas e coleta das

amostras.

4.5 Laboratorios

Os estudos foram desenvolvidos no Laboratério de Cardiologia Clinica e
Experimental e no setor de Radiologia e Ultrassonografia do Hospital Veterinario, para
0os exames de eletrocardiograma, afericdo de pressdo arterial ndo invasiva e
ultrassonografia abdominal. Todos os setores e servigos citados sao integrantes do
HVGLN pertencente a Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Unesp,
Campus de Jaboticabal. Outros exames como hemograma, urinalise, bioquimica-sérica
e bioquimica urinaria foram realizados no Laboratério de Apoio a Pesquisa do
Departamento de Clinica e Cirurgica Veterinaria pertencente ao Departamento de
Clinica Veterinaria, da mesma instituicéo.

Também utilizou-se o Laboratorio de Patologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&do Paulo em Ribeirdo Preto (FMRP/USP) para a realizagdo da

histopatologia das bidpsias do rim.
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4.5.1 Avaliacao do quadro hematolégico

Os hemogramas foram obtidos a partir de amostras de sangue, as quais foram
colhidas com seringa por pungao da veia jugular e colocadas em tubos devidamente
identificados contendo em seu interior o anticoagulante acido etilenodiaminotetracético
dissédico (EDTA-Nay;) a 10%, estas foram homogeneizadas e processadas. As
contagens globais de eritrocitos, leucocitos, hemoglobina, hematdcrito e numero de
plaquetas foram obtidos num contador de células automatico* As contagens
diferenciais dos leucdcitos foram realizadas em esfregagos sanguineos corados com
solugao de Rosenfeld (JAIN, 1993).

4.5.2 Avaliagoes do perfil bioquimico sérico

Para avaliagao da bioquimica sérica, foram realizados testes utilizando amostras
de sangue total em tubos de ensaio sem anticoagulante, devidamente identificados.
Apos retracao do coagulo, estas foram centrifugadas por 10 minutos a 3.000rpm para a
obtengdo do soro e armazenadas em micro tubos tipo eppendorfs® a -20°C para
posteriormente serem determinadas as concentragdes séricas de: Creatinina (método
Labtest), Uréia (método enzimatico UV), GGT (metodologia Szasz modificado), ALP
(metodologia Bowers e Mc Comb modificado), ALT (metodologia Cinética UV-IFCC), PT
(método Biureto), Albumina (método verde de bromocresol), CK (método UV-IFCC) e
CK-MB (método imunoinibigdo- IFCC), utilizando kits comerciais® para seus
processamentos, sendo as leituras realizadas em espectrofotdmetro® semi-automatico,
conforme as instrugdes fornecidas pelo fabricante. Para a leitura das concentracbes
séricas de sodio (Na*), calcio (Ca?") e potassio (K*), utilizou-se um aparelho automatico

de eletrodos ions-seletivos’.

* Poch-100iVDIff, Sysmex — Japao

® Labtest Diagnostica — Lagoa Santa — MG — Brasil

6 Labquest — Labtest Diagnéstica — Lagoa Santa — MG — Brasill
" Iselab 9580 — Drake — S&o José do Rio Preto — SP — Brasil
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4.5.3 Urinalise, bioquimica urinaria e proteinuria

Para avaliacdo da urina foi coletada, uma amostra de urina e processada num
intervalo de tempo de 60 minutos apds a colheita, utilizando-se fita reagente comercial®
e 0s parametros avaliados incluiram pH, glicose, proteina, urobilinogénio, nitrito, corpos
cetdnicos, leucdcitos, sangue oculto e bilirrubina. Os valores da densidade urinaria
foram mensurados com a utilizagao de refratbmetro digital aplicando-se uma gota da

amostra de urina sobre o refratdmetro®

A analise sedimentoscopica das amostras de urina foi realizada apos
centrifugac;éo10 a 1.500rpm durante dez minutos, o sedimento foi utilizado para
confecgdo da lamina. A lamina foi preparada com uma gota do precipitado, logo
recoberta com laminula e analisada ao microscépio 6ptico'” O exame fisico da urina foi
realizado por meio da observacdo macroscopica, estabelecendo-se resultados para

aspecto e cor.

Para as analises bioquimicas urinaria foram feitas dosagens de proteinas,
creatinina para posterior determinacédo do U-P/C, e GGT a partir do sobrenadante da
mesma urina a qual foi resfriada a 4C° e processada nas primeiras duas horas para
mensuracao da GGT utilizando-se kits comerciais®. Também se realizou o calculo para

o indice da GGT urinaria por meio da seguinte formula:

GGT urinaria (U/L)
indice GGT urinaria (U/g)=

Ucr (mg/dl)

Ucr= concentragdo urinaria de creatinina
GGT urinaria (U/L)= Atividade da GGT urinaria

8 Combur10Test®UX — Boehringer Mannheim S.A. - Buenos Aires- Argentina
° Refratémetro Digital — UGI (1,000-1,050) — Atago — Tékio — Japé&o.

10 Centrifuga Celm LS3 Plus Barueri — SP - Brasil

"Microscopio Nikon Eclipse — E 200
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A perda de proteina na urina foi estimada pelo calculo da razdo proteina/creatinina

urinaria (U-P/C). Para a determinagcdo da U-P/C, foram feitas dosagens de proteina

t12

urinaria pelo kit Sensiprot'“. U-P/C foi empregada a formula que segue:

Proteina urinaria
U-P/C =

Creatinina urinaria

O dano glomerular foi considerado quando o valor estava = 0,5.

4.5.4 Avaliacao do clearance de creatinina (Ccr)

A avaliacdo do Ccr foi realizada através da técnica de 24 horas conforme as
recomendacdes feitas por FINCO (1995).

Durante todo o periodo de avaliacdo experimental os animais foram
acondicionados em gaiolas metabdlicas previamente higienizadas com agua deionizada
24 horas antes do experimento. Os animais foram pesados e a regido geniturinaria foi
higienizada durante a cateterizacao transuretral realizada no tempo inicial, meio e final
da afericdo da produgdo de urina, com cateter urinario de PVC numero 6 ou 8,
dependendo do tamanho do animal.

Apés da remocgdo da urina existente na bexiga, com o auxilio de seringa
acoplada a sonda, foram aplicados 10 a 20 mL de ar, para evacuar volumes residuais,
sendo considerado o esvaziamento completo quando o volume de urina obtida ndo
ultrapassasse 1mL. O momento do completo esvaziamento foi considerado como
momento zero (TOh). Apds 24 horas do esvaziamento foi registrado o tempo final para o
Ccr e realizada a colheita de sangue (4mL). Toda a urina recuperada na gaiola a cada
duas horas e junto com a urina no esvaziamento da bexiga foi homogeneizada para ser

aferido o volume total.

Para os célculos de Ccr utilizou-se a férmula:
Uer (mg/mL) x Uv (mL)

Cer = / peso
Scr(mg/mL) x T (min)

"2 Labtest Diagnostica — Belo Horizonte — MG — Brasil



16

Onde:

Ccr = clearance de creatinina

Ucr= concentracao urinaria de creatinina
Uv= volume de urina

Scr= concentragao sérica de creatinina
T=tempo em minutos

Os resultados finais foram expressos na unidade: mL/min/kg

4.5.5 Avaliagao da pressao arterial

A presséo arterial (sistdlica, média e diastdlica) foi obtida por mensuragado nao-
invasiva com aparelho tipo oscilométrico’. Os cées foram mantidos em decubito lateral
direito, com manguito de largura correspondente a aproximadamente 40% da
circunferéncia do membro toracico esquerdo, colocado na regido distal do radio e ulna.
Foram obtidas cinco determinagdes e os valores limitrofes superiores e inferiores
descartados para a obtengdo das médias mais exatas (MUCHA & CAMACHO, 2003).
Mantendo o animal na mesma posi¢cdo e sem retirar o manguito foi medida em seguida,
com mais cinco afericoes, a pressao arterial sistdlica ndo invasiva pelo método Doppler

vascular para posterior comparacdo com o método oscilométrico.
4.5.6 Avaliagao eletrocardiografica

Utilizou-se um eletrocardiégrafo computadorizado™ a partir das derivacdes
periféricas (I, Il, lll, aVR, aVL, e aVF) e derivagdes precordiais (rV2, V2, V4 e V10).

Os eletrocardiogramas foram analisados na derivagdo bipolar 1l (DIl), na
velocidade de 50mm/seg, calibrado para um centimetro igual a 1mV, por um tempo de 4
minutos, onde tomaram-se trés medidas de cada variavel eletrocardiografica e fez-se
uma média destas trés avaliagdes. Foram observadas as caracteristicas do ritmo
cardiaco e os parametros referentes a frequéncia cardiaca, duragao (milissegundos —

ms) e amplitude (milivolts-mV) da onda P, duragao do intervalo PR e do complexo QRS,

"*Dixtal® modelo DX2710 — Dixtal — Manaus — AM- Brasil.
“ECG TEB para computador (ECG —PC, versao Windows XP — Tecnologia Eletronica Brasileira — TEB - Brasil)
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amplitude da onda R, duragao do intervalo QT, caracteristicas da polaridade da onda T,
presenca ou nao de desnivelamento do segmento ST e valor em graus do eixo médio
de QRS, obtido a partir das derivagdes | e lll. As medidas eletrocardiograficas foram
analisadas segundo a descricao feita por TILLEY (1985), com excecédo da duragdo da
onda P e do complexo QRS, onde foram seguidos os valores descritos por MUCHA &
CAMACHO (2003).

4.5.7 Avaliacao histopatologica

As biopsias renais foram feitas em trés tempos (T-7, T24h e T76h) e realizadas
pela técnica de bidpsia percutdnea com agulha cortante tipo Tru-cut®'® calibre 18
Gauges (G — 1.2mm x 13cm), guiada por ultrassonografia (Figura 4), com o objetivo de
detectar lesdes causadas pela intoxicacdo experimental e analisadas em conjunto com
as demais provas de avaliagdes da funcao renal. Os animais foram preparados com
tricotomia numa area de 8 cm de largura por 10 cm de comprimento do lado esquerdo
na parte posterior da 13°costela, e posicionados em decubito lateral direto. A
continuagéo na zona tricotomizada foi submetida a antissepsia com alcool 70% e fez-se

a delimitagao da regido com dois panos cirurgicos estéreis para isolar a pele (Figura 4).

Figura 4. (A). Imagem fotografica ilustrando o campo da bidpsia renal. (B) Imagem fotografica ilustrando da
agulha tipo Trucut®, seta amarela indicando a porgdo onde fica o fragmento da biopsia — UNESP,
Jaboticabal — SP, 2011.

"® Trucut US BIOPSY- Franklin,USA
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Para execucgao da técnica de biopsia renal percutanea, os animais foram levados
a sala de ultrassonografia, onde receberam cloridrato de tramadol a 1mg/Kg por via
intramuscular como analgesia e como anestesia Propofol’®, na dose de 7mg/kg e
manutencao de 3mg/kg, por via IV. Foi realizada entdo uma pequena incisdo na pele na
regiao abdominal com agulha 40x12, por onde a agulha tipo Trucut® foi introduzida,
acoplada a uma pistola automatica. Em seguida, introduziu-se a agulha no local
incisionado, limitando a ponta da agulha no parénquima renal, no polo caudal, na
tentativa de alcangar somente o cortex. Apds o posicionamento apertou-se o gatilho e a
agulha interna avangou 2 centimetros para o alvo (Figura 5), e retrocedeu rapidamente
para dentro da agulha externa. Assim um fragmento de tecido de aproximadamente
15mm, ficou retido na reentrancia da agulha interna. Retirou-se a agulha lentamente do
alvo pressionando imediatamente o rim durante 5 minutos para evitar o risco de
hemorragias. O paciente foi monitorado por ultrassonografia percorrendo a area, para
detectar possiveis complicagdes.

Posteriormente retirou-se, a amostra da agulha para ser colocada numa solugéo

de formalina ao 10%, e foi encaminhada ao Setor de Patologia, onde foi processada.

aguTha_

Figura 5. Imagem ultrassonografica do rim esquerdo que corresponde a zona anecogénica (re). No interior
observa-se uma area hiperecogénica, entrando no polo caudal do rim, que corresponde a agulha,
Trucut®, para a obtencéo do fragmento — UNESP, Jaboticabal — SP, 2011.

16 Propofol Sandoz — Cambé, PR
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

O delineamento utilizado foi inteiramente ao acaso com parcelas subdivididas,
testando o fator grupo ou tratamento (2 niveis) nas parcelas e o fator tempo (4 niveis)
nas subparcelas com cinco repeticbes dentro de cada tratamento (animais). Para os
valores do teste de Fischer (p< 0,05), os efeitos de tempo e tratamento foram
desdobrados, comparando a média pelo teste de Tukey, cujo nivel de significancia foi
0,05. Entre a comparacgao dos grupos, analisaram-se as variaveis nao normais para os
resultados das bidpsias através do Teste ndo paramétrico U de Mainn-Whitney e pelo
Teste T Student, em uma prova bilateral com nivel de significancia de 5%. A analise da
estatistica foi realizada no programa Statical Analysis System — SAS (1996).
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5. RESULTADOS

Nos resultados obtidos com este trabalho relatam-se os sinais clinicos
apresentados durante a intoxicagcdo com N. oleander. Além disso, sdo demonstradas
algumas diferengas em parametros laboratoriais e eletrocardiograficas entre
tratamentos e principalmente entre periodos. Os dados obtidos nesta pesquisa estédo
apresentados na forma de tabelas contendo as médias, valor médio dos desvios padrao
das variaveis estudadas. Estas variaveis estao representadas em graficos que mostram
as medianas, os percentis de 25 e 75 e os valores maximos e minimos em cada grupo.

Nenhum dos animais do experimento veio a ébito.
5.1 Exame fisico e sinais clinicos durante a intoxicagao

Os dois grupos (Gl e GIl) consumiram a totalidade da mistura de ragdo com
folhas verdes de N. oleander e os dois grupos apresentaram os mesmos sinais apés a
intoxicagdo, observados entre 30 e 90 minutos apds o consumo. Os sinais foram:
voémito em 100% (n=10 cées), sialorréia em 80% (n=8), nduseas, apatia, conjuntiva
ocular congesta em 70% (n=7), desidratacdo 50 (n=5), dor abdominal, tremores 30%
(n=3), diarréia 20% (n=2) e tenesmo 10% dos caes (n=1). A inapeténcia foi um sinal
apresentado nos dois grupos apos a intoxicagao e posterior ao tratamento, encontrou-
se que trés animas do Gl ndo consumiram a totalidade de sua ragdo no seguinte dia,
entanto que no GIl s6 um animal diminuiu o consumo. No Gl os sinais posteriores ao
tratamento se apresentaram até as 12 horas, entanto que para o Gll foi até as 11 horas
onde nao houve diferenca estatistica significativa. Todos os animais vomitaram num

intervalo de tempo entre 27 e 75 minutos.

Outras avaliagbes clinicas tais, como peso, temperatura, tempo de
preenchimento capilar, cor das mucosas e frequéncia respiratéria, nao tiveram
alteracdes importantes e mantiveram-se dentro dos parametros de normalidade para a
espécie canina. A Fc, dada em batimentos por minuto (bpm), ndo apresentou diferenca
significativa (p<0,05) entre tratamentos, mas mostrou uma importante diminuicdo nos

dois grupos em T4h, (Figura 6).
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Figura 6. Representagao grafica por tratamento e tempo, ilustrando a mediana (linha preta dentro da caixa),
primeiro e terceiro quartil (seta ponteada na metade da caixa), + 1 desvio padréo (seta continua
lateral), média (ponto vermelho), obtidos para as Fc, no Gl e Gll, onde n&o foi observada diferenga
significativa (p<0,05) entre tratamentos. Controle pelo teste de Tukey — UNESP, Jaboticabal — SP,
2011.

5.2 Resultados do hemograma

Os valores do hemograma nos dois grupos encontraram-se dentro da faixa de
normalidade. Alguns parametros mostraram pequenas diferencas que foram
evidenciadas por meio da anadlise de variancia, indicando significancia nas seguintes
variaveis: He, Hb, Ht, neutréfilos (Ns) e Plaq onde apresentaram significancia a 1% de
probabilidade, na fonte de variagdo os grupos dentro dos animais. Nos grupos, houve
diferengas significativa nas médias de (p<0,05) para as variaveis He, Hb, Linf e Plaq.
Também os Le, tiveram significancia de (p<0,05) na fonte de variagao entre os animais.
Nos outros parametros ndo foram observadas nenhuma interacao significativa (Tabela
1).

A Tabela 2 apresenta dados das médias do hemograma e leucograma, com
diferenga entre tratamentos no T48h para Hb e Ht, com discreta diminui¢gdo nos valores

destas variaveis no Gll quando comparado com o Gl.
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Tabela 1. Andlise de Variancia pelo teste de Fischer (p< 0.05), das médias dos valores dos hemogramas, tendo como fonte de

variagéo os grupos (G); os grupos dentro dos animais (A(G)); os tempos (T); interagdo grupo por periodos (G*T);

coeficiente de determinagdo (R2) e do coeficiente de variagdo (CV), de caes intoxicados com N. oleander — UNESP,
Jaboticabal-SP, 2011.

Niveis Minimos de Significancia (p)

Fonte de Graus de
Variagdo  Liberdade Le He Hb Ht Ns” Linf” Eos” Mon’’ Plaq
|
(G) 1 0,0561 0,0043* 0,008* 0,005* 0,6120 0,7097 0,1810 0,0747 0,0216*
T 3 0,7861 0,0571 0,0598 0,0139 0,3703 0,0306* 0,1281 0,9244 0,2336
(A(G)) 8 0,0003* <0,001**  <0,001**  <0,001** <0,001** <0,001** 0,0708 0,5021 <0,001**
(G*T) 3 0,5886 0,0762 0,0913 0,0725 0,3018 0,1766 0,9324 0,9244 0,8006
Erro (b) .
R2 0,693 0,8411 0,8787 0,8787 0,8820 0,8820 0,5178 0,3522 0,9479
(1Y 21,151 7,549 6,6453 6,6453 0,9705 0,9705 18,418 14,44 8,6063

Médias seguidas pelos valores menores que 0,05 (p<0,05) s&o valores significativos a 5% de probabilidade (*).

Médias seguidas pelos valores menores que 0,01 (p<0,01) s&o valores significativos a 1% de probabilidade (**).
Valores transformados a logaritmos, Leos +1, Lnb +1, Llinf +1 e Lmon +1. (")

Tabela 2. Valores médios e + 1 desvio padrao (DP), da contagem global de Leucdcitos (Le — x103/pL), hemécias (He — x1 OelpL),
hemoglobina (Hb — g/dl), hematdécrito (Ht — %) e plaquetas (Plaq — x103/pL), nos tempos TOh, T4h, T24h, T48h e nos

grupos Gl e GlI, de cées submetidos a intoxicacao experimental com N. oleander — UNESP, Jaboticabal-SP, 2011.

TEMPOS (Horas)
GRUPO Valor de referéncia
TOh DP T4h DP T24h DP T48h DP
Gl 10,02 Aat+1,96 8,52 Aat1,75 9,20 Aa £1,32 8,94 Aa 1,81 3
Le 6 —18 x 10° cel/ul*
Gll 10,44Aax3,61 10,72Aa+2,89 9,58 Aat3,27 11,22 Aat3,11
He Gl 6,79 Aa+1,00 6,06 Aa+0,90 6,58 Aa+1,02 7,03 Aat1,08 55 -85 x 10° cellul*
Gll 6,24 Aa+0,84 5,92 Aa+0,62 6,50 Aa+0,81 5,88 Aa+0,98
Gl 15,24 Aa+2,48 13,70 Aa+2,71 14,82 Aat+2,57 15,84 Ab+2,89
Hb 12 - 18 g/dI*
Gll 13,74 Aax2,15 13,14 Aa+2,02 14,42 Aa+2,09 13,18 Ab+2,31
Gl 46,18 Aat6,88 40,64 Aat6,44 44,68 Aat6,29 47,08 Ab+5,67
Ht 37 — 55 %*
Gll 42, 00Aat5,49 39,50 Aat4,82 43,10 Aat5,17 39,58 Ab+5.08
Gl 241,000Aa+61,15 231,000Aa+72,56 217,800Aa+80,15  240,600Aa+102.01 s
Plaquetas 180 — 400 x 10°/pl*
Gl 240,600Aa+140,19  245,400Aa+117,16 283,000Aa+91,25  306,800Aa+164.39

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias seguidas

por diferentes letras minusculas nas colunas diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). *Valores de referéncia em cées

segundo Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria — HVGLN, UNESP, Jaboticabal.
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5.3 Resultados bioquimica sérica

As dosagens bioquimicas de ALT, ALP, GGT, albumina, PT, creatinina, uréia,
Na®, K*, Ca’, onde ndo mostraram diferencas significativas nas medias (p<0,05) entre
grupos Gl e Gll (Tabela 3), nem entre tempos em cada grupo. Além disso, os valores
médios dos parametros avaliados permaneceram dentro dos limites fisiolégicos
estabelecido para cada espécie. Embora as PT n&do apresentem diferenga significativa
entre o grupo Gl e GlI, deve-se ressaltar que em T24h no Gl, houve um moderado

aumento nas médias quando comparada com o tempo TOh e T4h do mesmo grupo

(Figura 7).

10
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Figura 7. Representacgéo grafica por tratamento e tempo, ilustrando a mediana (linha preta dentro da caixa),
primeiro e terceiro quartil (seta ponteada na metade da caixa), + 1 desvio padréo (seta continua lateral),
média (ponto vermelho), obtidos para as PT, no Gl e no GIl, onde n&do foi observada diferenca

significativa (p<0,05) entre tratamentos. Controle pelo teste de Tukey — UNESP, Jaboticabal — SP, 2011.
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Tabela 3. Valores médios dos parametros bioquimicos e + 1 desvio padrdo (DP), nos grupos Gl e Gll, de caes

submetidos a intoxicagdo experimental com N. oleander. — UNESP, Jaboticabal-SP, 2011.

GRUPO .
TOh DP T4h DP T24h DP T48h DP referencia
Gl 44 Aat 27,62 56,57 Aat 31,52 56,57 Aaz 27,82 58,66 Aat 28,06
ALT 10 — 88 U/L
Gll 41,9 Aat 29,4 44 Aat 22,41 41,91 Aaz 14,34 34,06Aat3,33
Gl 2,5 Aat 0,59 2,57 Aat 0,93 2,72 Aa 0,6 2,66 Aat 0,69
Albumina 2,6 —4,0 g/dl
Gll 2,39 Aat 0,49 2,63 Aat 0,58 2,43 Aazt 0,57 2,46 Aat 0,47
Gl 39,76 Aat 52 36,48 Aat 8,17 36,78 Aazt 3,63 37,83 Aat 5,73
Ureia 15 — 65 mg/dl
Gll 40,96 Aat4,71  29,04Aat 4,62 35,3 Aat 8,4 36,64 Aat 7,75
Gl 1,09 Aat 0,21 1,12 Aat 0,18 1,05 Aat 0,14 1,09 Aat 0,19
Creatinina 0,5-1,5 mg/dl
Gll 0,9 Aat 0,2 0,91 Aat 0,23 0,82 Aaz 0,2 1 Aat 0,06
Gl 147 Aat 0,71 146,6 Aat 2,07 1444 Aat 1,14 144,6 Aat 1,67
146 — 156
Na+
Gll 146,4Aat 2,88  143,6 Aat 6,07 143,6 Aat 6,19 147 Aat 1,87 mmol/L
el 4,69 Aat 0,44 4,68 Aat 0,33 4,9 Aat 0,16 4,78 Aat 0,33
3,8-5,1
K+
Gll 4,74 Aaz 0,3 47 Aat 0,24 4,88 Aat 0,43 4,9 Aat 0,34 mmol/L
05-15
Gl 1,17 Aat 0,08 1,16 Aaz 0,11 1,21 Aaz 0,04 1,16 Aaz 0,11
Ca+ mmol/L
Gll 1,21£0,09 1,16Aa+0,18 1,15 Aaz 0,13 1,18Aa+0,07

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias seguidas

por diferentes letras minusculas nas colunas diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). *Valores de referéncia em caes

segundo Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria — HVGLN, UNESP, Jaboticabal.

Tanto a CK como a CK-MB nao mostraram diferenga significativa nos valores

obtidos entre os grupos Gl e Gll, nem para tempos (Tabela 4). Observaram-se algumas

alteracdes para a CK no grupo Gl, onde aumentou moderadamente na comparagao

com os tempos TOh e T24h no mesmo grupo. No Gll aumentou no tempo T4h quando

comparado ao tempo basal. Também observou-se na atividade sérica da CK-MB

aumento no tempo T4h, tanto em Gl como no GllI (Tabela 3).
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Tabela 4. Valores médios e + 1 desvio padréo (DP), da dosagem da atividade séricas das enzimas CK e CK-MB em
U/L, nos tempos TOh, T4h, T24h, T48h nos grupos Gl e GIl, de cdes submetidos a intoxicagéo
experimental com N. oleander — UNESP, Jaboticabal-SP, 2011.

TEMPOS (Horas)

Valor
GRUPO

TOh DP T4h DP T24h DP T48h DP referéncia
Gl 91,08Aat75,45 80,96 Aa+49,21 161,94Aa+65,24 116,38Aa+71,20

CK 20 - 200 U/L*
Gll 80,97Aa+50,13 136,64Aa+33,45 86,04Aa+38,71 86,03 Aa+43,39
Gl 35,51Aa+10,43 39,94Aa+12,31 43,81Aa+14,01 34,18Aa+x10,87

CKMB 1,15 -28,4 U/L**

Gll 33,92Aa+19,20 52,09Aa+15,23  35,60Aa+15,10 31,63Aa+17,38

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias seguidas
pelas mesmas letras mindsculas nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). *Valores de referéncia em céaes
segundo Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria — HVGLN, UNESP, Jaboticabal.** Valores de referéncia CARDINET, (1997).
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Figura 8. Representacdo grafica por tratamento e tempo, ilustrando a mediana (linha preta dentro da caixa),
primeiro e terceiro quartil (seta ponteada na metade da caixa), + 1 desvio padréo (seta continua lateral),
média (ponto vermelho), obtidos para atividade sérica das enzimas CK e CK-MB, no Gl e GlI, onde nao foi
observada diferenga significativa (p<0,05) entre tratamentos. Controle pelo teste de Tukey — UNESP,
Jaboticabal — SP, 2011.



5.4 Resultados da urinalise, enzimuria, clearance de creatinina e U-P/C

No estudo dos parametros urinarios, ndo foram constatadas alteracbes nas
urinalises entre os grupos nem entre tempos. Os valores estavam na faixa de
normalidade. Na razdo U-P/C nao houve diferencga significativa (p<0,05) entre grupos
nem entre tempos. Na enzimuria foi analisada a GGTU e seu indice, onde nao foi
encontrada diferencga significativa entre tratamentos, embora nos tempos verificamos
aumentos nos dois grupos em T4h e T24h. No indice da GGTU houve um aumento
significativo (p<0,05) entre os tempos T4h e T24h para os dois grupos. E nao observou-
se diferencga significativa entre os grupos (Tabela 5).

Tabela 5. Valores médios e + 1 desvio padréo, da U-P/C e das dosagens Ccr e GGT urinaria com seu indice, nos

tempos TOh, T4h, T24h e T48h nos grupos Gl e Gll, de caes submetidos a intoxicagdo experimental com N.
oleander. — UNESP, Jaboticabal-SP, 2011.

GRUPO o
TO DP T4 DP T24 DP T48 DP referéncia
Gl 0,25Aa+0,17 Nr 0,20Aa+0,15 0,30Aa+0,19
U-P/C <0,5*
Gl 0,25Aa+0,18 Nr 0,35Aa+0,19 0,46Aa+0,18
Gl 1,43Aa+0,60 Nr 1,39Aa+0,56 1,08Aa+0,48 102-
Cer ’ ,
Gll 1,41Aa+1,02 Nr 1,04Aa+1,23 2,70Aa+0,98 3,46"mL/Kg/min
GGT Gl 67,32Aa+80,06 133,13Aa+76,15 159,13Aa+83,47 90,29Aa+75,08
. 13-125 *U/L
Urinaria Gll 58,14Aa+97,16 116,28Aa+95,01 123,95Aa+92,26 90,28Aa+88,82
indice Gl 50,25Aa+160,51  26543Ba+173,21  164,34Ba+156,83  42,32Aa+182,09
31.6+10,4*
GGTU Gll 37,90Aa+200,02  216,23Ba+209,11  329,24Ba+198,06  70,41Aa+172,73

Médias seguidas por diferentes letras mailsculas nas linhas diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias seguidas por
diferentes letras minusculas nas colunas diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). *Valores de referéncia em cées segundo
GRAUER, (2005); NARITA et al., (2007); DE SCHEPPER et al., (1989). (Nr) Nao realizado.

No Ccr também n&o houve diferenga entre tratamentos, porém observou-se aumento
em Gl no T48h na comparacdo com os valores basais e com o GIll na mesma hora
(Figura 9).
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Figura 9. Representacdo grafica por tratamento e tempo, ilustrando a mediana (linha preta dentro da caixa),
primeiro e terceiro quartil (seta ponteada na metade da caixa), + 1 desvio padréo (seta continua lateral),
média (ponto vermelho), obtidos para a U-P/C, Ccr, GGT urinaria e seu indice. No Gl e Gll, n&o foi
observada diferenga significativa (p<0,05) entre tratamentos. Controle pelo teste de Tukey — UNESP,
Jaboticabal — SP, 2011.
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5.5 Resultados da pressao arterial

A pressao aferida pelo método Doppler ndo revelou diferencga significativa entre
0s grupos nem entre os tempos, por outro lado o método oscilométrico apresentou
diferenca significativa (p<0,05) nas médias entre os tempos T4h e T24h para as
variaveis pressao arterial sistélica, pressao arterial média e presséo arterial diastdlica
(Tabela 6).

Tabela 6. Valores médios e = 1 desvio padrdo, da mensuragdo da PAS Doppler (mmHg), PAS(mmHg), PAM, e
PAD(mmHg), nos tempos TOh, T4h, T24h, T48h nos grupos Gl e Gll, de cdes submetidos a intoxicagdo
experimental com N. oleander — UNESP, Jaboticabal-SP, 2011.

TEMPOS (Horas)

Valor de
GRUPO L
TOh DP T4h DP T24h DP T48h DP Referéncia
] 142,33Aa+15,52  140,33Aa+13,20  126,33Aa+16,09  138,66Aa+18,21
PAS
145+23mmHg*
Doppler Gll 139,33Aa+19,88  136,99Aa+16,66  131,99Aa+17,88  141,66Aa+19,12
Gl 142,73Aa+2537  106,80Bat21,21  87,33Cat24,93  143,66Aa+20,55
PAS 131 £20mmHg*
Gll 142,40Aa+26,26  104,60Bat29,27  87,26Cat25,64  146,13Aa+29,33
Gl 104,20Aa+23,60 82,00Ba+23,9 143,40Ca+24,03  103,06Aa+25,37
PAM 97+16mmHg*
Gl 107,80Aa+22,54  86,40Ba+24,24  144,93Ca+26,28  107,80Aa+23,93
Gl 79,73Aa+26,04  142,53Ba+24,91  10540Aa+21,01  82,86Aa+24,32
PAD 74+15mmHg*
Gll 92,00Aat2575  144,26Bat21.19  103,93Aa+22,77  81,33Aat25,33

Médias seguidas por diferentes letras mailsculas nas linhas diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias seguidas pelas
mesmas letras minUsculas nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). *Valores de referéncia em cades segundo
BROWN et al.( 2007).
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Nos graficos observa-se uma diminuicdo moderada em Gl e Gll, para a PAS nos
tempos T4h e T24h, porém a pressao média diminuiu no tempo T4h e aumentou no
T24h para os dois grupos, enquanto que a pressao diastélica aumentou no tempo T4h

para ambos os tratamentos. O método Doppler manteve valores muito similares durante

todo o periodo experimental (Figura 10).
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Figura 10.Representacgéo gréafica por tratamento e tempo, ilustrando a mediana (linha preta dentro

da caixa), primeiro e terceiro quartil (seta ponteada na metade da caixa), + 1 desvio

padrdo (seta continua lateral), média (ponto vermelho), obtidos para as PAS Doppler,
PAS, PAM e PAD, no Gl e GllI, onde nao foi observada diferenga significativa (p<0,05).
Controle pelo teste de Tukey — UNESP, Jaboticabal — SP, 2011.
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5.6 Resultados eletrocardiograficos

Na interpretacdo e analise eletrocardiografica ndo houve diferenga significativa
entre grupos, nem entre tempos e foram encontrados diversos tipos de arritmias a partir
do T4h até T24h, independente do tratamento, as quais se resolveram sem tratamento
antiarritmico nos dois grupos. As arritmias observadas foram bradicardia sinusal,
bloqueios de segundo grau, complexos ventriculares prematuros, taquicardia ventricular
e taquicardia sinusal (Figuras 11 e 12). Ndo houve diferenga entre os grupos enquanto
apresentacao de arritmias.

A andlise dos 10 caes do estudo se verificou que apds a intoxicacdo 40%
animais (n=4) apresentaram bradicardia sinusal (2 animais em cada grupo Gl e Gll),
20% (n=2) bloqueios atrioventriculares de segundo grau intermitentes (1 animal em
cada grupo Gl e Gll), 10%(n=1) taquicardia sinusal (do grupo Gl), 10%(n=1) taquicardia
ventricular paroxistica (do grupo Gll) e 20% (n=2) complexos ventriculares prematuros(1
animal em cada grupo Gl e GlI).

Na Tabela 6 estdo descritos as médias, os desvios padrdo das variaveis
eletrocardiograficas: duragdo da onda Pms, amplitude da onda PmV, intervalo PR,
complexo QRS, amplitude da onda RmV, intervalo QT e Fc, as quais nao foram
verificadas diferencas significativas (p<0,05). Por outro lado, ao avaliar o intervalo QT,
nota-se um aumento deste para Gl no periodo T24h e no GIl no periodo T4h, na
comparacao com seu respectivo TOH. No entanto, a Fc diminuiu no T4h em Gl e Gl
(Tabela 7).
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Figura 11. Tragados eletrocardiograficos computadorizados obtidos na derivagéo Il, na velocidade de
50mm/segundo. Tragado A corresponde a um cdo do Gl na hora zero com
eletrocardiograma normal. Tragado B que corresponde a um cdo do GIl em T4h com
bradicardia sinusal onde verificou-se Fc de 48 btm. Tragado C num cdo do Gl em T24h
observa-se um bloqueio atrioventricular intermitente de segundo grau mobitz tipo Il, tipo A —
UNESP, Jaboticabal — SP, 2011.
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Figura 12 - Tragados eletrocardiograficos computadorizados obtidos na derivagao Il, na velocidade
de 50mm/segundo. Tragado A de um céo do Gl intoxicado com N. oleander em T24h
evidenciando complexos ventriculares prematuros de origem esquerdo. Tragado B de
um céao do Gll em T24h com uma taquicardia ventricular paroxistica com dissociagao
atrioventricular. Tragado C verificou-se num cédo do Gl em T24h uma taquicardia
sinusal com Fc de 162 btm. — UNESP, Jaboticabal — SP, 2011.
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Tabela 7. Valores médios e + 1 desvio padrdo, da mensuragdo: Pms, PmV, PR, QRS, RmV, QT e frequéncia
cardiaca (Fc), e os valores da média nos tempos TOh ,T4h, T24h, T48h nos grupos Gl e Gll, de cées

submetidos a intoxicagdo experimental com N. oleander.- UNESP, Jaboticabal-SP, 2011.

GRUPO _
Toh DP T4h DP T24h DP T48h DP referencia
max
Gl 37,66Aax3,75 39,26Aa+3,27 41,46Aa+2,91 36,86Aa13,66
Pms 44,54ms
Gll 36,53Aa*2,96 39,60Aa+3,02 36,53Aa+2,78 34,06Aa+3,33
max
Gl 0,17Aax0,04 0,14Aax0,03 0,16Aaz0,01 0,15Aa+0,04
PmV 0.20mV
Gll 0,12Aa+0,03 0,13Aax0,02 0,13Aax0,02 0,13Aax0,02
Gl 92,46Aa+5,49 98,93Aa+4,89 112,46Aa5,99 119,60Aaz5, 24 60 a 130ms
PR
Gll 89,46Aax14,98 113,80Aax15,01 100,60Aa+14,07 104,73Aa+13,20
Gl 51,80Aa*2,86 51,86Aa+2,88 53,06Aa+2,91 50,40Aa+2,77 54,78ms
QRS
Gll 50,86Aa+4,80 50,06Aax4,37 51,33Aat4,28 49,26Aat4,91
Gl 1,44Aa+0,39 1,41Aa+0,31 1,40Aa+0,28 1,27Aa%0,37 2.5mv
RmV
Gll 1,30Aa+0,36 1,22Aa+0,30 1,36Aa0,27 1,20Aax0,35
Gl 220,93Aa+17,60 228,53Aa+18,11 245,53Aa+20,02 224,73Aa+18,29 150-250ms
QT
Gll 206,73Aa+20,34 240,33Bat20,44 223,40Aa+19,13 214,20Aa+18,93
Gl 111,93Aa+21,43 86,46Aa+26,19 81,73Aax23,23 102,06Aa+24,12 60 140 bpm
Fc
Gll 102,53Aa+24,62 67,07Aax19,33 96,53Aa+22,67 84,13Aa+23,33

Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nas linhas néo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias seguidas
pelas mesmas letras mindsculas nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05). *Valores de referéncia em cées
segundo TILLEY (1985); MUCHA & CAMACHO (2003).
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5.7 Resultados da histopatologia

Na analise das bidpsias ndo houve diferenga significativa entre os grupos G24 e
G76, quando é comparado com o tempo T-7 (basal), as alteragdes encontradas foram:
minima fibrose tubulo intersticial focal, vacuolizagao tubular difusa, degeneragao
hidropica difusa (Figura 13.), as quais ja estavam presentes no inicio do experimento.
Foram realizadas duas bidpsias por animal, para um total de 20 colheitas onde se
observou as seguintes complicagdes: micro hematuria 100% (n=20), macro hematuria

20% (n=4), coagulos na bexiga 15% (n=3) e hemorragia perirenal 5% (n=1).

A B

Figura 13. Fotomicrografias do rim de caes intoxicados com Nerium oleander. (A) tempo T-7 (basal) de um
cado do G76, onde se observa uma seta indicando uma regido verde no espaco intersticial que
corresponde a uma fibrose tubulo intersticial focal. Obj. 40x. (B) C&o do G76 nas 76 horas, sem
alteragdo no glomérulo e com minima fibrose tdbulo intersticial focal (seta) Obj. 40x. UNESP,
Jaboticabal — SP, 2011.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo observou-se que a intoxicacdo em caes com folhas verdes de
Nerium oleander na dose de 0,25g/Kg nao causou Obito, nestes animais nestas
condigdes experimentais. Nao ha descricdo de intoxicagcdo experimental em cdes com
folnas verdes nestas dosagens. Alguns estudos realizados em caes utilizando
principalmente as folhas secas ou extratos, onde isolaram um dos principios ativos
(oleandrina), este foi administrando diferentes concentragbes causando sintomas de
intoxicagdao (TRAUTVETTER et al., 1969; SZABUNIEWICZ et al., 1971; LEHMANN,
1984; CLARK et al.,, 1991). Pesquisadores (SZABUNIEWICZ et al., 1971; GALEY,
1996), consideram o N. oleander como uma planta extremamente toxica e dosagens de
folhas 0,05g/Kg do peso do animal podem causar a morte . Em nosso trabalho foram
usadas dosagens de folhas 0,25g/Kg do peso do animal, sem levar ao O6bito. Na
literatura cientifica na medicina veterinaria aparecem diversas citagcdes que descrevem
doses letais com folhas secas ou fazendo referéncia a numero de folhas utilizadas para
intoxicar, sem ter considerado as concentragdes dos principios ativos (HENNING, 1932;
REZAKHANI & MAHAN, 1994), entretanto estas informagbes suscitam muitas
controvérsias e sdo consideradas inapropriadas devidas a que variam dependendo do
tamanho das folhas e de outras variaveis como: estacdo do ano, estagio do
desenvolvimento da planta e condigdes do meio ambiente (JOUBERT, 1989).Neste
estudo buscamos mimetizar a intoxicacdo natural, n6és nos propusemos reproduzir a
intoxicacado de uma forma mais natural possivel, com a justificativa de que a planta tem
o principio ativo a oleandrina e que na natureza ela esta composta por mais de 30
sustancias potencialmente toxicas (MILEWSKY, et al., 2006) e esta disponivel em
jardines ja que trata-se de uma planta ornamental.

Embora, na literatura se mencione a esta planta como pouco palatavel, devido a
seu conteudo de saponinas (MACK, 1984), neste trabalho observamos que os animais
consumiram a totalidade das folhas frescas trituradas que foram adicionadas a racéo,
este fendmeno possivelmente pelo fato de que a racdo melhorou a palatabilidade e
somado a este que os animais s6é consumiam alimento uma vez ao dia, motivo pelo

qual eles na hora da alimentacao estavam famintos e comiam vorazmente. Os caes séo
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considerados mais susceptiveis aos efeitos toxicos dos glicosideos cardiacos que os
ruminantes (LANGFORD & BOOR, 1996), pois os poligastricos conseguem, por meio
dos microorganismos ruminais, inativar uma propor¢do grande dos glicosideos
(ADAMS, 1995). Em nosso estudo evidenciou-se que ainda existindo essa
suscetibilidade, os cades também apresentardo uma caracteristica que seria benéfica,
que é a facilidade com que eles podem ter emeses apds o consumo da planta sendo
uma vantagem em comparagao com os poligastricos, diminuindo consideravelmente o
tempo dentro do estomago e evitando desta maneira uma maior a absorgéo da toxina.
Deve-se lembrar que todos os animais do experimento vomitaram entre os 30 e 90
minutos, razao pela qual o grau de absorg¢ao e de intoxicagao foi variavel. MILEW SKI
(2006), afirma que a gravidade, duragdo e inicio dos sinais clinicos depende da
quantidade de toxina absorvida e do tratamento administrado.

Os sinais clinicos reportados neste trabalho sado inespecificos e podem ser
confundidos com outros tipos de intoxicagcdes, embora estes sinais ocorreram a pouco
tempo apds a ingestdo das folhas. LANGFORD & BOOR (1996), mencionam em seu
trabalho de revisdo de literatura, sinais como: vémito diarréia, sialorréia, apatia,
depressdo do sistema nervoso central, hipotensdo, membranas mucosas palidas,
tremores musculares, pulso irregular, diversas arritmias e coma, os quais foram
observados também em nosso trabalho, mas sem ter consequéncias graves como: o
coma ou Obito, provavelmente pela quantidade de toxina absorvida, como ja foi
descrito. Neste estudo clinicamente os animais que receberam a frutose 1,6 difosfato
apresentaram uma melhora clinica na comparagdo com o grupo da glicose, fato
evidenciado pelo retorno ao consumo de alimento novamente, observado em um
numero maior de animais no GllI.

Nos resultados de laboratorio a literatura cita hipercalemia (MARKOV, 1999),
hiponatremia, hipocloremia, hemoconcentragdo, leucocitoses, elevacao de uréia e
creatinina no inicio do quadro clinico. Posteriormente hiperglicemia, hipoproteinemia,
hipocalcemia e aumento da CK (HUGHES et al., 2002, PEDROSO et al., 2009). Em
relacdo a estes parametros os animais neste estudo, ndo apresentaram essas
alteracdes, salvo um aumento das proteinas plasmaticas totais no Gl no T24h, devido

ao fato que alguns animais desse grupo apresentaram algum grau de desidratagao, que
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contribuiu na elevacdo da média das proteinas. Os eletrdlitos ficaram dentro dos
valores de normalidade nos dois grupos, em comparagdo com alguns relatos de
animais intoxicados naturalmente (HUGHES, et al., 2002), acreditamos que o balango
eletrolitico ndo se alterou, devido a um rapido inicio na hidratagao, assim como pelo uso
frutose 1,6 difosfato no Gl (MARKOV, 1999) e da glicose no GI, que puderam ter
algum efeito benéfico. O uso da frutose em intoxicagdes por glicosideos foi descrito
inicialmente por MARKOV, (1999), ele demonstrou alguns resultados principalmente
com o K', onde observou-se captacdo celular de K' e normocalemia em caes
intoxicados com oleandrinas apds o uso do tratamento, fato esse também observado
em nosso experimento.

No hemograma houve diferenga estatistica na média entre os dois grupos para
os valores de He, Hb, Ht, essa diferenga deve estar relacionada pelo pequeno numero
de animais no experimento e ndo podemos afirmar que por causa dos tratamentos
preconizados, e sim estar associado também a outras causas como: stress dos animais
durante o experimento e a colheita da bidpsia a qual esta relacionada, na apresentacao
de algumas complicagdes que poderiam levar a uma perda de sangue. VADEN, (2010)
relata que existe de 1-18% de probabilidade de complicagdes nas bidpsias sendo a
mais frequentes microhematuria, macrohematuria, hematomas perirenais e em
ocasides marcada hemorragia.

A CK néao apresentam diferencga entre grupos encontrando-se dentro dos valores
de normalidade, além disso, foi observado que no Gll os animais voltaram rapidamente
aos valores basais no decorrer do experimento. Com referéncia, o seu valor basal os
grupos aumentaram levemente as concentragbes da CK, este achado era esperado,
devido ao fato da toxina produz lesdo nas fibras musculares esqueléticas e cardiacas
(HUGHES, 2002). Neste estudo o aumento foi minimo devido, a intoxicagao foi leve e
poucos animais apresentaram tremores musculares. Os tremores continuos podem
contribuir aos aumentos grandes da CK (HUGHES, 2002), o qual nao foi observado. Na
CKMB n&o tem sido realizados estudos dosando a enzima em caninos intoxicados com
N. oleander, no entanto PEDROSO et al., (2009), realizou dosagem da CKMB em
bovinos intoxicados experimentalmente onde observou aumento, na comparagao com o

basal. Neste estudo o aumento aconteceu em Gl e GlI, e iniciou-se no T4h, este achado
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pode estar associado a lesdo no miocardio com necrose das fibras cardiacas que induz
a liberagao da isoenzima CKMB para o meio extracelular (DINIZ, et al., 2007).

Em relagcdo aos parametros: U-PC, Ccr e urindlise ndo foram observadas
alteragdes, as quais estavam condizentes com os achados da bidpsia renal, onde néo
foram encontradas mudangas que indicaram necrose tubular aguda. Alguns autores
encontraram em ovinos e caprinos, na avaliagdo histopatolégica apdés o obito,
degeneracdo e necrose em dutos coletores, tubulos convolutos proximais e distais,
caracterizada por ruptura de membrana celular, coloragdo basofilica nos nucleos e
vacuolos citoplasmaticos sobre o epitélio celular (ASLANI, et al., 2007; BARBOSA, et
al., 2007).

Apesar de ter encontrado algumas lesbdes nas biopsias em T24h e T76h como:
vacuolizagdo focal dos tubulos, degeneracdo hidropica dos tubulos e fibroses
intersticial, estas nao foram provocadas durante a intoxicagao, ja que estas alteragdes
foram observadas nas amostras basais em T-7, este resultado difere aos achados
microscopicos de animais que morreram pela intoxicagdo com N. oleander, possivel
causa para esta alteracdo deve-se ao fato que o modelo de intoxicagao utilizado nao
ocasionou um quadro grave de intoxicagdo, como também, para induzir leséo renal
grave.

No entanto, na avaliacdo da enzimuria encontramos elevagdes da GGTU e seu
indice no Gl e Gll no T4h e T24h, razdo pela qual foram realizadas bidpsias no tempo
T24h na tentativa de encontrar lesbes na histopatologia. Esta enzima € mensurada,
pois clinicamente € util na detecgao precoce de lesao tubular no céo e no gato (UECHI,
1998). Recentemente demonstrou-se que as relacbes de GGTU/creatinina refletem a
excregao em 24 horas de GGTU em céaes. Grauer (2005), afirma que aumentos de duas
a trés vezes na relagdo de GGTU/creatinina sobre o valor basal sdo sugestivos de leséo
tubular clinicamente relevante. Neste trabalho encontramos elevagdes de duas a trés
vezes o valor basal da GGTU e de seu indice sem ter alteragbes na histopatologia do
rim, na uréia, creatinina, urindlise e Ccr. As causas desta elevagdo podem ser
explicadas porque, apesar de sua utilidade, ndo ha uma padronizagdo da mensuragao
da atividade da GGTU motivo pelo qual existem diversas metodologias que sao usadas

(UECHI, 1998; NARITA, et al., 2005), o que poderia ter como consequéncia diferengas
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no processamento das amostras, outra teoria que explicaria o aumento, é a
possibilidade de existir lesdo renal com extravasamento da GGTU, sem
necessariamente causar leséo tubular ou levar a azotemia. O urinalise € um exame que
oferece uma série de dados valiosos para o diagndstico, mas neste caso nao foi de
muita utilidade, por ser uma intoxicacdo aguda que nao possibilitou a de descamagao
celular ou de cilindruria.

A pressao sanguinea tanto, pelo método Doppler e oscilométrico, neste estudo,
se mantiveram dentro dos valores de referéncia durante todo o experimento. O método
oscilométrico mostrou algumas variagdes nos tempos T4h e T24h onde houve reducgao
da PAS e aumento da PAD, em Gl e GIl em relagdo a o método Doppler. Este
comportamento esta associado as ag¢des dos glicosideos cardiacos que tem um
comportamento similar a digoxina, que sdo compostos que aumentam o tono vagal,
causando um maior efeito parassimpatico e inibindo o tono simpatico, que produz uma
diminuicdo da frequéncia cardiaca e da PAS (MERRETT, 2000). Neste trabalho,
seguiram-se como referéncia os valores utilizados por BROWN e colaboradores (2007),
que classifica como hipertensdo em caes valores acima de 145+23mmHg pelo método
Doppler e pelo método oscilométrico para PAS de 131+20mmHg e PAD de
74+15mmHg.

Uma variedade de alteracdes eletrocardiograficas sdo mostradas na intoxicagao
com N. oleander, incluindo mudancas na duragdo dos complexos e arritmias como:
bradicardia, bloqueios de primeiro e segundo grau, complexos ventriculares prematuros,
taquicardia ventricular, taquicardia sinusal e fibrilagcdo entre outros, os quais foram
evidenciados neste trabalho. Estas arritmias sdo originadas pelo alto grau de inibicao
da bomba Na+/K+ ATPase nas fibras musculares cardiacas, condicdo que causa
reducdo na atividade elétrica do miocardio. A inibicdo da bomba Na+/K+ ATPase pelos
glicosideos resulta em acumulo intracelular de ions de sodio. Por sua vez permite o
fluxo de ions de calcio intracelular e a liberagdo de ions de calcio ligados ao reticulo
sarcoplasmatico. O incremento das concentragdes livres de calcio no sarcoplasma
causa maior forca de contragdo do miocardio, o efeito inotrépico positivo (JOUBERT,
1989). Além disso, induz de forma indireta a diminuicdo da condugao elétrica no
coragao, pelo incremento da tonicidade no nervo vago (KATZUNG & PARMLEY, 1998;
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PANWAR & GARG, 2000), que pode explicar a diminui¢do da frequéncia cardiaca no Gl
em T4h e no Gll em T24h, e do aumento do intervalo Q-T evidenciados neste trabalho.
Os compostos toxicos da planta, por serem similares quimicamente com a digoxina e na
farmacocinética, razao pela qual existem alguns fatores que alteram sua disponibilidade
e que poderiam influenciar no grau de intoxicagao do animal como: ser uma sustancia
pouco lipossoluvel que causaria deposi¢do na gordura e maior tempo para sua
eliminacgao, ela pode ter menor absorgao ao ser administrada com o alimento, animais
com hipoalbuminemia pode diminuir a unido e ter maiores concentragdes em sangue e
a hipocalemia que diminuem a competicdo nos lugares de unido e permitiria maiores
quantidades séricas (MERRETT, 2000).

E necessaria a realizagdo de outros estudos para conhecer as concentracdes dos

glicosideos cardiacos na planta e suas doses letais em caes.
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7. CONCLUSOES

- Com o presente estudo pode-se concluir que animais intoxicados com 0,25g/Kg de
folhas verdes de Nerium oleander em unica dose, causa sinais clinicos, alteracdes

laboratoriais e mudangas no tragado do eletrocardiograma.

- O uso da frutose 1,6 difosfato e da glicose tiveram um comportamento similar para as
variaveis estudadas durante o tempo experimental, excetuando uma melhora clinica

observada no consumo do alimento, a qual foi melhor para a frutose 1,6 difosfato.

- O eletrocardiograma e mensuragado da pressédo fornecem uma avaliagdo do sistema
cardiovascular, que mostra que as primeiras 24 horas nos animais intoxicados sofrem

as alteragdes mais graves como hipotensao e arritmias.

- A GGTU e seu indice aumentaram na intoxicagdo com N. oleander desde a hora 4,
sem ter diferengas entre os grupos nem ter variagdbes em outros parametros como

uréia, creatinina, urinalise, clearance, U-P/C e histopatologia.

- A intoxicacdo com N. oleander provocam vOmito ao pouco tempo do consumo da

planta o que tem como consequéncias diferentes graus de intoxicacao.
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