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RESUMO

SANTOS, André Marandola. Troponina C na detec¢do imuno-histoquimica de
alteracOes regressivas precoces no miocardio de bovinos e ovinos intoxicados
por monofluoroacetato de sédio. 2015. 59p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria, Programa de P6s-Graduacdo em Medicina Veterinaria). Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Ao que tudo indica, o0 monofluoroacetato de sédio (MF) é o principio toxico
das numerosas plantas que causam “morte subita” no Brasil. Eventualmente,
observam-se, nos animais intoxicados por MF, grupos de cardiomiocitos com
aumento da eosinofilia citoplasmética. Essas alteracbes cardiacas, no entanto, na
maioria dos casos, ainda incipientes, de dificil interpretacdo e sem reacdo
inflamatoria, devem ser diferenciadas de artefato. O presente trabalho teve como
objetivo detectar a presenca de alteracBes regressivas precoces no miocardio de
bovinos e ovinos intoxicados experimentalmente por MF, através da imuno-
histoquimica com troponina C (cTnC). Fragmentos de coracdo de seis bovinos (trés
que receberam, por via oral, doses Unicas de 0,5 mg/kg e, os demais, 1,0 mg/kg de
MF) e cinco ovinos (um recebeu, por via oral, dose Unica de 0,5 mg/kg, outros dois
receberam doses de 1,0 mg/kg; um ovino recebeu, por via oral, doses subletais
repetidas diariamente de 0,1 mg/kg/dia, por quatro dias, e outro, 0,2 mg/kg/dia por
seis dias) foram submetidos a técnica de imuno-histoquimica com anticorpo anti-
cTnC. Nos miocérdios de bovinos e ovinos verificou-se reducdo dos niveis de
expressdao da cTnC no citoplasma de grupos de fibras musculares. Diminuicao
significativa na imunorreatividade ocorreu, sobretudo, em cardiomiocitos que
apresentavam, no exame histopatolégico, aumento da eosinofilia citoplasmatica. A
diminuicdo ou auséncia da expressdo da cTnC nos animais intoxicados por MF
permitiu estabelecer a diferenca entre necrose coagulativa de cardiomiocitos e
artefato ocasionado pelo fixador. Isso indica que este método pode ser utilizado
com seguranca para identificacdo de quaisquer lesdes regressivas precoces, ou ndo,
no miocardio, independentemente da causa. Adicionalmente, é possivel afirmar que,
dependendo do tempo de evolucdo, a toxicose por MF, bem como por plantas
causadoras de morte subita em bovinos e ovinos, podem cursar com lesbes
regressive no miocardio.

Palavras-chave: Plantas toxicas, monofluoroacetato, miocardio, imuno-
histoquimica, troponina C, intoxicacao por plantas, bovinos, ovinos.



ABSTRACT

SANTOS, André Marandola. Troponin C in immunohistochemical detection of
early regressive myocardial lesions in cattle and sheep poisoned with sodium
monofluoroacetate. 2015. 59p. Dissertation (Master Science in Veterinary
Medicine, Animal Pathology). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Sodium monofluoroacetate (MF) is the toxic principle of several plants that
cause “sudden death” of cattle in Brazil. Groups of cardiomyocites with high
cytoplasmic eosinophilia are sometimes observed in animals poisoned by MF.
However, this cardiac alteration is difficult to interpret and as there is no
inflammatory reaction, it must be differentiated from artifacts. The present study
had the objective to detect the presence of early regressive lesions in the
myocardium of sheep and cattle experimentally poisoned by MF through
immunohistochemistry with troponin C (cTnC). Fragments of the heart muscle from
six cattle (three received, orally, single doses of 0.5 mg/kg and the others, single
doses of 1.0 mg/kg) and five sheep (one received, orally, single dose of 0.5 mg/kg,
the other two received single doses of 1.0 mg/kg, one received sublethal daily doses
of 0.1 mg/kg for four days, and another received daily sublethal doses of 0.2 mg/kg
for six days) were submitted to immunohistochemistry with antibody anti-cTnC. In
the cardiomyocites of cattle and sheep, it was possible to observe reduction of the
expression levels for cTnC in the cytoplasm of groups of cardiac muscle fibers.
Significant reduction of immunoreactivity ocurred overall in cardiomyocites that
presented high cytoplasmic eosinophilia. The decrease or absence of expression. for
cTnC in animals poisoned by MF allowed to estabilish the difference between
coagulative necrosis of cardiomyocites and artifacts caused by fixation. This
indicates that this method can be used safely to identify any lesions, early regressive
or not, in the myocardium independently of the cause. It is also possible to affirm
that poisoning by MF as well as the one caused by “sudden death” causing plants
can progress with regressive myocardial lesions.

Key words: Poisonous plants, monofluoroacetate, myocardial lesions,
immunohistochemistry, troponin C, plant poisoning, cattle, sheep.
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1. INTRODUCAO

O monofluoroacetato de sdédio (MF), conhecido também como &cido
monofluoroacético e composto 1080, é uma das substdncias mais tdxicas ja
descobertas (ZURITA et al., 2007). Em bovinos (SCHNAUTZ, 1949; ROBISON,
1970; NOGUEIRA et al., 2010) e ovinos (JENSEN et al., 1948; ANNISON et al.,
1960; SCHULTZ et al., 1982; PEIXOTO et al., 2010), o principal efeito do MF se
faz sobre o coracéo.

Ao que tudo indica, o MF é o principio téxico das numerosas plantas que
causam “morte subita” no Brasil e sdo responsaveis por, pelo menos, 600.000
mortes de bovinos por ano. De fato, o quadro clinico-patologico verificado em
ruminantes que ingerem essas plantas corresponde, em grande parte, ao observado
nas intoxicagdes experimentais em bovinos e ovinos por MF (TOKARNIA;
DOBEREIENER, 1959; NOGUEIRA et al.,, 2010; PEIXOTO et al., 2010;
PEIXOTO et al.,, 2011a). Em ambos o0s casos, a associacdo entre o quadro
caracteristico de morte subita, auséncia de achados de necropsia significativos e a
tipica degeneragdo hidrdpico-vacuolar dos tubulos uriniferos contornados distais
associada a cariopicnose (DHV), presente na maioria dos casos, tem grande valor
diagnostico (NOGUEIRA et al., 2010; PEIXOTO et al., 2010; PEIXOTO et al.,
2011a; TOKARNIA et al., 2012). Ocorre gque, quanto maior a dose ingerida de MF
(contido ou ndo em plantas), mais curto é o periodo para aparecimento dos sinais
clinicos, isto é, animais que ingerem maiores quantidades do composto, morrem por
parada cardiaca provavelmente antes que a eliminacdo da substancia tenha causado
a lesdo renal significativa ou detectavel ao exame histologico. Eventualmente,
porém, observam-se, nos animais intoxicados por MF, grupos de cardiomidcitos
com aumento da eosinofilia citoplasmatica. Essas alteraces cardiacas, no entanto,
na maioria dos casos, ainda sao incipientes, de dificil interpretacdo, sem reacao
inflamatéria e, por isso, devem ser diferenciadas de artefato resultante da
hipercontracdo de miofibras ocasionada pelo fixador (STIGGER et al., 2001) ou,
ainda, lesdes ndo diretamente relacionadas a danos miocardicos, embora os autores
ndo especifiqguem a patogénese dessas lesdes (CARMO et al., 2011).

Diversas técnicas imuno-histoquimicas com alta especificidade e
sensibilidade tém sido empregadas no intuito de se detectar lesdes incipientes no

miocardio. Dentre estas, destaca-se a utilizacdo da troponina, um componente
1



estrutural da célula muscular que é liberado na circulacdo cerca de 3 a 4 horas apds
a lesdo celular (AIRES et al., 1999; JENKINS et al., 2010); os midcitos afetados
apresentam uma marcacdo negativa, enquanto 0s miocitos ndo-necroticos sao
positivos para a troponina (JENKINS et al., 2010). Um estudo recente demonstrou
que, em bovinos intoxicados de forma natural por Amorimia exotropica, planta
toxica cujo principio toxico é, provavelmente, 0 MF, ha diminuicéo significativa na
imunorreatividade anti-troponina cardiaca C (cTnC) em cardiomidcitos
degenerados ou necroticos (PAVARINI et al., 2012).

Dessa forma, esse estudo tem como intuito detectar a presenca de alterac6es
regressivas precoces no miocardio de bovinos e ovinos intoxicados
experimentalmente por MF, através da utilizacdo imuno-histoquimica da cTnC,
com o objetivo de auxiliar no diagndstico histopatolédgico e, por analogia, associar a
ocorréncia das lesbes a ingestdo de MF contido nas plantas que causam morte
subita, ou seja, € uma forma indireta de demonstrar que o MF é o principio tdxico

responsavel pela parada cardiaca de animais que ingerem as plantas desse grupo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Monofluoroacetato de sodio

O monofluoroacetato (MF) é um composto de alta toxicidade que foi
utilizado durante muito tempo para controle de pragas em diversos paises, dentre
eles Brasil e EUA. Seu uso era comum como rodenticida e no controle de coiotes
predadores de ovelhas atraves do uso de coleiras de protecdo (HORNSHAW;
RINGER; AULERICH, 1986; AULERICH; RINGER; SAFRONOFF, 1987;
ZURITA et al., 2007). E também conhecido pelo nome de composto 1080, que foi
conferido pelo Centro de Pesquisa de Animais Selvagens nos EUA ap0s testes para
controle populacional de roedores. Sua utilizagdo no Brasil foi suspensa de acordo
com a Portaria no. 321, de 28 de Julho de 1997 (BRASIL, 1997) e seu uso € restrito
na Australia (APVMA, 2008) e Nova Zelandia (EASON et al., 2011) que ainda o

utilizam, com restricdes e normas técnicas.

2.1.1. Propriedades fisico-quimicas

Monofluoroacetato é um derivado do &cido monofluoroacético e, quando
encontrado sob a forma de sal de sddio, é cristalino (McGIRR; PAPWORTH,
1955), branco, inodoro, insipido (OLIVEIRA, 1955; EGEKEZE; OEHME, 1979),
higroscopico quando exposto ao ar, solivel em &gua, relativamente insolivel em
solventes organicos, tais como querosene, alcool, acetona ou 6leos vegetais e
animais (EGEKEZE; OEHME, 1979). E uma substancia n3o-volatil (OLIVEIRA,
1955), quimicamente estavel (GRIBBLE, 1973) a luz solar e a temperatura de 54°C
(EPA, 1995), devido a forte ligacdo entre os atomos de carbono e fluor, resiste a
temperaturas de até 110°C (BARTLETT; BARRON, 1947; EISLER, 1995) e s0 se
decompde a partir de 200°C (BEASLEY, 2002). Algumas solucgdes aquosas de MF
retém suas propriedades rodenticidas por pelo menos 12 meses (EISLER, 1995). O
MF apresenta formula molecular CH,FCOONa e massa molecular 100,02g/mol
(BEASLEY, 2002).



2.1.2. Modo de ac¢éo e toxicidade de monofluoroacetato de sodio

O mecanismo de intoxicacdo atribuido as intoxicacbes por
monofluoroacetato esta relacionado a sua transformacdo em fluorocitrato, seu
metabdlito ativo. Uma vez absorvido, o MF se liga a Coenzima A (CoA) e forma
fluoroacetil CoA no ambiente intramitocondrial ao invés de acetil CoA. Atraves da
acdo da citrato sintase, o fluoroacetato entra no ciclo para a formacdo de
fluorocitrato (Figura 1), composto este que exerce bloqueio competitivo sobre a
enzima aconitase (BARTLETT; BARRON, 1947; MORRISON; PETERS, 1954),
impede a utilizacdo do citrato que ficara acumulado, impossibilita a formacdo de
NADH e FADH; e, consequentemente, a transferéncia de elétrons para a cadeia

respiratéria que tem grande importancia na producdo de ATP a partir de ADP.

Monofluoroacetato de sédio
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Figura 1. A¢do do monofluoroacetato de sodio no ciclo de Krebs (PEIXOTO, 2010)

Com a diminuicgdo nos niveis de ATP produzidos, os processos metabolicos
que demandam grande energia no organismo sdo blogueados, por exemplo: o

sistema cardiovascular e nervoso. Os niveis de citrato encontrado nos tecidos de
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animais intoxicados por MF se mostram elevados devido a sua ndo conversédo em
isocitrato, sobretudo no rim, sistema nervoso, baco e coracdo (BUFFA; PETERS,
1949; GAGNIN; MARAVALHAS, 1969; CLARKE 1991). O actmulo desta
substancia nos tecidos pode levar a hipocalcemia devido & agdo quelante de Ca**
por citrato (GAL; PETERS; WAKELIN, 1956). Com o bloqueio do ciclo de Krebs
induzido por esta intoxicagao, ocorre redugdo do metabolismo da energia da cadeia
de oxidacdo fosforilativa.

O MF ¢ altamente toxico para todas as espécies de animais (HUMPHREYS,
1988), porém seus efeitos toxicos variam de acordo por espécie e sensibilidade
individual. Ha diferencas significativas nos periodos de laténcia da intoxicacéo até
inicio dos sinais clinicos e o intervalo de tempo entre a ingestdo de MF e a morte
nas diversas espécies de vertebrados. Alguns animais morrem em poucos minutos e
outros podem sobreviver por varios dias (McILROY, 1986). Diferentes respostas
enzimaticas para a oxidacdo de acetato, indicando que sua toxicidade varia também
de acordo com a necessidade do individuo em promover estas reacdes para
producdo de energia ja foram observadas em cobaios e coelhos (BARTLETT,;
BARRON, 1947). As vias de intoxicagdo para o MF ndo parecem interferir na dose
necessaria para 0 aparecimento dos sintomas quando administradas por via
intramuscular, oral, intravenosa, intraperitoneal ou por inalagdo (CHENOWETH,;
GILMAN, 1946; FOSS, 1948). A absorcdo cutanea em ovelhas que utilizam
coleiras de protecdo contra predadores, entretanto, ndo foi significativa para
aparecimento dos sinais clinicos (BURNS; CONOLLY, 1995).

Em vertebrados, a temperatura influencia a toxicidade pelo fato de alterarem
0 metabolismo individual (EASTLAND; BEASOM, 1986). Veltman e Pinder
(2001) observaram que para mesmas localidades, o uso de MF para controle de
“brushtail possums” (Trichosurus vulpecula ou Cusu-de-orelhas-grandes, marsupial
nativo da Australia) foi mais eficiente nos meses de temperaturas mais frias,
reduzindo a populagdo em 90%, em detrimento de 70% nos meses mais quentes.
Por outro lado, Tokarnia et al. (2012) relataram que o calor excessivo pode
precipitar os sintomas da intoxicacdo por MF, contido em plantas causadoras de
“morte subita”. Eastland e Beason (1986) mostram que estas variagfes podem se
dar entre as espécies, uma vez que a toxicidade para guaxinins (Procyon lotor) é

maior em temperaturas mais elevadas e para gambas (Didelphis virginiana), em



temperaturas mais baixas. Alguns autores conferem a variabilidade da toxidez do
composto as diferentes caracteristicas celulares, como permeabilidade de membrana
e morfologia de organelas (BUFFA; PASQUALLI-RONCHETTI, 1977), ja outros
acreditam que se dé pela habilidade de conversdo de fluoroacetato em flourocitrato
(EISLER, 1995).

O acumulo de MF em 6rgédos de animais submetidos a sua ingestdo revelou
pouca importancia em intoxicagdes em humanos pelo consumo de carne, apesar de
sua deteccdo em doses baixas até 96h apos de sua morte (EASON et al., 1994).
Aulerich, Ringer e Safronoff (1987) comprovaram através da administragdo de
coelhos intoxicados por MF, que 0s riscos de intoxicacdo secundéria por deposicdo
nos musculos e visceras em Mink (Mustela vison) é baixo e nenhum animal se
intoxicou, mesmo que as carcacas compusessem 40% de sua dieta e sua
sensibilidade seja das mais altas entre mamiferos (HORNSHAW; RINGER;
AULERICH, 1986). Todavia, a predacdo de animais intoxicados por MF oferece
riscos, visto que para diferentes espécies, suas taxas de acumulacao podem variar de
acordo com o tecido analisado e com a quantidade encontrada no trato
gastrointestinal (MCILROY; GIFFORD, 1992).

2.1.3. Quadro clinico-patoldgico

Tradicionalmente as diferentes espécies animais sdo classificadas em quatro
categorias, propostas por Chenoweth e Gilman (1946), em funcdo do efeito
provocado por MF. Entretanto, Peixoto et al. (2010) propuseram uma nova
classificacdo dentro das mesmas categorias, adicionando dados recentes que nao
puderam ser obtidos no momento do trabalho de Chenoweth e Gilman. O Quadro 1
representa a classificacdo das diferentes espécies de mamiferos domésticos
intoxicadas por monofluoroacetato. (CHENOWETH; GILMAN, 1946, revista por
PEIXOTO et al., 2010).



Quadro 1. Relacédo entre o quadro clinico-patoldgico preponderante e as espécies de animais intoxicados por MF

polaquilria, tremores musculares, sialorréia, veias da face ingurgitadas, miose. Decubito
lateral, extensdo de membros, movimentos de pedalagem, respiracdo ofegante,
opistotono, nistagmo e vocalizagdo foram observados antes da morte de todos os
animais.

Grupo Sistema Espécies Sintomatologia observada Referéncias
afetado animais
| Apenas Ovinos Alteragdes posturais, fraqueza, taquicardia, arritmia, pulso fraco, espasmos musculares, | JENSEN et al.,
) excitagéo e convulséo. 1948
cardiovascular
Colapso circulatorio, convulsdes menores, tremores, hipersensibilidade ANNISON et al,
1960
Fraqueza muscular, incontinéncia fecal/urinaria, agitagdo/hiperatividade, estresse | SCHULTZ et al.,
respiratdério e edema, tremores musculares, tetania e falha cardiaca (causa mortis) 1982
Taquicardia, arritmia, taquipnéia , respiracdo abdominal, perda de equilibrio, andar | PEIXOTO et al.,
cambaleante, postura de auto-auscultagdo, tremores musculares, apatia, relutancia em | o910
mover-se, jugulares ingurgitadas e pulso venoso positivo, polidria, estertores
pulmonares, pescoco estendido com apoio da cabeca no solo e espuma saindo pelas
narinas e boca, extensdo de membros, movimentos de pedalagem, opst6tono, nistagmo e
respiracdo ofegante
Bovinos Letargia, fraqueza e tremores musculares, convulses tonico-clonicas (movimentos de | ROBISON et al.,
pedalagem) 1970
Taquicardia, jugulares ingurgitadas, pulso venoso positivo, respiragdo abdominal, ligeira | NOGUEIRA et al.,
perda de equilibrio, andar cambaleante, postura de alto auscultacdo. Por vezes | 2910




Quadro 1 (Continuacdo): Relacdo entre o quadro clinico-patoldgico preponderante e as espécies de animais intoxicados por MF

ocasionalmente

Grupo Sistema Espécies Sintomatologia observada Referéncias
afetado animais
Caprinos Animais morrem com sinais agudos de fibrilagdo ventricular, mas frequentemente | CHENOWETH:;
apresentam sintomatologia similar a coelhos (Convuls@es, opistétono, andxia) GILMAN. 1946
Fraqueza, colapso circulatorio, taquipneia. Marcada queda na temperatura. Pulso célere e | FOSS, 1948
parada respiratdria
Equinos Fraqueza, colapso circulatorio, taquipneia e suar frio. Marcada queda na temperatura. | FOSS, 1948
Pulso célere e parada respiratoria
Coelhos ConvulsBes, opistotono, dilatagdo pupilar e morte por fibrilagdo ventricular. Perturbagdes | CHENOWETH:;
motoras e andxia sdo observados na maioria dos casos. GILMAN. 1946
Fraqueza muscular, dispneia e convulsdes FOSS, 1948
1 Cardiovascular | Gatos Vomito, salivagdo, taquipneia, dilatagdo pupilar, hiperexcitabilidade, convulsdes tonico- | CHENOWETH;
clénicas e parada respiratéria. Pode haver fibrilagdo ventricular. GILMAN. 1946
€ nervosa Vomitos e paresia seguidos de taquipneia, incontinéncia, incoordenacdo e inabilidade de | FOSS, 1948
movimentar os membros, olhos que reagem bruscamente a luz, reflexos bastante ativos,
convulsdes e espasmos musculares. Parada respiratoria com batimento do coracdo
mantido.
Voémitos, midriase bilateral, hipotermia, intensa agitacdo e hiperexcitabilidade, | COLLICCHIO-
convulsdo, taquipneia, dor abdominal, fezes pastosas, vocalizacdo e prostracéo. ZUANAZE:
SAKATE;
CROCCI, 2006
Hipotermia, hiperemia de mucosas, desidratagdo, vomitos, midriase, hiperexcitacdo, | RIBOLDI et al.,
epistaxe e convulsdes tbnicas. 2014
Suinos Tremores, hiperexcitabilidade, intolerancia ao exercicio, violentas convulsdes miotnicas | CHENOWETH;
que terminam em depressdo respiratoria. Fibrilacdo ventricular € observada | G MAN. 1946




Quadro 1 (continuacdo): Relacdo entre o quadro clinico-patoldgico preponderante e as espécies de animais intoxicados por MF

pupilar precederam a morte dos animais.

Cardiovascular | Equinos Depressdo, pulso periférico impalpavel e fibrilagdo ventricular CHENOWETH:;
1| GILMAN, 1946
€ nervosa
11 Apenas Caes Hiperexcitabilidade, latidos, incoordenagdo, incontinéncia urinaria e fecal, pupilas | FOSS, 1948
dilatadas, reflexos bruscos, animais correm incoordenados, com respiragdo dificultada e
nervosa morrem de parada respiratoria
Hiperexcitabilidade, convulsGes, tremores, inquietagdo, respiragdo rapida e rasa, | MCILROY, 1981
incontinéncia e diarreia, hipersalivagdo, tremores faciais, nistagmo, leve incoordenagéo,
vocalizacdo, atividades violentas, como correr a esmo e morder objetos e convulsdes
tetdnicas antes da morte.
Cobaios Longas continuas convulsdes alternadas com estado de tremores. Morte precedida por | CHENOWETH;
parada respiratdria sem acometimento cardiaco. GILMAN, 1946
Hiperexcitabilidade, convulsdes tonicas alternadas com episodios de flacidez | FOSS, 1948
generalizada e dispneia.
Ratos Tremores e hiperexcitabilidade. ConvulsGes miotonicas eram comuns em animais | CHENOWETH:;
estimulados pelo movimento. Bradicardia e depressao foram observados de forma muito | G|LMAN. 1946
marcada no dia seguinte & administragdo nos animias que sobreviveram. '
Hiperexcitabilidade, convulsdes tonicas alternadas com episodios de flacidez | FOSS, 1948
generalizada e dispneia.
Depressdo, taquipneia, espasmos de musculatura abdominal seguidos de hiperatividade, | EGEKEZE;
dor abdominal. Convulsdes com cianose, exaustdo, respiracdo dificultada e dilatacdo OEHME, 1979;

Pelos arrepiados, cianose, apatia, prostracdo, tremores musculares, vocalizacédo,
convulsdes e movimentos de pedalagem.

PEIXOTO et al,
2011b




Quadro 1 (continuacdo): Relacdo entre o quadro clinico-patoldgico preponderante e as espécies de animais intoxicados por MF

Apenas

nervosa

Camundongos

Hiperexcitabilidade, convulsdes tbnicas alternadas com episddios de flacidez
generalizada e dispneia.

FOSS, 1948

Hamsters Tremores e hiperexcitabilidade. ConvulsGes miotonicas eram comuns em animais | CHENOWETH:;
estimulados pelo movimento. Bradicardia e depressao foram observados de forma muito | G| MAN. 1946
marcada no dia seguinte & administragdo nos animias que sobreviveram. '

Ratos Tremores e hiperexcitabilidade. Convulses miotonicas eram comuns em animais | CHENOWETH:;
estimulados pelo movimento. Bradicardia e depressao foram observados de forma muito | . MAN. 1946
marcada no dia seguinte a administragdo nos animias que sobreviveram. '
Hiperexcitabilidade, convulsdes tonicas alternadas com episodios de flacidez | FOSS, 1948
generalizada e dispneia.

Depressdo, taquipneia, espasmos de musculatura abdominal seguidos de hiperatividade, | EGEKEZE;

dor abdominal. ConvulsGes com cianose, exaustdo, respiracao dificultada e dilatacdo | OEHME. 1979:
pupilar precederam a morte dos animais. ' '
Pelos arrepiados, cianose, apatia, prostracdo, tremores musculares, vocalizagdo, | PEIXOTO et al.,
convulsdes e movimentos de pedalagem. 2011b

Sintomatologia

atipica
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O grupo IV que era destinado a animais que apresentavam sintomatologia
atipica (bradicardia e fragueza), originalmente era composto por ratos e hamsters,
entretanto, novos estudos levaram aos pesquisadores a classifica-los no grupo Il
junto com outros animais que apresentam sintomatologia nervosa (PEIXOTO et al.,
2010).

O quadro clinico em humanos se caracteriza por aparecimento de
anormalidades no sistema respiratorio, nervoso, digestorio, dindmica eletrolitica e
sobretudo no sistema cardiovascular. Sinais clinicos cardiovasculares comuns
incluem: taquicardia, hipotenséo e alteragdes no ritmo cardiaco que progridem para
taquicardia e/ou fibrilacdo ventricular. Convulsdes, paradas respiratorias e
sangramento no trato digestdrio superior foram observadas mesmo com terapia de
suporte agressiva com fluidoterapia, inotropicos e correcdo hidroeletrolitica (CHI et
al., 1999).

2.1.4. Plantas toxicas que contém monofluoroacetato

A semelhanca entre o quadro clinico patolégico provocado por MF e o
observado nas intoxicacdes por plantas causadoras de morte subita sugere que este
é, de fato, o principio ativo que determina a mortalidade dos animais. Peixoto et al.
(2012) confirmaram esta hipodtese atraves de similaridades nos efeitos terapéuticos
da administracdo de acetamida para animais intoxicados por P. marcgravii e MF.
Isolado de diversas plantas na Africa do Sul, como Dichapetalum cymosum ou
“Gibflaar” (MARAIS, 1944; VICKERY; VICKERY, 1973), Australia
(OELRICHS; McEWAN, 1962; BARON et al., 1987) e Brasil (OLIVEIRA, 1963;
KREBS et al., 1994; MORAES-MOREAU et al., 1995, CUNHA, 2008; LEE et al.,
2012), MF é responsavel pela morte de mais de 600.000 bovinos no pais a cada ano
(TOKARNIA et al., 2012) e foi isolado de Palicourea marcgravii, planta toxica
mais importante no Brasil, através de cromatografia de camada delgada (CCD)
(OLIVEIRA, 1963, MORAES-MOREAU et al., 1995) e de espectroscopia por
ressonancia magnética nuclear flior’*(RMN'F) (KREBS et al., 1994, MORAES-
MOREAU et al., 1995). O método de RMNF foi também utilizado para
isolamento de MF em Tanaecium bilabiatum (com nome anterior de Arrabidea

bilabiata) (KREBS et al., 1994). Lee et al. (2012), detectaram MF em diversas
11



plantas do género Amorimia (A. septentrionalis, A. rigida, A. aff. rigida, A.
amazonica, A. camporum e A. exotropica) e Palicourea (P. aeneofusca e P.
marcgravii) através do método de Cromatografia liquida de alta eficiéncia —
lonizacdo quimica por pressdo atmosférica — espectrometria de massa tandem
(HPLC-APCI-MS). Em estudos posteriores, MF foi identificado em diversas outras
espécies de Palicourea (P. amapaenses, P. grandiflora, P. macarthurorum,
nigricans, P. longiflora, P. aff longiflora, P. aff juruana, P. vacilans), entretanto
ndo ha relatos de intoxicacdo natural ou experimental por todas estas plantas
(COOK et al., 2014)

Embora o MF ainda nédo tenha sido detectado nas outras espécies de plantas
brasileiras causadoras de “morte subita”, Fridericia elegans (Pseudocalymma
elegans), Fridericia japurensis, Mascagnia divaricata (M. elegans), é provavel que
esse composto também seja o principio toxico determinante dos sinais clinicos e da

morte dos animais intoxicados por essas plantas.

2.1.5. Terapéutica da intoxicacdo por monofluoroacetato de sédio

Devido a alta fatalidade provocada pelo monofluoroacetato, tanto em forma
sintética ou contido nas plantas causadoras de morte sUbita, a terapéutica para 0s
casos de intoxicacdo torna-se pouco efetiva para e de dificil realizacdo para os
médicos veterinarios. (GOH et al., 2005, BURGER; FLECKNELL 1994).

A terapia na intoxicacdo por MF é pouco efetiva, entretanto, tratamentos de
suporte e a administracdo de antidoto sdo opcbes para a desintoxicacao
(NOGUEIRA et al., 2011). Inducdo a émese, lavagens gastricas, uso de adsorventes
(colestipol, carvdo ativado, resinas de troca idnica) sdo medidas que podem ser
tomadas imediatamente ap0s a ingestdo (OSWEILER, 1996, NORRIS et al., 2000),
entretanto, na literatura sdo escassos os dados confidveis acerca da eficacia desses
métodos (GOH et al., 2005), uma vez que frente a uma administracdo de doses altas
de MF, estes sdo ineficazes e os animais morrem (WICKSTROM et al., 1998).
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2.1.6. Diagnostico, progndstico e diagndstico diferencial

Na intoxicacdo por MF, o histérico de ingestdo, achados clinicos e presenca
da substancia através de exames toxicologicos sao utilizados como ferramentas para
realizacdo do diagnostico (NOGUEIRA et al., 2011). Por ser inespecifica na
maioria dos casos, a sintomatologia da intoxicacdo ndo é determinante para o
diagnostico preciso e existem poucos estudos relacionados ao diagnostico (CHI et
al., 1996, 1999; O’HAGAN 2004). Os sinais clinicos da intoxicacdo por MF, que
usualmente ocorrem de forma aguda, ocorrem, de 30 minutos a duas horas apds a
ingestdo da substancia. A forma subaguda e cronica da intoxicagdo podem ocorrer
em qualquer ruminante, porém sdo mais frequentes em ovinos, por ingestdo de
plantas toxicas (OLIVER; KING; MEAD, 1979) e por estes se mostrarem mais
resistentes a intoxicagdo (PEIXOTO, 2010).

A dosagem dos niveis séricos de citrato, célcio, glicose e glicogénio sdo
alternativas para a determinacdo da intoxicacdo por MF, uma vez que suas
concentracdes estdo relacionadas as alteracGes metabolicas decorrentes da presenca
de monofluoroacetato no organismo animal (SCHULTZ et al., 1982).

Para diagnostico definitivo da intoxicacdo devem ser realizadas analises
toxicologicas para identificacdo da substancia. Métodos qualitativos de deteccdo
sdo os mais comuns e foram desenvolvidos principalmente para deteccdo em iscas
liquidas, amostras de solo, sangue, urina, tecidos e plantas toxicas (SAKAI;
MIYAHARA 1981).

A DHYV (Figuras 2 e 3) é de grande valor no diagnostico de intoxicacao por
MF nos animais e deve ser investigada sempre que houver suspeita de intoxicacédo
por MF (NOGUEIRA et al., 2010; PEIXOTO et al., 2010; PEIXOTO, 2011a),
porém sua identificacdo nos exames histopatoldgicos deve excluir completamente a
possibilidade de processos autoliticos que frequentemente acometem os tubulos
uriniferos. De acordo com Peixoto et al. (2011a), quando trata-se de materiais
recém colhidos, a diferenciagdo morfolégica dos achados patologicos e de
fendmenos pds-mortais é possivel ser feita com base nas seguintes alteragdes: (a) a
lesdo é extremamente delimitada (afeta somente os tubulos distais); (b) ndo ha
sinais de autdlise e as células ndo estdo afastadas da membrana basal (“soltas”); e

(c) a tumefacdo é muito mais acentuada de forma que as células afetadas tornam-se
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praticamente vesiculas que exibem um ndcleo marcadamente picndtico, diferente
do que ocorre nos fendmenos autoliticos. Contudo, a DHV néo foi observada em
1/3 dos bovinos intoxicados (TOKARNIA; DOBEREINER, 1986) e sua auséncia
ndo exclui a possibilidade de intoxicagdo por monofluoroacetato ou plantas
causadoras de morte subita.

Devido a rapida instalacdo dos sinais clinicos e seu agravamento na
intoxicacdo por MF, o prognostico é desfavoravel ao animal e varia de ruim a grave
de acordo com a quantidade do composto toxico ingerida e gravidade de sinais
clinicos. Contudo, hd melhora do progndéstico quando o tratamento com acetamida
ou bicarbonato de sodio é instituido precocemente (PARTON, 2006). Em humanos,
a mortalidade pode chegar a 40% (NORRIS et al., 2000)

O diagnostico diferencial da intoxicacdo por MF deve ser feito com base em
diversas outras doencgas de morte subita, dentre estas a “falling disease”, provocada
pela deficiéncia de cobre, porém esta patologia tende a mostrar sinais clinicos
progressivos de acromotriquia, anemia e, eventualmente, outros sintomas. A
marcada hemossiderose esplénica e a presenca de degeneracdo hidropico-vacuolar
sdo capazes de permitir a distingdo entre os dois casos. Também como possivel
diagnostico diferencial, devemos nos atentar a possibilidade de acidente ofidico,
assunto ja amplamente discutido por Tokarnia e Peixoto (2006), carbunculo
hematico e intoxicacdo por plantas cianogénicas. Porém, neste ultimo caso, oS
sintomas sdo aparentes logo apés a ingestdo da planta devido a rapida absorcéo do
cianeto e os achados histopatoldgicos ndo sdo especificos e, por isso, de relevancia
n&o significativa.

O diagndstico diferencial entre a intoxicacdo por MF e plantas que causam
“morte subita”, deve ser realizado, sobretudo, com base nos dados epidemiologicos,
uma vez que ndo ha quaisquer diferencas clinico-patoldgicas entre essas duas
condicBes. Devemos lembrar, entretanto que, ao contrario do que ocorre em
bovinos, a intoxicacdo em ovinos por plantas desse grupo, sob condig¢Ges naturais, é
pouco comum. S&o descritos apenas alguns surtos de intoxicagdo por Amorimia
rigida na Paraiba (VASCONCELOS et al., 2008) e por Amorimia exotropica no
Rio Grande do Sul (BANDARRA et al., 2005). Embora a intoxicacdo criminosa por
MF deva ser considerada em casos de morte sUbita de ovinos e bovinos,

acreditamos que sua ocorréncia seria menos provavel, pois a comercializa¢do desse
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composto é proibida no pais (BRASIL, 1997). Contudo, sabe-se que este composto
ainda é ilegalmente comercializado por ambulantes (APEVISA, 2009) e que, se
armazenado sob condi¢Ges adequadas, a sua toxidez € mantida por décadas
(EISLER, 1995).

Em cdes e gatos, o envenenamento por MF deve ser diferenciado da
intoxicagdo criminosa por outros compostos como carbamato, organofosforado,
estricnina e organoclorado (O’HAGAN, 2004), o que pode ser feito com base nos
aspectos clinico-patologicos e, em caso de davida, pela analise toxicologica de

tecidos desses animais.

Figura 2: DHV das células epiteliais dos tubulos uriniferos contorcidos distais
associada a cariopicnose. Bovino intoxicado por MF (1,0 mg/kg). Objetiva de 25x.
(NOGUEIRA, 2009)
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Figura 3: Degeneracdo hidropico-vacuolar dos tabulos uriniferos contornados
distais associada a cariopicnose (seta). Ovino intoxicado por MF (0,2 mg/kg/dia
por 6 dias). Objetiva de 25x. (PEIXOTO, 2010)
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2.2 PRINCIPAIS MARCADORES IMUNO-HISTOQUIMICOS DE LESAO
CARDIACA

Os principais marcadores de lesdo miocardica estdo descritos no Quadro 2.
Quadro 2. Antigenos utilizados na deteccdo de lesdes cardiacas, sua origem e 0

tipo de marcacéo celular

TIPO DE~
. MARCACAO .
ANTIGENO ORIGEM NA LES%\O REFERENCIA
CELULAR
CAMPOBASSO et al, 2008;
C5b-9 Plasmaética Positiva ORTMANN; PFEIFFER;
BRINKMANN, 2000
. .. JENKINS et al., 2010;
C4d Plasmatica Positiva CHANTRANUWAT et al.. 2004
co Plasmatica Positiva JENKINS et al., 2010; OFFERMAN
et al., 2000; SILVA et al., 2002;
DORAN et al., 1996
CAMPOBASSO et al., 2008; SILVA
Fibronectina Plasmatica Positiva et al., 2002; ORTMANN;
PFEIFFER; BRINKMANN, 2000;
HU; CHEN; ZHU, 1996
CAMPOBASSO et al., 2008; SILVA
Mioglobina Celular Negativa |et al., 2002; ORTMANN;
PFEIFFER; BRINKMANN, 2000
) ADAMS; ABENDDSCHEIN;
CK-MB Celular Negativa JAFFE: 1993
H-FABP Celular Negativa KLEINE et al., 1993
cTnl Celular Negativa CAMPOBASSO et al., 2008
g FISHBEIN et al., 2003
JENKINS et al., 2010; SILVA et al.,
) 2002; FISHBEIN et al., 2003;
cTnT Celular Negativa ORTMANN: PFEIFFER:
BRINKMANN, 2000
) PAVARINI et al., 2012;
¢TnC Celular Negativa | g ANDINELLI et al., 2014

Segundo Adams, Abendschein e Jaffe (1993), para que um marcador seja
efetivo para detectar lesbes cardiacas, este deve obedecer a seguintes parametros: a)
ser encontrado em alta concentracdo miocardio, b) ndo ser encontrado em outros
tecidos, mesmo que em baixas concentracdes e apenas em condigdes patoldgicas, ¢)
ser liberado rapidamente na circulagdo no momento da leséo, d) obedecer proporcao

entre liberacdo e extensdo da lesdo, e) persistir no plasma por algumas horas para
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que proporcionem um tempo habil de diagndstico, porém ndo tdo longo que
impegam diagndstico de lesdes recorrentes.

Diversos fatores determinam estas caracteristicas para cada marcador, dentre
estas: tamanho (quanto menor a molécula, mais rapido se perde para o plasma),

localizagdo celular (proteinas citosolicas se perdem mais rapido que proteinas

estruturais que dependem de lesdo ao sarcolema para que fiqguem livres no plasma),
solubilidade (algumas proteinas contrateis de baixa solubilidade demoram a se

mover do miocardio), taxa de liberacdo (algumas proteinas se degradam apos a

liberagdo e a quantidade perdida no miocéardio e a quantidade detectada em niveis
séricos), clearance (moléculas com meia vida curta sdo ideais para deteccdo em
processos seriados, quando a coleta pode ser feita com maior frequéncia e séo
igualmente Uteis para detectar processos recorrentes, em detrimento das moléculas

com meia-vida mais longa), especificidade pelo miocardio (algumas

macromoléculas cardiacas sdo abundantes em musculatura esquelética,

especialmente em condicdes patoldgicas), especificidade por lesdo irreversivel

(pequenas liberacdes destas proteinas na circulagdo podem tornar valores de
referéncia muito variaveis, predispondo a analises errdneas, nas quais apenas se
considera que h& liberacdo destas proteinas em condi¢Bes irreversiveis) e
detectabilidade (geralmente, moléculas com concentracdes baixas na circulacéo

fornecem maior seguranca diagndstica).

Lagrand et al. (1997) sugerem que a proteina C-reativa pode ativar o
sistema complemento em humanos com infarto agudo do miocardio (IAM). Dentre
0s produtos da ativacdo do complemento, destacam-se C4d e C5b-9 (YASOJIMA;
SCHWAB; McGEER, 1998).

Na patogénese da resposta inflamatéria ao dano tecidual, o sistema
complemento tem duas funcdes, formacdo de anafilatoxinas e substancias
quimiotéticas, que causam contragdo, vazamento e exocitose do endotélio vascular,
e promovem a adesdo de neutrofilos. A segunda funcdo é mediar a lise celular,
opsonizagao, e, consequentemente, a fagocitose (ENTMAN et al., 1992).

Além de dar inicio a fagocitose o sistema complemento exerce uma
atividade litica direta através do fator C9 (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 1994),
que é parte do complexo de ataque a membrana (YASOJIMA; SCHWAB;
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McGEER, 1998), formando poros transmembrana, que conduzirdo a célula alvo a
lise osmdtica (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 1994).

Em muitos casos em que o IAM ocorre de maneira muito precoce, avaliar 0s
danos ao miocéardio apenas com a coloracéo rotineira de hematoxilina e eosina pode
se tornar uma tarefa dificil para os patologistas. Desta maneira muitos trabalhos tém
sugerido a utilizacdo desses fatores do sistema complemento, assim como 0S
marcadores celulares para a identificacdo de necrose celular nos casos em que a
morte do paciente ocorreu antes da ocorréncia de infiltracdo inflamatéria no local
da leséo (CAMPOBASSO et al., 2008)

Até meados dos anos 1990, o marcador de elei¢do para deteccdo de 1AM era
a creatina-kinase-MB. Esta enzima possui a funcédo de transferir uma molécula de
fosfato do ATP para a creatina, tornando-a creatina-fosfato, gerando grande
quantidade de energia e é encontrada em diversos tecidos como diferentes
isoformas, de acordo com as subunidades ligadas a enzima, que pode ser M ou B.
Moléculas de creatina-kinase que apresentam apenas uma das subunidades sdo
consideradas enzimaticamente inativas (ADAMS; ABENDDSCHEIN; JAFFE;
1993). CK-BB é abundante no cérebro, CK-MM, na musculatura estriada
esquelética e CK-MB no coragdo (TRASK; BILLADELLO, 1990). Apo6s lesdo
miocardica, niveis de CK-MB elevados foram observados em humanos com
hipertensdo, doenca coronariana e hipertrofia ventricular esquerda (INGWALL et
al., 1985), entretanto, no soro de pacientes com IAM estes demoram a ficar
elevados, isso s6 ocorre algumas horas ap6s o aparecimento da dor, e o diagnéstico
passa a depender de alteracfes eletrocardiograficas que sdo inconclusivas em até
40% dos pacientes (GODOY; BRAILE; NETO, 1998).

Proteinas ligadoras de &cidos graxos sdo moléculas carreadoras de
substancias lipofilicas, presentes em todo o organismo (GLATZ; VAN DER
VUSSE, 1990). A liberacdo deste composto em sua isoforma cardiaca (H-FABP)
para a circulacdo foi observada em casos de IAM em humanos (KLEINE et al.,
1992). O uso de anticorpos anti-H-FABP utilizado por Kleine et al. (1993)
demonstra através de ensaios imuno-histoquimicos que estas proteinas sdo perdidas
em menos de 4 horas apos instalagdo da lesdo cardiaca e permitem a visualizacao

mesmo em casos que a coloracdo rotineira ndo é capaz.
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Além dos fatores do sistema complemento, CK-MB e H-FABP, as
troponinas cardiacas (T, C e I) tém sido utilizadas como marcadores de leséo ao
miocardio. Ela estd presente nos midcitos viaveis, ou seja, nos ndo necroéticos
(JENKINS et al., 2010; PAVARINI et al., 2012). Porém um estudo realizado por
Fishbein et al. (2003) demonstraram que a troponina T (cTnT) revelou resultados
mais impressionantes do que os da troponina | (cTnl), sendo util também na
marcacdo de células cardiacas de rato, cdo e porco, que foram utilizados como
modelos experimentais.

A fibronectina € uma glicoproteina presente no plasma e na matriz
extracelular que tende a se acumular em células cardiacas lesionadas. Durante a
isquemia ela extravasa dos capilares e da matriz extracelular para o interior de
miocitos lesionados. Experimentalmente observou-se que 30 a 60 minutos apos
oclusdo coronaria ja havia reacdo positiva para fibronectina (HU; CHEN; ZHU,
1996) que nao ¢ afetada pela autolise (CAMPOBASSO et al., 2008).

A mioglobina é uma proteina que transporta oxigénio e esta presente nos
musculos esquelético e cardiaco, e por isso, a sua quantidade é abundante em todas
as fibras musculares, incluindo musculaturas lisa, esquelética e cardiaca. Desta
maneira, caso ocorra algum dano muscular ou, mesmo, insuficiéncia renal crénica,
0s niveis de mioglobina no soro podem estar aumentados. Contudo, devido a sua
inespecificidade cardiaca, o diagnostico diferencial torna-se um problema (KENT,
1982).

Campobasso et al. (2008) sugerem a utilizagcdo de um painel imuno-
histoquimico para a deteccdo de lesdes precoces em miocardios suspeitos de lesdo
isquémica. Desse modo, visa a diminuicdo de equivocos de interpretacdo com
relacdo a especificidade e sensibilidade dos diferentes anticorpos testados para
estabelecer com maior precisdo o inicio da morte celular em conjunto com as
alteracbes macro e microscopicas de rotina. Entretanto neste estudo os marcadores
que expressam marcagao negativa na lesdo puderam detectar presenca de lesdes
antes dagueles que expressam marcagao positiva.

Ortmann (2000) descreve que a deteccdo da deplecdo dos antigenos
celulares comeca antes da deposicdo de antigenos plasmaticos.
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2.3. Troponina
2.3.1. Estrutura e funcéo

A contragdo muscular ocorre por meio de encurtamentos produzidos nos
midcitos, mais precisamente nos sarcomeros, que sao compostos de diversas
miofibrilas dispostas em arranjos hexagonais de filamentos finos de actina e

filamentos grossos de miosina (HUXLEY, 1961) (Figura 4).
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Figura 4: Arranjos em filamentos finos e grossos em musculo psoas de coelho.
150.000x (HUXLEY, 1961)

O filamento fino é composto de actina (dispostas em fileiras duplas de
unidades monoméricas de 5nm que formam uma dupla hélice), tropomiosina (dupla
hélice proteica que se “enrola” na dupla hélice de actina) e pelo complexo
troponina, composto por proteinas reguladoras que controlam a interacdo Ca?*
dependente entre os filamentos de actina e miosina e sdo responsaveis pelo ciclo
dindmico de relaxamento e contracdo muscular (Figura 5). Reconhecem-se trés
troponinas cardiacas distintas, designadas pelas letras C (cTnC), T (cTnT) e I (cTnl)
(MARTINS, 2009). A c¢TnC promove a ligacio com Ca** em sua porgdo N-
terminal, cTnl é responsavel pela inibigdo da ligacdo entre actina e miosina e cTnT
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se une a porcdo ligante da tropomiosina e as outras subunidades. A cada sete
mondmeros de actina, hd um complexo troponina (PARMACEK; SOLARO, 2004).

nT

Figura 5: Estrutura das troponinas (PARMACEK; SOLARO, 2004)

As moléculas apresentam-se em conformacgdes distintas durante o
relaxamento e contracio. Na primeira, ocorre um estado de ndo-ligacdo entre o Ca?*
e ¢TnC e a porcdo cTnl esta fortemente ligada a actina, colocando a tropomiosina
em posicdo de bloqueio para a interacdo entre actina e miosina. Adicionalmente,
nesta conformacdo a porcdo N-terminal da cTnT também impede a movimentagdo
da tropomiosina de sua posicdo blogqueadora. No momento da sistole, os fons Ca**
sdo liberados no espago dos miofilamentos e sua ligagdo com cTnC exple a
superficie do lobo N-terminal que é suficiente para atrair a ¢cTnl e mover sua
posicdo, invertendo sua atividade inibitoria e liberando-a da actina. Isto resulta em
diversas interacGes entre as proteinas que libera a tropomiosina e permite a ligacédo
entre actina e miosina para a contragdo (ADAMS; ABENDSCHEIN; JAFFE, 1993;
PARMACEK; SOLARO, 2004).

As troponinas cardiacas sdo isoformas das troponinas codificadas por gens
especificos. A ¢TnC é semelhante em 70% de sua estrutura a troponina esquelética
C (sTnC) e estas diferencas se dao em trés locais diferentes: uma porcdo estrutural
sem funcdo conhecida; uma porc¢édo ligante de célcio com baixa afinidade que é

funcional no esquelético, mas ndo no cardiaco e um terceiro em um ligante de
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calcio que promove a interagdo entre cTnC e c¢Tnl. Ao contrario de cTnl e ¢TnT,
ndo foram encontradas isoformas fetais de cTnC. Durante o desenvolvimento fetal,
a cTnC ¢ expressa em musculos esqueléticos de rapida e lenta contragcdo e também
em musculos cardiacos, porém na vida adulta € presente no cardiaco e no
esquelético de lenta contracdo, 0 que compromete seu uso como marcador
bioquimico para lesdes cardiacas (PARMACEK; LEIDEN, 1989). Os genes
codificadores da ¢cTnC sdo idénticos no musculo cardiaco e esquelético, porém os
que codificam as cTnT e c¢Tnl sdo diferentes, o que facilitou o diagnostico do
infarto agudo do miocérdio (IAM) devido a utilizacdo de anticorpos monoclonais de
reatividade cruzada extremamente baixa (GODOQY et al., 1998).

As troponinas, assim como a tropomiosina, estdo envolvidas na
contratilidade como proteina moduladora, pois quem realmente exerce atividade
contrétil sdo a actina e a miosina (AIRES, 1999) e sdo alvos importantes para a
utilizacéo de drogas inotrépicas que aumentam a quantidade de Ca** intracelular ou

a sensibilidade dos miofilamentos para estes ions (HAIKALA et al., 1995)

2.3.2. Comportamento na leséo celular

Devido ao fato de que a morte celular ndo ocorre imediatamente apds o
estimulo lesivo, é relatado que as altera¢cbes microscopicas visiveis pela coloracéo
de rotina ndo sdo evidentes até 6 horas decorridas do estimulo inicial. Isto significa
que para serem vistas lesbes de coagulacdo das miofibras, perda de estriagdes,
picnose, caridlise e aporte de células inflamatdrias, o individuo deve sobreviver a
pelo menos 6 horas para que a morte seja detectada sem o auxilio de técnicas
imuno-histoquimicas para o diagnéstico (CAMPOBASSO et al., 2008).

Por volta de 4 a 6 horas ap6s lesdo ou necrose aguda do miocardio ha um
aumento das concentragfes séricas de cTnl e ¢cTnT (NELSON; COUTO, 2006;
JENKINS et al., 2010). A cinética de liberagdo das troponinas foi estudada por
Katus et al. (1991) e estes observaram a presenca de quantidades destas moléculas
que ndo se apresentavam ligadas a estrutura contratil, e sim em sua forma soltvel,
constituindo um reservatorio citosolico destas proteinas.

Em pacientes humanos, a detecgdo de troponinas séricas tem direta relacdo

com o grau de reperfuséo dos infartos, podendo apresentar picos nas concentragdes
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de 14 horas apds a lesdo quando a reperfusdo ocorre antes de 3,5h da instalagdo da
dor torécica e em casos de ocluséo total do fluxo para o IAM, estes niveis podem se
manter estaveis até 120h do inicio das lesbes (KATUS et al., 1991). Fishbein et al.
(2003) foram capazes de detectar a perda de expressao para 0 anticorpo anti-
troponina em infartos induzidos em modelos experimentais (cées, porcos e ratos)
com apenas 30 minutos a partir do estabelecimento da lesé&o.

Ortmann, Pfeiffer e Brinkmann (2000) descreveram, em humanos, intensa
perda de marcacdo imuno-histoquimica para cTnC em casos de 1AM e leve a
intensa perda em casos nos quais a causa-mortis foi associada ao mau
funcionamento do sistema cardiovascular (arritmias, cardiomiopatias, trombose e
arteriosclerose). Tal fato foi observado também por Campobasso et al. (2008)
qguando a perda de expressdo imuno-histoquimica para anticorpo anti- cTnl foi
detectada em humanos com diagndstico obscuro e com histérico apenas de
“encontrado morto em casa”.

A c¢TnC apresenta maior sensibilidade se comparada a cTnT nos casos de
lesGes em cardiomiocitos de humanos e baixa especificidade para deteccdo de leséo
cardiaca em ensaios bioquimicos, uma vez que essa estrutura presente na
musculatura esquelética € muito similar com a da cardiaca (SCHREIER; KEDES;
GAHLMANN, 1990).

Em humanos, mutacGes nos gens que codificam as troponinas podem levar
ao aparecimento de cardiomiopatia dilatada em varios individuos de uma mesma
familia. Estas mutacdes ja foram identificadas no gen TNNT2, responsavel pela
codificacdo de cTnT (STEFANELLI et al., 2004).

2.3.3. Troponinas em animais

Basbugan, Agaoglu e Yuksek (2010) determinaram as concentracdes de
séricas de c¢Tnl em bovinos normais como menores que 0,23ng/ml, em ovinos
menores que 0,21ng/ml e, em caprinos menores que 0.24ng/ml. Dosagens séricas
para deteccdo de lesbes miocardicas foram capazes de detectar niveis elevados de
troponina em ovinos com deficiéncia clinica ou subclinica de Selénio
(ATAOLLAHI; MOHRI; SEIFI, 2013), febre aftosa (ASLANI; MOHRI;
MOVASSAGHI, 2013); em bovinos intoxicados por monensina (VARGA et al.,
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2009), com febre aftosa (TUNCA et al., 2008) e com pericardite (MELLANBY et
al., 2007); em equinos, elevacgdes sericas de cTnl foram observadas em animais que
sofreram necrose miocardica (SCHWARZWALD; HARDY; BUCCELLATO,
2003) e apds exercicio em alguns animais testados por Yonezawa et al. (2010),
entretanto os niveis voltaram ao normal em 24h apds o estresse. Os autores
acreditam que esta alteragdo estd ligada a perda do reservatério citosolico de
troponina em decorréncia do estresse oxidativo ocasionado por espécies reativas do
oxigénio que levam a alteracbes de permeabilidade de membrana nos
cardiomidcitos. De forma similar, Durando et al. (2006) ndo encontraram diferencas
significativas em coletas feitas antes, 1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas apds o exercicio.
Estudos também foram conduzidos em animais de companhia e 0s ensaios com
troponinas para detectcdo de lesdo cardiaca foram eficazes em cées com
cardiomiopatia dilatada e doenca valvular de mitral (OYAMA,; SISSON, 2004).

A perda de imunorreatividade para cTnl foi observada por Tunca et al.
(2008) em bovinos jovens com febre aftosa. Neste estudo, observou-se que, nao
somente os cardiomidcitos severamente necrosados (com cariorrexia, perda de
estriacBes e aporte de células inflamatérias fagociticas) apresentavam pouca ou
nenhuma imunomarcacgdo, mas também algumas células com hipereosinofilia e sem
sinais classicos de necrose ou degeneracao.

Recentemente foi possivel detectar perda de imunomarcacdo para o
anticorpo anti-cTnC em lesdes cardiacas decorrentes de intoxica¢do por Amorimia
exotropica em bovinos do sul do Brasil (PAVARINI et al., 2012; BANDINELLI et
al., 2014).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Local

O trabalho foi realizado no Laboratério de Imuno-histoquimica do Setor de
Anatomia Patologica do Projeto Sanidade Animal, Anexo | do Instituto de

Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

3.2. Animais e amostras de tecidos

Foram utilizados fragmentos de coracdo, emblocados em parafina, de cinco
ovinos e seis bovinos intoxicados previamente, por via oral, com MF (NOGUEIRA
et al., 2010; PEIXOTO, et al., 2010). Nestes estudos, trés bovinos receberam doses
Gnicas de 0,5 mg/kg e, os demais, 1,0 mg/kg de MF (Sigma-Aldrich Co' - Figura 6).
Um ovino recebeu dose Unica de 0,5 mg/kg, outros dois, 1,0 mg/kg, um animal foi
intoxicado com doses subletais de 0,1 mg/kg/dia, por quatro dias, e outro, 0,2
mg/kg/dia por seis dias. Os bovinos e ovinos eram de ambos 0S sexos, ragas e
idades variadas.
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Figura 6: Monofluoroacetato de sddio utilizado nos
experimentos (PEIXOTO, 2010)

3.3. Confeccéo das laminas

SecBes histoldgicas dos coragcdes dos bovinos e ovinos intoxicados, dos
controles positivos e negativos para lesdo cardiaca foram obtidas em cortes
duplicados e de forma seriada, dos quais um foi destinado a coloragdo rotineira de

HE e outro em l&mina silanizada para a técnica de imuno-histoquimica.

3.4. Imuno-histoquimica com anticorpo anti-cTnC

As secOes histologicas foram desparafinadas em xilol, reidratados em alcool
e submersas em duas solucbes de perdxido de hidrogénio a 3% durante 15 minutos

cada para bloqueio de peroxidases enddgenas e entdo lavadas com tampdo fosfato
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(PBS) por 2 minutos. Logo ap6s foram levadas ao banho-maria em solugdo de
tampéo citrato (pH = 6), onde ficaram por 30 minutos a temperatura de 98°C para
reativacdo dos sitios antigénicos. Para bloqueio de reacfes inespecificas, foi
utilizado leite desnatado a 5% (Molico® - Ind. Bras.). Os cortes foram incubados
“overnight” com 0 anticorpo anti-cTnC (Novo Castra) na dilui¢cdo de 1:100. Apos
incubac&o, estes foram lavados com tampdo fosfato e utilizaram-se os componentes
Complemento (10 minutos) e Conjugado HRP (15 minutos) do kit Spring®
REVEAL. As secbes foram coradas com diaminobenzina (DAB), contracoradas
com hematoxilina de Harris e montadas para visualizacdo em microscopio 6tico.

Utilizamos para controles coragdo de bovinos e ovinos com e sem lesdo cardiaca.

3.5. Avaliacao das laminas

As seccgOes histologicas foram avaliadas em microscopio o6tico, sempre
comparadas aos controles positivos (bovinos com necrose cardiaca causada pela
intoxicacdo por Palicourea juruana e ovinos intoxicados de forma aguda por
Monensina) e aos controles negativos (bovinos e ovinos abatidos para consumo sem
qualquer condicdo clinica para o sistema cardiovascular). Para tal, também
utilizamos o controle interno positivo e negativo, no qual os cardiomiécitos ndo
lesados marcam positivamente para o anticorpo anti- cTnC e os demais tecidos que
ndo expressam esta proteina sdo negativos (tecido conjuntivo, células inflamatdrias,
parede de grandes vasos).

Ao momento da avaliagdo microscépica (Nikon® Eclipse E200) e a partir da
suspeita de aparecimento entre areas com hipereosinofilia de cardiomidcitos na
coloracdo HE, as se¢bes submetidas ao exame imuno-histoquimico eram avaliadas
em mesmo campo e com mesmo aumento e registradas através de fotomicrografia
com camera propria para microscépios (Moticam 2500 5.0 megapixels) e capturada
pelo software Motic Cam 2.0.

A imunomarcacdo foi graduada como (+) discreta; + leve; ++ moderada;

++(+) acentuada ou +++ muito acentuada.
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4. RESULTADOS

4.1. Achados histopatol6gicos e imuno-histoquimicos

4.1.1. Bovinos

O exame histologico revelou, no coragdo dos bovinos, grupos de
cardiomiocitos e celulas isoladas com aumento da eosinofilia citoplasmatica e
auséncia de estriagdo das fibras musculares (Figuras 7 e 9). Nos Bovinos 31213 e
31214, algumas células encontravam-se retraidas e, ocasionalmente, com nucleos
picnoticos ou fragmentados. Havia ainda, pequenas areas com infiltrado
inflamatorio linfohistiocitario.

No exame imuno-histoquimico, verificou-se reducao dos niveis de expressdo
da cTnC no citoplasma de grupos de fibras musculares. Diminuicao significativa na
imunorreatividade ocorreu, sobretudo, em cardiomidcitos que apresentavam, no
exame histopatologico, aumento da eosinofilia citoplasmética ou nas células com
caracteristicas histologicas de morte celular a avaliagdo da microscopia de luz
(Figuras 8 e 10). Nos midcitos remanescentes e intactos dos animais intoxicados e
daqueles utilizados como controle negativo, observou-se  marcada
imunorreatividade. Os resultados comparativos entre tempo de administracéo,
evolucdo e achados histopatolégicos na coloragdo de HE e IHQ em bovinos

encontram-se no quadro 3.

4.1.2 Ovinos

A avaliacdo microscopica revelou, no coracdo dos ovinos, cardiomiocitos
em grupos ou isolados com aumento da eosinofilia citoplasmatica e aspecto
homogéneo (Figuras 11 e 13). No Ovino 31266, havia areas com citoplasmélise de
fibras musculares, associada a cariopicnose e cariolise. Adicionalmente, eram
observados pequenos focos com influxo de macréfagos, que fagocitavam fibras
necroticas.

No exame imuno-histoquimico, verificou-se reducao dos niveis de expressdo
da cTnC no citoplasma de grupos de fibras musculares. Diminuicédo significativa na
imunorreatividade ocorreu, sobretudo, em cardiomidcitos que apresentavam, no
exame histopatologico, aumento da eosinofilia citoplasmatica ou nas células com

caracteristicas histologicas de morte celular (Figuras 12 e 14). A reducdo na
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imunomarcacao foi mais intensa no Ovino 31266, que recebeu MF, por via oral,
doses subletais de 0,2 mg/kg/dia durante 4 dias. Nos midcitos remanescentes e
intactos dos animais intoxicados e daqueles utilizados como controle negativo,
observou-se marcada imunorreatividade. Os resultados comparativos entre tempo
de administracdo, evolucdo e achados histopatolégicos na coloracdo de HE e IHQ

em ovinos encontram-se no quadro 4.
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Figura 7: Areas de hipereosinofilia de cardiomidcitos (detalhe) Bovino 31210 (1,0
mg/kg) (Objetiva 4x)
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Figura 8: Diminuicdo da expressdo para o anticorpo anti-cTnC (detalhe). Bovino
31210 (1,0 mg/kg) (Objetiva 4x)
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Figra 1: Ares ‘ hipereosiofilia. Ovino 31263 (0,1 mg/kg/dia pr 4 dias)
(Objetiva 10x)

Figura 12:. Diminuida xpresséo ara anticoro anti-cTnC. IOvino 3123 0,1
mg/kg/dia por 4 dias) (Objetiva 10x)
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Figura 13: Areas de hipereosinofilia com necrose e floculagdo de fibras
musculares (seta). Ovino 31266 (0,2 mg/kg/dia por 6 dias) (Objetiva 20x)

Figura 14: Acentuada perda de expressdo para anticorpo anti-cTnC (seta). Ovino
31266 (0,2 mg/kg/dia por 6 dias) (Objetiva 20x)
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Quadro 3. Resultados comparativos entre tempo de administracdo, evolucdo e achados histopatoldgicos na coloragdo de HE e IHQ em bovinos

SAP | Administracdo | Tempo desde a administragdo Evolugéo clinica HE IHQ - Anti-cTnC
de MF a apresentacao dos sintomas (Marcacao negativa)
31209 0,5 mg/kg, dose 2h e 24 minutos 12h e 20minutos Hipereosinofilia de +
Unica, VO cardiomiocitos +
31210 1,0 mg/kg, dose 3h e 20 minutos 5h e 55minutos Hipereosinofilia de +
Unica, VO cardiomiocitos ++
! Inflamagdo mononuclear +
31211 0,5 mg/kg, dose 1h e 15 minutos 3h e 50 minutos Hipereosinofilia de +
Unica, VO cardiomiocitos ++ (+)
31212 1,0 mg/kg, dose 2h 3h e 9 minutos Hipereosinofilia de it
Unica, VO cardiomiocitos ++
’ Inflamagdo mononuclear +
31213 0,5 mg/kg, dose 8h e 35 minutos 11h e 24 minutos Hipereosinofilia de ++(+)
nica, VO cardiomiocitos +++
’ Caridlise +
Inflamagdo mononuclear ++
31214 1,0 mg/kg, dose 3h e 28 minutos 1h e 50 minutos Hipereosinofilia de Tt

Unica, VO

cardiomiocitos ++(+)
Picnose nuclear +(+)
Inflamag&o mononuclear +

Legenda: SAP = Registro no Setor de Anatomia Patoldgica, MF = Monofluoroacetato de sédio, HE = Hematoxilina-Eosina, IHQ = Imuno-

histoquimica, VO = Via Oral

(+) = Discreta, + = Leve, ++ = Moderada, ++(+) = Acentuada, +++ = Muito Acentuada

35



Quadro 4. Resultados comparativos entre tempo de administracdo, evolugédo e achados histopatoldgicos na coloracdo de HE e IHQ em ovinos

SAP | Administracdo | Tempo desde a administracéo Evolucéo clinica HE IHQ — Anti-cTnC
de MFAS a apresentacao dos sintomas) (marcacao negativa)* —
31260 O,5Im_g/kg, dose 14h e 6min 7h e 55min ':;eg;icrﬁiiggifticl)isa(f)e ++(+)
Unica, VO Inflamagdo mononuclear +
31261 1,0,m_g/kg, dose 13h e 20min 10 minutos c;ﬁ’.%ﬁ‘.’ét”.ﬁf;'fﬁii) ++(+)
Unica, VO Inflamagao mononuclear +
31263 | Doses subletais de Encontrado morto sem sinais de autélise Hipde_re%_inqtfilia de ++(+)
H caralomiocitos ++
0.1 mg/kg/dla Inflamagdo mononuclear +
durante 4 dias VO
31265 1,0 mg/kg, dose 9h e 44min 3 minutos Hipereosinofilia de T+
Gnica, VO cardiomiocitos +(+)
31266 | Doses subletais de 3 dias, 16h e 31 minutos ap6s 1% adm 33h e 5 minutos Hipereosinofilia de +++

0,2 mg/kg/dia
durante 4 dias VO

cardiomiocitos +++
Lise de cardiomidcitos ++
Inflamagdo mononuclear ++

Legenda: SAP = Registro no Setor de Anatomia Patolégica, MF = Monofluoroacetato de sédio, HE = Hematoxilina-Eosina, IHQ = Imuno-

histoquimica, VO = Via Oral

(+) = Discreta, + = Leve, ++ = Moderada, ++(+) = Acentuada, +++ = Muito Acentuada
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4.2. Protocolos experimentais

Bovino controle — Intoxicado por Palicourea aff. juruana

Coracéo:

Histopatologia: Acentuada necrose coagulativa de cardiomidcitos com perda de
estriacOes e areas de floculacao das fibras, associada a infiltrado inflamat6rio composto
principalmente por macrofagos e, em menor numero, linfocitos. Havia ainda moderada
proliferacdo de tecido conjuntivo ao redor da area necrdtica.

Imuno-histoquimica: Acentuada perda de imunorreatividade para cTnC em grandes

areas da seccdo histologica, sobretudo ao redor de focos inflamatdrios histiocitarios.

Bovino 31209

Rim: Degeneracdo hidrépico-vacuolar das células epiteliais dos tubulos contorcidos
distais e moderada congestéo.

Coracéo:

Histopatologia: Discretas areas de hipereosinofilia. Por vezes, em um mesmo campo,
observam-se fibras hipereosinofilicas em meio as fibras de morfologia normal. Havia
ainda cistos de Sarcocystis spp., sem reacdo inflamatdria ou necrose associadas.

Imuno-histoquimica: Pequena area com reducao da expressdo da cTnC.

Bovino 31210

Rim: Degeneracdo hidrépico-vacuolar das células epiteliais dos tubulos contorcidos
distais e leve infiltrado inflamatdrio linfoplasmocitério intersticial.

Coracéo:

Histopatologia: Acentuada hipereosinofilia de grupos de miofibras ou de células
isoladas. Havia cistos de Sarcocystis spp. (sem inflamagdo e necrose ao redor) e
pequenas areas com infiltrado inflamatorio constituido por plasmacitos, linfocitos e
histiocitos ao redor de vasos e fibras de Purkinje.

Imuno-histoquimica: Cardiomidcitos com fraca imunorreatividade em meio a outras

com forte imunorreatividade para o anticorpo anti-cTnC. A presenca de Sarcocystis
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spp. e do infiltrado inflamatério ndo alteraram a imunorreatividade dos midcitos
adjacentes, que apresentaram 0 mesmo padrdo de marcacdo do restante da seccdo

histologica.

Bovino 31211

Rim: Degeneragdo hidrépico-vacuolar das células epiteliais dos tubulos contorcidos
distais.

Coracéo:

Histopatologia: Moderada hipereosinofilia de cardiomidcitos multifocal. Presenga de
Sarcocystis spp.

Imuno-histoquimica: Grandes focos de cardiomiocitos com acentuada perda de

imunorreatividade.

Bovino 31212

Rim: Degeneracdo hidrépico-vacuolar das células epiteliais dos tubulos contorcidos
distais e leve infiltrado inflamatdrio linfoplasmocitério intersticial.

Coracéo:

Histopatologia: Grupos de midcitos com marcada hipereosinofilia. Pequena quantidade
de macréfagos préximos as fibras de Purkinje.

Imuno-histoquimica: Pequenos focos de inflamacédo linfohistioplasmocitéaria. Grandes
focos de cardiomidcitos com acentuada perda de imunorreatividade.

Bovino 31213
Rim: Degeneracdo hidrdopico-vacuolar das células epiteliais dos tubulos contorcidos

distais, leve congestdo, leve infiltrado inflamat6rio linfoplasmocitario intersticial e

presenca de filtrado em forma de glébulos.
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Coracdo: Histopatologia: Grandes focos de hipereosinofilia de cardiomidcitos, nos
quais algumas fibras apresentavam menor evidenciacdo das estriagdes musculares.
Pequenos focos de infiltrado inflamatorio linfohistioplasmocitario.

Imuno-histoquimica: Moderada perda de imunorreatividade em parte da secc¢do

histoldgica e algumas areas em que havia perda de marcacao individualizada.

Bovino 31214

Rim: Degeneracdo hidrépico-vacuolar das células epiteliais dos tubulos contorcidos
distais e em tubulos retos com leve infiltrado inflamatério linfoplasmocitério
intersticial.

Coracao:

Histopatologia: Acentuada hipereosinofilia de cardiomiocitos, com nucleos picnéticos,
ora apresentando citoplasma floculado, ora hialinizado. Pequenas &reas com infiltrado
inflamatorio linfohistiocitario.

Imuno-histoquimica: Marcada perda de imunorreatividade em diversas areas da sec¢édo

histoldgica, tanto em grandes areas quanto em fibras individualizadas.

Ovino controle - Intoxicado por Monensina

Coracao:

Histopatologia: Acentuada hipereosinofilia em diversos midcitos acompanhada de
acentuado infiltrado inflamat6rio composto predominantemente por macréfagos e
poucos linfécitos e plasmacitos. Picnose, cardlise e citoplasmolise foram observados
em alguns cardiomidcitos.

Imuno-histoquimica: Deplecdo na imunomarcacéo de fibras cardiacas, na qual algumas
apresentavam fraca imunorreatividade em meio a outras com expressdo normal para
cTnC.

Ovino 31260

Rim: Degeneracdo hidrépico-vacuolar das células epiteliais dos tubdlos contorcidos

distais e leve congestao.
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Coracéo:

Histopatologia: Pequenos focos de hipereosinofilia com leve infiltrado inflamatorio
linfoplasmocitario.

Imuno-histoquimica: Acentuada perda da imunorreatividade multifocal por toda sec¢édo

histoldgica.

Ovino 31261

Rim: Leve degeneracdo hidrépico-vacuolar das células epiteliais dos tubulos
contorcidos distais e leve infiltrado inflamatério linfoplasmocitario intersticial.
Coracao:

Histopatologia: Diversos focos de acentuada hipereosinofilia e pequenos focos de
infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario peri-vascular.

Imuno-histoquimica: Acentuada perda da imunorreatividade foi observada em miécitos

individualizados e em pequenos focos.

Ovino 31263

Rim: Acentuada degeneracdo hidrépico-vacuolar das células epiteliais dos tubulos
contorcidos distais e leve em tubulos retos.

Coracao:

Histopatologia: Pequenas areas com moderada hipereosinofilia e pequenos focos de
infiltrado inflamatdrio mononuclear.

Imuno-histoquimica:Acentuada perda de imunorreatividade, por vezes em grandes

focos ou em midcitos individualizados.

Ovino 31265

Rim: Discreta degeneracdo hidrdpico-vacuolar das células epiteliais dos tubulos
contorcidos distais e leve congestéo.

Coracéo:

Histopatologia: Pequenas areas de leve hipereosinofilia.

Imuno-histoquimica: Moderada perda de imunorreatividade em pequenos focos.
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Ovino 31266

Rim: Acentuada degeneracdo hidrdépico-vacuolar das células epiteliais dos tubulos
contorcidos distais, moderada em tubulos retos e leve congestéo.

Coracéo:

Histopatologia: Hipereosinofilia de cardiomidcitos muito acentuada. Citoplasmdlise de
fibras musculares, associada a cariopicnose e cariolise eram observadas em diversos
focos pela seccdo histologica. Pequenos focos de infiltrado inflamatorio composto
predominantemente por macrofagos fagocitavam fibras necraticas.
Imuno-histoquimica:  Acentuada perda de imunorreatividade em diversos

cardiomiocitos.
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5. DISCUSSAO

Nos cardiomiocitos dos bovinos e ovinos intoxicados por MF, verificou-se
reducdo dos niveis de expressdo da c¢TnC no citoplasma de grupos de fibras
musculares. Diminuicdo significativa na imunorreatividade ocorreu, sobretudo, em
cardiomidcitos que apresentavam, no exame histopatologico, aumento da eosinofilia
citoplasmatica ou demais caracteristicas histologicas de morte celular. Em diversos
grupos de células havia completa perda de imunomarcagdo. Nos midcitos
remanescentes e intactos dos animais intoxicados e daqueles utilizados como controle
negativo, observou-se marcada imunorreatividade. Aumento da eosinofilia
citoplasmatica de fibras cardiacas também foi verificada em bovinos intoxicados
naturalmente por Mascagnia (Amorimia) sp. (GAVA et al., 1998). Recentemente,
verificou-se, através da imuno-histoquimica para c¢TnC, a presenca de lesdes
degenerativo-necréticas no coracdo de bovinos intoxicados por Amorimia exotropica
(PAVARINI et al., 2012; BANDINELLI et al., 2014).

A diminuicdo ou auséncia da expressdo de troponina cardiaca observada neste
estudo indica lesdo na miofibra. No homem, as troponinas sdo os marcadores
bioquimicos mais sensiveis e especificos para deteccdo de lesdo miocardica (WELLS
et al., 2008). Dosagem sérica de troponina foi realizada em bovinos com lesdes
cardiacas, em casos de febre aftosa (TUNCA et al., 2008; KARAPINAR, 2010),
endocardite valvular (BUCZINSKI; BELANGER, 2010), pericardite (MELLANBY et
al., 2007), intoxicacdo por monensina (VARGA et al., 2009) e infeccdo por Theileria
annulata (FARTASHVAND et al., 2014). Em ovinos, a troponina sérica foi dosada em
casos de arritmia cardiaca apés intoxicacdo por salinomicina (HAJIMOHAMMADI et
al., 2014) e lesdo miocérdica em animais com acidose latica ruminal (KIRBAS et al.
2014). Com relacdo a imuno-histoquimica, sdo escassos os trabalhos que relatam o uso
do anticorpo anti-cTnC na deteccdo de alteracdes cardiacas em bovinos (TUNCA et al.
2008; PAVARINI et al., 2012) e ovinos (COSTA et al., 2014). O anticorpo cTnC
humano é sensivel para detectar leses cardiacas em bovinos (PAVARINI et al., 2012)
e ovinos (COSTA et al.,, 2014), o que sugere gque 0s sitios antigénicos para estas
proteinas sdo similares entre as espécies testadas.

As duas espécies apresentaram diferentes padrdes na imunorreatividade com o

anticorpo ¢TnC, uma vez que, em bovinos, observou-se diminui¢do da expressdo do
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anticorpo independente da dose do MF e do tempo de evolucdo. Por outro lado, em
ovinos, a perda de expressdo para cTnC estava relacionada com a dose da substancia e
a evolucdo clinica. Essas diferencas podem ter ocorrido pelo fato dos ovinos serem
naturalmente menos sensiveis a intoxicacdo por MF e apresentarem, em média,
evolugdo clinica mais prolongada em relagdo aos bovinos (PEIXOTO et al., 2010;
NOGUEIRA et al., 2011), mas também ndo se pode descartar o fato da expressdo de
cTnC ndo ocorrer de maneira uniforme por todo o miocardio (BANDINELLI et al.,
2014).

Frequentemente eram vistos pequenos focos de infiltrado inflamatorio
linfoplasmocitério ao redor de vasos sanguineos, sobretudo nos coragdes de bovinos.
Estas alteracdes sdo comuns em decorréncia de resposta imunologica a presenca de
cistos de Sarcocystis spp. em algumas sec¢des histologicas (LOPES, 2004). Entretanto,
adicionalmente, animais com lesGes mais severas e visiveis na coloragdo HE,
apresentaram infiltrado inflamat6rio mononuclear em resposta a necrose coagulativa de
cardiomidcitos, com floculacdo e fagocitose de fibras musculares. A imunomarcacao
de células inflamatdrias foi observada por Tunca et al. (2008) em decorréncia da
fagocitose de restos celulares de cardiomidcitos necréticos que podem conter tragos
das proteinas em seu interior. Tal fato ndo foi observado no nosso estudo, mesmo no
Ovino 31266, intoxicado com doses subletais de 0,2 mg/kg/dia durante 4 dias, que
apresentou lesdes degenerativo-necroticas.

O diagnéstico das intoxicacdes por MF em bovinos (NOGUEIRA et al., 2010) e
ovinos (PEIXOTO et al., 2010) e por plantas que possuem esta substancia como
principio toxico (CHENOWETH; GILMAN, 1946; PEIXOTO et al., 2010; COOK et
al., 2014), se baseia, inicialmente, na epidemiologia, associada a presenca da planta no
local e ao histdérico de morte subita. A tipica DHV, quando presente, é de grande valor
diagnéstico (PEIXOTO et al., 2010). Os achados de necropsia como ingurgitamento de
vasos, edema e congestdo pulmonares, hidropericardio e edemas subserosos
(NOGUEIRA et al., 2010; PEIXOTO et al., 2010) corroboram a hipotese de que em
ambos 0s casos pode haver lesdo miocardica. A despeito disto, os achados histoldgicos,
obtidos na coloracéo rotineira (HE) sobre o coragéo, ndo séo considerados suficientes
como forma diagndstica para as intoxicacdes. No presente trabalho, a diminuigdo ou
auséncia da expressdao da cTnC nos animais intoxicados por MF permitiu estabelecer a

diferenga entre necrose coagulativa de cardiomidcitos e artefatos. Isso indica que este
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método pode ser utilizado com seguranca para identificacdo de quaisquer lesdes
regressivas precoces, ou ndo, no miocardio, independentemente da causa.
Adicionalmente, é possivel afirmar que, dependendo do tempo de evolucéo, a toxicose
por MF, bem como por plantas causadoras de morte subita em bovinos e ovinos,
podem cursar com lesdes necrotizantes no miocérdio, como ja descrito em casos de
intoxicacdo por Fridericia (Pseudocalymma) elegans (HELAYEL et al., 2009),
Palicourea aff. juruana (Palicourea juruana) (TOKARNIA; DOBEREINER, 1982) e
Amorimia exotropica (PAVARINI et al., 2012) em bovinos e Amorimia sepium em
ovinos (SCHONS et al., 2011).

Neste trabalho, detectou-se a presenca de alteragcdes regressivas precoces no
miocardio de bovinos e ovinos intoxicados experimentalmente por MF, através da
utilizacdo imuno-histoquimica da cTnC, o que torna o método uma valiosa ferramenta
diagnostica. Ainda é possivel correlacionar as lesdes a ingestdo de MF contido nas
plantas que causam morte subita, ou seja, € uma forma indireta de demonstrar que o
MF é o principio toxico responsavel pela parada cardiaca de animais que ingerem as

plantas desse grupo.
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6. CONCLUSOES

Comprovou-se, através de imuno-histoquimica, que ha& diminuicdo da
expressao de cTnC nos cardiomidcitos de bovinos e ovinos intoxicados por
MF;

E possivel utilizar o método de imuno-histoquimica com c¢TnC para auxiliar no
diagnéstico da intoxicagdo por MF ou plantas que o contém;

O anticorpo anti-cTnC humano se mostrou eficaz para detectar lesdes cardiacas

em bovinos e ovinos.
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8. ANEXOS

8.1 Anexo 1 — Animais utilizados:

Bovino 1190 (SAP: 31213)

Fémea, mestica, adulta e 432 kg. Intoxicada com dose Unica de 0,5 mg/kg em 50mL de
agua destilada. Sintomatologia iniciou-se 8h e 35 minutos apds administracdo. Curso
clinico de 11h e 24 minutos até a morte.

Bovino 1215 (SAP: 31209)

Fémea, mestica, adulta e 468 kg. Intoxicada com dose unica de 0,5 mg/kg em 50mL de
agua destilada. Sintomatologia iniciou-se com 2h e 24 minutos ap6s administracdo
associado a movimentacdo forcada do animal. Curso clinico de 12h e 20minutos até a
morte.

Bovino 1262 (SAP: 31211)

Fémea, mestica, adulta, pesando 439 kg. Intoxicada com dose inicial de 0,05 mg/kg e
24h depois com 0,5 mg/kg. A primeira administragdo foi feita com a pesagem
equivocada de MF e ndo apresentou efeitos clinicos sobre o animal. Sintomatologia
iniciou-se 1h e 15 minutos apds a administracdo da segunda dose de MF. Curso clinico
de 3h e 50 minutos até a morte.

Bovino 1307 (SAP: 31212)

Fémea, mestica, adulta, pesando 387 kg. Intoxicada com dose inicial de 0,1 mg/kg e
24h depois com 1 mg/kg. A primeira administracdo foi feita com pesagem equivocada
de MF e ndo apresentou efeitos clinicos sobre o animal. Sintomatologia iniciou-se 2h
apos a administracdo da segunda dose de MF. Curso clinico de 3h e 9 minutos até a
morte.

Bovino 1327 (SAP: 31214)

Fémea, mestica, adulta, pesando 410 kg. Intoxicada com dose Unica de 1,0 mg/kg
diluido em 50 ml de agua destilada. Sintomatologia iniciou-se 3h e 28 minutos apds
administragdo. Curso clinico de 1h e 50 minutos até a morte.

Bovino 1358 (SAP: 31210)

Fémea, mestica, adulta, pesando 376 kg. Intoxicada com dose Unica de 1,0 mg/kg
diluido em 50 mL de &gua destilada. Sintomatologia iniciou-se 3h e 20 minutos ap6s
administracdo. Curso clinico de 5h e 55minutos até a morte.

Ovino 5761 (SAP: 31260):

Fémea, mestica, 3 anos de idade e 31 kg. Intoxicada com dose Unica de 0,5 mg/kg.
Sintomatologia iniciou-se com 14h e 6min apds administracdo. Curso clinico de 7h e
55min até a morte.

Ovino 5762 (SAP: 31261)

Fémea, mestica, 6 meses de idade e 19 kg. Intoxicada com dose Unica de 1,0 mg/kg.
Sintomatologia iniciou-se com 13h e 20min apds administragdo. Curso clinico de 10
minutos até a morte.
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Ovino 5765 (SAP: 31265)

Macho, mestico, 3 anos de idade e 53 kg. Intoxicado com dose unica de 1,0 mg/kg.
Sintomatologia iniciou-se com 9h e 44min ap6s administracdo. Curso clinico de 3
minutos até a morte.

Ovino 5764 (SAP: 31263)

Fémea, mestica, 2 anos de idade e 36 kg. Intoxicada com doses subletais de 0,1
mg/kg/dia durante 4 dias. No 5° dia o animal foi encontrado morto e sem sinais de
autolise.

Ovino 5766 (SAP: 31266)

Macho, mestico, 3 anos de idade e 44 kg. Intoxicado com doses subletais de 0,2
mg/kg/dia durante durante 4 dias. Sintomatologia iniciou-se com 3 dias, 16h e 31
minutos apds a 12 administracao. Curso clinico de 33h e 5 minutos até a morte.
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