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RESUMO

Identificacado e distribuicdo de lesdes cardiacas em bovinos intoxicados por Amorimia
exotropica

Amorimia exotropica € uma planta que pertence a familia Malpighiacea, cujo
principio toxico € o monofluoracetato de sodio e possui agdo cardiotoxica em bovinos.
Ela é a Unica representante, na regido Sul do pais, do grupo de plantas que causam
morte slbita associada a0 exercicio. Esta dissertacdo identificou e mapeou as |esdes
cardiacas observadas em bovinos intoxicados naturalmente por Amorimia exotropica.
Selecionou-se nove coragdes bovinos, provenientes de um surto de intoxicagéo natural
pela planta numa propriedade de gado de corte do Rio Grande do Sul e procedeu-se 0
mapeamento de oito regides topograficas distintas (apice, ventriculos direito e esquerdo,
septo interventricular, muscul os papilares direito e esquerdo e &trios direito e esguerdo).
A avaliagio macroscopica quatro bovinos apresentaram lesio focal e bem delimitada no
musculo papilar esguerdo. Estas areas na histologia correspondiam a infartos em
diferentes estédgios de evolugdo. Todos o0s bovinos apresentavam necrose de
cardiomiocitos, caracterizadas por retracdo e hipereosinofilia citoplasmatica e
fragmentacdo celular em todas as areas amostradas. A severidade da injuria celular foi
avadiada pela imuno-histoquimica anti-Troponina C, a qual demonstrou nestes
cardiomidcitos acentuada perda e/ou diminui¢do de marcagdo citoplasmética em céulas
necréticas. O musculo papilar esquerdo foi a regido mais acometida nos casos de

intoxicagdo por Amorimia exotropica.

Palavr as chaves. Amorimia exotropica,intoxicagdo, morte sibita associada ao
exercicio, bovino, lesdo cardiaca, imuno-histoquimica, troponina.



ABSTRACT

I dentification and distribution of cardiac lesions in cattle poisoned by Amorimia
exotropica

Amorimia exotropica is a Malpighiacea family plant that has sodium
monofluoroacetate as the toxic principle, which has a cardiotoxic action in cattle. In
Southern Brazil, it is the only present species of the group of plants that causes "sudden
death during exercise". This dissertation has identified and mapped cardiac lesions
observed in cattle naturally poisoned by Amorimia exotropica . A poisoning outbreak by
the plant occurred in a beef cattle from herd from Rio Grande do Sul, where nine bovine
hearts were selected for examination and mapping of eight distinct topographical
regions (apex, right and left ventricles, interventricular septum, right and left papillary
muscles , right and left atrium). At gross examination, four cattle showed focal and
well-defined lesion in the left papillary muscle. This corresponded to areas of infarctsin
different stages of evolution on histology. All hearts showed cardiomyocytes necrosis,
characterized by shrinkage and hypereosinophilic cytoplasm and cellular fragmentation
in al sampled areas. The severity of celular injury was evauated by
immunohistochemistry anti - Troponin C, which showed marked decrease of cytoplasm
staining in necrotic cells. Left papillary muscle was the most affected region in cases of

poisoning by Amorimia exotropica.

K ey words: Amorimia exotropica, poisoning, sudden death association with exercise,
cattle, cardiac lesion, immunohistochemistry, troponin.
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1. INTRODUCAO

No Brasil h4 cerca de 131 espécies de plantas toxicas distribuidas em 79
géneros, e estas sao responsabilizadas pelas mortes de 820 mil a 1.775.763 bovinos/ano
de um plantel nacional de 221.827.299 (PESSOA et al., 2013). No estado do Rio
Grande do Sul, estas perdas variam de 7,4% a 14% com prejuizos em torno de US$ 15
milhdes ao ano (RIET-CORREIA; MEDEIROS, 2001; PEDROSO et al., 2007; RISS|
et al., 2007; PESSOA et al., 2013).

As plantas toxicas sdo didaticamente divididas de acordo com os sistemas
organicos nos quais elas provocam alteragOes. Dentre as principais plantas que afetam o
funcionamento cardiaco estdo as causadoras de morte sibita associadas ao exercicio.
Elas provocam lesdes agudas ou superagudas, com insuficiéncia cardiaca e morte stibita
em bovinos e pertencem as familias Mal pighiaceae, Rubiaceae e Bignoniacea. Dentre as
mortes por intoxicagOes por plantas no Brasil, estima-se que 50% delas decorram da
ingestéo de plantas que causem morte stibita em bovinos (PESSOA et al., 2013).

Amorimia (Mascagnia)exotropica, pertence a familia Mal pighiaceae, € um semi-
arbusto encontrado nos estados do Sul do Brasil e na Argentina (ANDERSON, 2006).
N&o possui nome popular, ocorre em locais sombreados como beiras de matas e sua
toxicidade para a espécie bovina foi descrita pela primeira vez e comprovada
experimentalmente por Gava et al. (1998). Caracteristicamente, 0 consumo desta planta
acarreta “morte stibita associada ao exercicio”, pois apresenta como principio toxico o
monofluoracetato de sddio (LEE, 2012). Quando esses animais desenvolvem sinais
clinicos perceptiveis, eles tém duracdo de poucos minutos e incluem: taguicardia,
ingurgitacdo da veia jugular, tremores e contragdes musculares bruscas, quedas subitas,
decubito lateral, esternal e morte (GAVA et al., 1998, PAVARINI et al., 2011).

Esta dissertacdo tem por objetivo descrever e determinar a distribuicdo das
lesbes cardiacas observadas em bovinos intoxicados naturalmente por Amorimia
exotropica, por meio da avaliagcéo macroscopica, histolgica e imuno-histoquimica anti-

troponina C.



14

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomia, histologia e metabolismo ener gético da musculatur a car diaca

O coragdo locaiza-se no lado esguerdo do plano mediano do térax e
corresponde a 0,4 — 0,5 % do peso corporal de um bovino adulto. Ele é totalmente
envolvido pelo saco pericardico, o qual contém uma pequena quantidade de fluido
seroso que confere lubrificaco a superficie epicardica (pericardio seroso viscera) e o
pericardio seroso parietal durante os batimentos cardiacos. Na base cardiaca estdo
localizados os grandes vasos; e o épice dista cerca de 2,5 cm do diafragma, em grandes
ruminantes (GETTY/, 1986).

Histologicamente, as células musculares cardiacas (cardiomidcitos) possuem
nlcleos centrais, estriacbes transversais evidentes, formam fibras miocardicas de
tamanhos variados e faixas transversais que se coram densamente na coloragéo de rotina
(os discos intercalares). Grupos paralel os de fibras sdo separados por feixes revestidos
por bainhas de tecido conjuntivo e esses feixes formam camadas de fibras musculares
com orientacOes diferentes conforme se disseca 0 miocardio (ROSS; PAWLINA, 2008).

Em cada cardiomidcito ha miofibrilas agrupadas em um arranjo linear que
formam grupos paralelos, enovelados e repetidos; cada miofibrila estende a célula até
seu comprimento méximo e se insere na superficie citoplasmética do disco intercaar.
Os discos intercalares sdo jungdes membranosas pareadas especializadas que conectam
as extremidades em série, e na microscopia Optica seu componente transverso (fascia de
aderéncia) que cruza as fibras em angulo reto, pode ser observado. Eles apresentam
ainda desmossomas, que reforcam a fascia de aderéncia e as jungdes comunicantes (gap
junctions), responsaveis pela continuidade ténica entre as células musculares, pois
permitem que as fibras musculares se comportem como um sincicio, conservando ao
mesmo tempo a integridade celular e aindividualidade (ROSS; PAWLINA, 2008).

As organelas citoplasméticas localizam-se nos cardiomidcitos ao redor do
nicleo, onde as miofibrilas separam-se numa regido denominada citoplasma
justanuclear. Esta regido é rica em mitocondrias, complexos de Golgi, grénulos de
lipofuscina e glicogénio. Nos étrios, nesta regido, ha ainda dois hormonios

polipeptidicos — fator natriurético atrial e fator natriurético cerebral, armazenados sob
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forma de grénulos que controlam a excregdo urindria de sodio (GUYTON; HALL,
2002; ROSS; PAWLINA, 2008).

Em relagcdo as mitocondrias, além das localizadas no citoplasma justanuclear,
grandes mitocondrias se distribuem entre as miofibrilas por toda a extensdo do
sarcOmero, assim aliberacdo e recaptacdo de energia ocorre adjacente as miofibrilas que
utilizam esta energia para impulsionar a contragéo. Entre as miofibrilas sGo encontradas,
frequentemente, goticulas de lipidios e granulos de glicogénio, os quais estdo
distribuidos de forma uniforme e dispersa (GUYTON; HALL, 2002; ROSS,
PAWLINA, 2008).

Sob circunsténcias normais, as células miocérdicas utilizam a via aerébia para
obtencdo de energia. O principal substrato utilizado pelo metabolismo cardiaco sdo os
acidos graxos livres, seguidos pela glicose e o lactato. Aminoacidos, cetonas e o

piruvato contribuem em menor escala (VOET et al., 2000).

2.2 M ecanismo contr atil cardiaco e uso de subunidades do complexo troponina na
imuno-histoquimica

O sarcémero é a unidade contrétil fundamenta do tecido muscular e é composto
por miofilamentos, que sdo proteinas contrateis formadas, fundamentalmente, por
miosing, actina, tropomiosina e troponina. Eles apresentam bandas transversais escuras,
denominadas linhas Z as quais formam os limites de cada sarcomero. H& ainda zonas
claras (bandal) e escuras (banda A) localizadas dentro da unidade devido ao arranjo da
actinaemiosina (GUY TON; HALL, 2002; ROSS; PAWLINA, 2008).

Durante a contragdo o sarcomero e a banda | se encurtam, enquanto a banda A
permanece do mesmo comprimento. Cada ciclo de contragéo envolve: a fixagdo da
porcdo globular (cabeca) da miosina as moléculas de actina - filamento fino e a
liberagdo desta fixacdo devido a ligacdo da adenosina trifosfato (ATP) a cabeca
miosinica, a qual, por sua vez, induz alteragdes na conformacdo do sitio de ligagéo da
actina. Esta alterac8o reduz a afinidade da cabeca da miosina pelo filamento fino da
actina e promove uma inclinagcdo nessa por¢do da miosina. A hidrélise do ATP em
adenosina trifosfato (ADP) + fosfato inorganico (Pi) € que inicia este processo de
inclinacdo da cabega da miosina e promove 0 aumento da afinidade da ligagéo entre a
cabega miosinica e seu novo loca de fixacdo - uma molécula de actina “vizinha’. Com

aliberacdo de Pi ha a producdo de forga, ou segja, a miosina tenta perder essa inclinagdo



16

e forca o deslizamento do filamento de actina fino sobre o grosso, nesse momento ha
perda do ADP na cabeca da miosina. A refixagdo é o Ultimo estdgio da contracéo
muscular e ocorre pela forte ligagdo da miosina ao “novo” sitio da actina, voltando a
conformagdo rigida e permitindo que o ciclo possa se repetir (GUY TON; HALL, 2002;
ROSS; PAWLINA, 2008).

O célcio é fundamental para que todo esse processo descrito ocorra. Os sistemas
gue regulam o aporte e a remogao do calcio sdo o sistema tubular transversoouem T e
o reticulo sarcoplasmético. O reticulo sarcoplasmatico se dispde em rede, em torno das
miofibrilas, em regido justanuclear. No ponto em que duas redes se encontram, o
reticulo forma um canal anular designado de cisterna terminal. Estas cisternas servem
de reservatério para o Ca?*. O sistema T consiste em numerosas invaginagdes tubulares
da membrana plasmatica (sarcolema) que penetram em todos os niveis da fibra
muscular e estéo localizados em cisternas entre as bandas A-l. A despolarizagdo da
membrana do tdbulo T desencadeia a liberagdo de Ca ?* pelas cisternas terminais para
dar inicio & contragdo muscular. Esse aumento na concentracdo de ions célcio no
sarcoplasma liga-se a subunidade C da troponina (TnC), permitindo que a subunidade |
da troponina (Tnl) se dissocie das moléculas de actina para que a miosina possa se ligar
nesses pontos. Simultaneamente, uma bomba ATPase ativada por Ca?* na membrana do
reticulo sarcoplasmético transporta Ca?* de volta para as cisternas terminais (ROSS;
PAWLINA, 2008).

E a hidrélise de ATP em ADP + Pi que fornece energia necesséria para que
ocorra 0 movimento de ligag&o actina-miosina e a contragdo muscular. Se houver falta
de ATP para hidrdlise ndo ha o relaxamento e a ligagdo actina-miosina permanece
(ROSS; PAWLINA, 2008). Isso ocorre porque na presenca de ATP a ligacdo da
miosina com a actina é fraca. O rigor mortis, exemplifica a auséncia de ATP e a,
consequente, rigidez cadavérica.

A tropomiosina é uma proteina de 64 kD, que consiste em uma hélice dupla e
dois polipeptideos. Ela forma filamentos que passam pelo sulco entre as moléculas de
actina e no musculo em repouso ela e seu complexo troponina (proteina reguladora)
mascaram o local de ligagdo da miosina ha molécula de actina (ROSS; PAWLINA,
2008).

O complexo troponina apresenta trés subunidades globulares e para cada

tropomiosina ha um complexo de troponina. A Troponina C (TnC) é a menor
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subunidade desse complexo, possui 18kD e ligase ao Ca&* ' promovendo uma
modificagdo na conformagdo da tropomiosing, a qual libera seu sitio para que ocorra a
ligacdo da porcéo globular (cabega) da miosina a actina. A Troponina T (TnT), possui
30kD e se liga a tropomiosina diretamente, ancorando todo o complexo datroponina. A
Troponina | (Tnl), também possui 30kD e liga-se a actina inibindo a interagcéo actina-
miosina. Desta maneira possui agdo inibitdria em relacdo a contragdo muscular (ROSS;
PAWLINA, 2008). Asisoformas TnT e Tnl apresentam especificidade pela musculatura
cardiaca e sua elevacdo na circulagdo sanguinea € indicativa de lesdo em cardiomidcitos
(GUNES et al., 2005). A atividade sérica da Tnl tornou-se padrdo-ouro em medicina,
para avaliacdo de infarto agudo do miocardio, uma vez que ela é liberada no sangue
dentro de trés — 12 horas apds a injUria cardiaca e seus niveis permanecem elevados por
até duas semanas. O grau de lesdo celular é diretamente proporciona a quantidade da
isoforma circulante (JEREMIAS; GIBSON, 2005; MAHAJAN et al., 2006; LAZERRI,
2008; NEUWALD et al., 2013). Em veterinaria, tal uso como marcador bioquimico
sérico foi demonstrado em diversas espécies como em cées e gatos (RISHNIW et al.,
2004; ADIN et al., 2006; BURGENER et al., 2006; FONFARA et al., 2010), suinos
(FENG et al., 1998), ovinos (NEUWALD et al., 2013) e bovinos (GUNES et al., 2005;
MELLANBY et al., 2007).

O uso das troponinas na imuno-histoquimica como ferramenta auxiliar
diagnostica na detecgdo de lesdo cardiaca na espécie bovina foi demonstrada apenas por
Pavarini et al. (2012) com Troponina C e Tunca et al. (2008) com Troponina I, em

casos de intoxicagao por A. exotropica e febre aftosa, respectivamente.

2.3 Aspectos gerais da intoxicagdo por plantas que causam morte siibita associada
ao exercicio (M SAE)

No Brasil, segundo dados de Pessoa et a. (2013), sdo 131 espécies e 79 géneros.
No pais a populacéo de bovinos chega a quase 222 bilhdes (IBGE 2012) e estima-se que
as plantas que causem morte slbita associada ao exercicio (MSAE) sgjam responsaveis
pela morte de 50% de todos os animais que morrem em decorréncia de intoxicagdes por
plantas (PESSOA et al., 2013).

Dentre as plantas causadoras de MSAE, devido a sua agdo cardiotdxica, ha 13

espécies distribuidas em trés familias. Rubiacea (Palicourea marcgravii, P. aeneofusca,
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P. juruana, P. grandiflora), Mapighiacea (Amorimia exotropica, A. pubiflora, A. aff.
Rigida, A. septentrionalis, A. sepium, A. amazonica) (LEE et a., 2012) e Bignoniaceae
(Tanaecium bilabiatum (Arrabidaea bilabiata), Fridericia (Arrabidaea) japurensis e
Pseudocalymma elegans) (ANDERSON, 2006; LEE et al., 2012; TOKARNIA et al.,
2012; DUARTE et al., 2013).

Palicourea marcgravii € aprincipal planta do grupo MSAE, uma vez que possui
ampla distribui¢cdo no territério nacional, exceto na regido Sul do Brasil, no semi-arido
do Nordeste e Mato Grosso do Sul. Na regido Sul a Unica planta pertencente ao grupo
MSAE é a Amorimia exotropica (GAVA et al.,, 1998, PAVARINI et al., 2011,
DUARTE et al., 2013; PESSOA et al., 2013).

A flora brasileira da familia Malpighiacea conta com 528 espécies distribuidas
em 44 géneros, sendo que na regido Sul existem 20 géneros. Alicia, Amorimia,
Aspicarpa, Banisteriopss, Bronwenia, Bunchosia, Byrsonima, Callaeum, Dicella,
Diplopterys, Heteropterys, Hiraea, Janusia, Mascagnia, Niedenzuella, Stigmaphyllon,
Tetrapterys e Thryallis) e cerca de 64 espécies (MAMEDE et al., 2010).

No Brasil sete espécies de Amorimia spp. sdo descritas, das quais cinco sdo
comprovadamente toxicas (A. rigida, A. septentrionalis, A. pubiflora, A. exotropica e A.
amazonica) (TOKARNIA et al., 1961; TOKARNIA; DOBEREINER, 1973; GAVA et
al., 1998; LEE et al., 2012; DUARTE et al., 2013), enquanto a Amorimia maritima e
Amorimia velutina ndo foram relatadas como toxicas até o momento (LEE et al., 2012,
DUARTE et al., 2013).

Amorimia exotropica é um semi-arbusto, cujos caules sdo finos e os frutos
(sAmaras) sdo aados lateramente, encontrada nos estados do Sul do Brasil e na
Provincia de Misiones na Argentina. N&o possui home popular e ocorre em locais
sombreados como beiras de matas e encostas de morro. A planta germina no solo,
possui sistema radicular bem desenvolvido e emite ramos em forma de lianas, ou sgja,
gue necessitam de um suporte para manterem-se eretas e crescerem em diregdo a
radiagdo solar (ANDERSON, 2006). Por essa razéo sdo encontradas entremeadas a
arbustos e arvores em éreas de mata e no solo desses locais (Figura 1). Sua toxicidade
para a espécie bovina foi descrita pela primeira vez e comprovada experimentalmente
por Gava et al. (1998), com dose toxica Unica letal de 7,5-10g/K g de planta fresca. Apds
se tornar reconhecidamente toxica nos estados do Sul do Brasil, inimeras mortes de

bovinos ao longo dos anos foram observadas devido a ingestdo de Amorimia exotropica
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(PAVARINI et al., 2011). A intoxicac8o pela planta mata os animais sem sinais clinicos
prévios em situagdes rotineiras, como troca de piquetes, manejo em mangueiras, etc.
Uma vez movimentados, esses animais podem apresentar ataxia, tremores e contragoes
musculares bruscas, tagquicardia, taquipneia, decubito, movimentos de pedalagem e
morte num periodo inferior a 10 minutos (TOKARNIA et al., 2012; PAVARINI et al.,
2011).

Recentemente a presenca de monofluoracetato de sodio foi comprovada por Lee
(2012) em espécies de Amorimia. Este principio toxico € o mesmo identificado nas
demais plantas do grupo MSAE e a lesdo histologica renal caracteristica - degeneragdo
hidrépico-vacuolar do epitélio dos tubulos contorcidos distais, observada em parte dos
bovinos intoxicados pelas plantas deste grupo, sdo idénticas as reproduzidas na
intoxicagdo experimental direta com o monofluoracetato (NOGUEIRA et al., 2010).

Macroscopicamente, geralmente ndo sdo observadas lesdes morfoldgicas nos
animais intoxicados, contudo lesbes inespecificas como mucosa oral discretamente
cianGtica, hidropericardio leve a moderado, petéquias e sufusdes epicardicas, edema
pulmonar, coloracdo avermelhada de mucosas do abomaso e intestino delgado, aém de
leve acentuacdo do padrdo lobular hepético foram descritas por Pavarini et al. (2011) e
Gavaet al. (1998) em casos de intoxicacdo na espécie bovina.

Pavarini et al. (2012) observou no coragdo dos bovinos intoxicados por A.
exotropica necrose de coagulagdo de cardiomiécitos isolados ou em grupos com
auséncia de marcagdo imuno-histoquimica nestas éreas para Troponina C, confirmando
a perda desta proteina nestes locais. Gava et al. (1998) descreveram aumento da
eosinofilia das fibras cardiacas. Soares (2011b) relacionou a ingestéo cronica da planta,
fibrose cardiaca, em bovinos da regido nordeste do Rio Grande do Sul. Tal lesdo foi
reproduzida experimentalmente em coelhos Nova Zelandia (Oryctolagus Cuniculus) ao
administrar-se a dose téxica 18g.K g * fracionada em 3,69.Kg * em interval os de quatro
dias, chegando ao dobro da dose tdxica para a espécie. Na avaliacdo ultraestrutural do
coracdo desses coelhos, por meio de microscopia eletrbnica, observou-se severa
tumefagdo de cardiomiécitos com ruptura miofibrilar, aém de tumefagdo,
desorganizacdo, atrofia e ruptura de cristas mitocondriais. Esse padréo de lesdo era
desuniforme, uma vez que algumas células apresentavam graves ateragOes e outras,
praticamente, normais. (SOARES et al., 2011b). Soares et al. (201la) também
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demonstrou o padréo de lesdo ultraestrutural mitocondrial em dois coelhos que

receberam uma Unica dose de 18g.Kg .

Figura 1. Morfologia externa de Amorimia exotropica. A. Area de mata com
abundante quantidade de plantas rasteiras emitindo cipds em diregdo a copa das arvores.
B. Aspecto de ramos rasteiros de A. exotropica em ambiente sombreado. C. Brotagéo
com folhas reticuladas (nervura reticulinea), pontas afiladas, limbo liso, brilhante e
glabro. D. Sistema radicular pivotante bem desenvolvido com formagdo de peguenas
nodul agbes em um broto. E. Aspecto da floragdo de Amorimia exotropica. F. Aspecto
dos frutos (sdmaras) maduros de Amorimia exotropica de coloragdo acastanhada,
fundamentais para a anemocoria.
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2.4 M onofluor oacetato de sodio

O monofluoroacetato de sodio (MS) é conhecido popularmente como “méao
branca” ou composto 1080, altamente toxico para mamiferos. Seus efeitos toxicos sdo
muito variaveis em fungcdo da espécie intoxicada e da sensibilidade individua
(PROUDFOQT et al., 2006; NOGUEIRA et al., 2011).

Na segunda guerra mundial devido a falta de rodenticidas como taio e
estricnina, 0 MS ganhou destague e ficou popularmente conhecido como 1080, ndimero
dado pelo Centro de Pesquisa de Animais Selvagens dos Estados Unidos da América
(PROUDFOOT et al., 2006; NOGUEIRA et al., 2011). Nos anos pds-guerra teve seu
uso amplamente difundido como potente rodenticida em vérios paises do mundo. A
partir de 1982 sua fabricagcdo, comercializagdo e uso foram proibidos no Brasil.
Atualmente, nos EUA e em diversos outros paises sua fabricacdo e comercializagdo
também sdo proibidas (NOGUEIRA et al., 2011).

Quimicamente trata-se de um composto cristalino, insipido, soluvel em &gua, de
coloracéo branca e bastante estavel (NOGUEIRA et al., 2011). Intoxicagdes acidentais
agudas por MS em medicina sdo incomuns (PROUDOFF et al., 2006), contudo em
veterinaria ocorrem com bastante frequéncia e uma grande quantidade de plantas com
distribuicdo mundial possuem 0 MS como seu principio toxico e sdo responsabilizadas
por mortes de animais de fazenda. Como exemplos, podemos relacionar: Dichapetalum
cymosum - nativa da Africa do Sul, (KELLERMAN et al., 2005); Acacia georginae,
Oxylobium parviflorum e Gastrolobium grandiflorum (Austrdlia) (ALPIN et al., 1983) e
no Brasil Palicourea marcgravii (OLIVEIRA et al., 1963), Tanaecium bilabiatum
(Arrabidaea bilabiata) (KREBS et al., 1994) e todas as espécies de Amorimia spp (LEE
et al., 2012). No Brasil essas plantas foram classificadas como pertencentes ao grupo
“morte stbita (Tokarnia e Débereiner, 1982), e atualmente integram o grupo das plantas
que causam morte stbita associada ao exercicio (DUARTE et al., 2013; PESSOA et al .,
2013)

O mecanismo de acdo da substancia interfere no ciclo do &cido citrico (Krebs),
considerado o centro do metabolismo celular. Ta ciclo é uma rota central para a
recuperacdo de energia a partir de varios combustiveis metabdlicos, incluindo os
carboidratos, os &cidos graxos e os aminoacidos, 0s quais sdo convertidos em acetil-

CoA para oxidagdo. Cada vez que esse importante ciclo que envolve oito reacfes oxida
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0 acetil-CoA, ocorre a formacao de duas moléculas de CO, trés moléculas de NADH,
umade FADH2 e um composto de “ataenergia’ ATP (VOET et al., 2000).

A toxicocinética do MS baselase na formagdo de seu metabdlito ativo
(fluorocitrato). Uma vez ingerido o MS é rapidamente absorvido pelo trato
gastrointestinal e distribuido pelos tecidos, contudo o quadro clinico varia conforme a
espécie, mas fundamentalmente, os sinais clinicos sdo neurol6gicos e cardiovasculares
(PROUDFOQT et al., 2006). O monofluoracetato de sodio combina-se com a coenzima
A, formando o composto fluoroacetil-CoA, o qual pode substituir o Acetil-CoA no ciclo
de Krebs ou reagir com a enzima citrato sintase (que em condi¢fes normais catalisariaa
condensacdo da acetil-CoA com oxaoacetato), produzindo fluorocitrato
(PROUDFOQT et al., 2006; NOGUEIRA et al., 2010). Os isdbmeros, por sua vez, do
fluorocitrato irdo inibir a aconitase e interomper o ciclo de Krebs, acarretando na néo
formagdo de isocitrato e no acumulo de citrato (PROUDFOOT et al., 2006;
NOGUEIRA et al., 2010).

A interrupcéo do ciclo de Krebs provoca uma série de alteraces no metabolismo
energético celular, ja que ndo ha formacdo de NADH e FADH: por essa via, 0 que
impede a transferéncia de elétrons para a cadeia respiratéria e a, consequente, formacéo
de ATP, comprometendo todo funcionamento celular, em especial, de células com alta
demanda energética, como os cardiomidécitos (VOET et al., 2000; PEIXOTO, 2010).
Em consequéncia desta interrupg&o, ocorre aumento nos niveis de ceto-substéncias no
sangue, uma vez que ha aumento da sintese hepética de acetoacetato e inibi¢cdo de sua
utilizacdo nos tecidos (PROUDFOQT et al., 2006). Ha marcada reducdo na utilizagdo
de piruvato e da incorporacdo de CO> nos écidos organicos. O acumulo de &cido |&tico,
devido ao metabolismo anaerdbio, provoca diminuicdo do pH sanguineo e agrava o
quadro de acidose ldtica (NOVAK; MISUSTOVA; HOSEK, 1972). O acimulo de
citrato nos tecidos leva a inibicdo secundéria da enzima fosfofrutoquinase (GODOY:
CARMEN, 1974), com subsequente inibicdo da glicdlise, o que também resulta na
reducdo da producéo e oferta de energia, falha da respiracdo celular seguida de morte
celular. Além de interferir na glicdlise, 0 aumento de citrato promove hipocalcemia,
devido ao seu efeito quelante (PROUDFOOT et al., 2006). O blogueio do ciclo de
Krebs impede a formagéo de a-cetoglutarato (precursor do glutamato), isso promove a
diminuicdo da sintese de glutamina, neurotransmissor excitatério do sistema nervoso

central e com importante papel no ciclo da uréia. Assim ha acumulo de ambnia



23

circulante em decorréncia da intoxicagdo por MS (PROUDFOOT et al., 2006;
PEIXOTO, 2010; NOGUEIRA et al., 2011).

Inicidlmente os animais intoxicados pelo MS foram distribuidos em quatro
categorias distintas de acordo com os sinais clinicos que apresentavam, nas quais o
Grupo | compreendia animais cujos efeitos eram predominantes sobre o coragdo; Grupo
Il efeitos tanto no coragdo, quanto no sistema nervoso central (SNC); Grupo 11 efeitos
predominantes sobre 0 SNC e Grupo IV animais com sintomatol ogia atipica, na qual os
ratos e hamsters eram os representantes. Contudo a espécie bovina e ovina ndo haviam
sido classificadas na ocasdo, dessa maneira Nogueira et al. (2011) propuseram
modificacOes nesta classificagcdo e sugeriu que bovinos e ovinos fossem colocados no
Grupo |, juntamente, com coelhos e equinos, uma vez que as principais ateraces
observadas nessas espécies ocorrem no coragdo. Desde entdo os bovinos integram o

Grupo | dessa classificacéo.
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3. MATERIAISE METODOS

Selecionaram-se nove coragbes de bovinos intoxicados naturalmente por
Amorimia exotropica, a partir de um surto ocorrido no més de junho de 2012 em uma
propriedade rural no estado do Rio Grande do Sul (Bovinos 1 a 9). A propriedade
localizada em S&o Francisco de Paula, possui 126 hectares e havia recebido 23 bovinos
(animais adultos de ragas variadas: Angus, Devon e Nelore) que estavam em sistema de
confinamento em outra propriedade, cujo principal componente da dieta era batata
inglesa (restos de cultura). Nesta propriedade os bovinos foram aocados em dois
piquetes de campo nativo, hum sistema de rodizio, onde em um deles existiam diversas
areas de mata com abundante quantidade de A. exotropica (Figura 2). Trés bovinos
morreram apés quatro dias nesse local, os demais foram conduzidos ao final de sete dias
para uma mangueira, naqual haviaum caminhdo que os levaria ao frigorifico. Durante a
movimentacdo para colocélos no caminhdo 13 bovinos morreram subitamente. Esses
bovinos caiam e apresentavam durante poucos minutos, tremores musculares, com
répida evolugio para morte. A inspecdo in loco desse piquete observou-se grande
guantidade de A. Exotropica com sinais de consumo. Realizou-se necropsia de nove
desses bovinos. Ap6s dois dias outro bovino morreu apresentando os mesmos sinais
clinicos, porém néo foi necropsiado.

Todos os coragdes foram coletados inteiros e levados separadamente do sistema
respiratorio para o Setor de Patologia Veterindria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (SPV-UFRGS) para avaliacdo macroscopica. Esses coragBes foram
seccionados transversalmente, num total de quatro seccBes completas equidistantes
entres (Figura 3).

De cada coragdo coletou-se, separadamente, em frasco previamente identificado
contendo solugéo de formalina tamponada 10%, oito fragmentos de regides distintas. A
ordem de coleta era: apice, septo interventricular, ventriculo esquerdo, ventriculo

direito, musculo papilar esquerdo, muscul o papilar direito, &trio esquerdo e atrio direito
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Figura 2. Aspectos gerais da propriedade. A. Local onde os bovinos estavam no
momento em que foram movimentados para serem transportados para o frigorifico. B e
C Carcaga de bovinos no piquete de campo nativo com érea de mata ao fundo, onde
havia grande quantidade de Amorimia exotropica. D. Propriedade de campo nhativo com
drea sombreada de mata ao fundo, sem protecdo para evitar que os animais se
abrigassem no local. E Mesmo local dafoto anterior, evidenciando a presenca de fezese
de Amorimia exotropica em grande quantidade. F. Auséncia de folhas nos cipds,
evidenciando o consumo no local.
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Cada amostra foi fixada por 24 horas, processada rotineiramente para histologia,
incluida em parafina e cortada a 3u de espessura de forma seriada. Uma lamina era
corada pela técnica histoquimica de hematoxilina-eosina (HE), outra para Tricomio de
Masson (TM) (kit Erviegas® EasyPath) e uma terceira submetida a técnica imuno-
hi stoguimica anti-troponina C humana.

Para o teste imuno-histoquimico utilizou-se 0 método estreptavidina-biotina
ligada a peroxidase. Os cortes histolégicos foram confeccionados em laminas
positivadas (ImmunoSlide-EasyPath). Utilizou-se como anticorpo primario o anticorpo
monoclonal anti-Troponina C cardiaca humana (Novo Castra®) na diluicdo 1:40 em
PBS. O blogueio da Peroxidase enddgena foi feito com Peréxido de hidrogénio a 10%
em metanol por 10 minutos. Para a recuperacdo antigénica utilizou-se calor na panela de
pressdo (Dakocitomaker®), com as laminas submersas em tampado TRIS EDTA pH 9,0,
a 125°C por trés minutos. As l&minas foram incubadas com anticorpo primario em
camara Umida, overnight a 4°C. Como cromogeno utilizou-se DAB (Dako, Carpintaria,
CA, USA) e as laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Harris, apds
desidratadas em etanol e clarificadas em xilol.

Como controle positivo utilizou-se 0 coragdo de um bovino intoxicado por
Amorimia exotropica com necrose de coagulacdo de cardiomidcitos (PAVARINI et al.,
2011). Ja como controles negativos utilizaram-se dez coracOes de bovinos sem lesdes
histol6gicas em cardiomidécitos, cujas causas mortis eram: um caso de intoxicagdo por
Senecio brasiliensis, um caso de intoxicagdo aguda por Pteridium aquilinum, um caso
de Raiva e sete coragOes de bovinos do final da linha de abate (descarte) de frigorifico
abatedouro. Todos os coragdes foram submetidos a avaliagdo macroscopica e secgoes
idénticas aos bovinos do surto.

A partir da imuno-histoquimica realizou-se a graduacdo da lesdo em cada uma
das oito regides cardiacas coletadas, excluidas as areas de infarto e fibrose. Para isso,
observou-se 10 campos em aumento de 400x, em secgOes transversais das fibras e
contava-se 0 nimero de células que ndo apresentavam marcacao positiva.

Para andlise estatitica utilizou-se o software SPSS V.15 (Statistical Package for
Social Sciences) e a andlise mais apropriada para avaliar os resultados foi a ANOVA

com um fator (Analise de Variancia).
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Figura 3. Identificacdo e distribuicdo de lesdes car diacas em bovinos intoxicados
por Amorimia exotropica. A. Aspecto macroscopico do coragdo de um bovino adulto,
sem alteragOes. B. As quatro linhas tracejadas, representam os locais das secgOes
completas transversais, equidistantes, realizadas parainspegéo visual. C. Aspecto final
do coragdo seccionado, desde o &pice até a base. D e E. Representag@o esquematica
das éreas coletadas para avaliagdo histologica e imuno-histoquimica. No detalhe
tracgjado, fragmento do &pice (AP) cardiaco amostrado. MPE: musculo papilar
esquerdo, MPD: musculo papilar direito, SIV: septo interventricular, VD: ventriculo
direito, VE: ventriculo esguerdo, AD: &rio direito, AE: ério esquerdo.
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4. RESULTADOS

A avaliagio macroscopica 4/9 coragdes apresentaram uma area focal de lesfo no
musculo papilar esguerdo contiguo a parede livre do ventriculo esquerdo em maior ou
menor gravidade (Bovinos 2, 5, 7 e 8). Tratava-se de lesdo arredondada, de coloragdo
que variava de branca a avermelhada, consisténcia idéntica ao miocardio, bem
delimitada e de 1,5-3 cm de diémetro (Figura 4).

Figura 4. Aspecto macroscopico das lesdes na musculatura papilar esquerda de
quatro bovinos intoxicados por Amorimia exotropica. A. Area focal, avermelhada
entremeada por areas brancacentas, bem delimitada, arredondada, de 3 cm de diéametro
(Bovino 2) B. Area focal, avermelhada, pouco delimitada, de 1,5 cm de didmetro
(Bovino 8) C. Lesdo focal, bem delimitada, levemente avermelhada com pequena area
focal central discretamente mais pdida, de 1,5 cm de didmetro (Bovino 5). D. No
detalhe, &reafocal discretamente palida (Bovino 7).

Histol ogicamente em 9/9 coragdes havia multiplos cardiomiocitos em grupos ou
isolados com retrac8o, hipereosinofilia e aspecto homogéneo do citoplasma, aém de

picnose nuclear e, por vezes, caridlise (Figura 5). Além disso, havia focos com
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fragmentac&o de miofibrilas associadas a influxo de macréfagos e discreta proliferagdo
de fibroblastos (Figura 6).

Nos muscul os papilares dos bovinos 2 e 8 a alteracdo histol 6gica caracterizou-se
por necrose de coagulac&o focalmente extensa e acentuada, limitada por um halo com
infiltrado inflamat6rio composto por macrofagos, linfécitos, neutréfilos degenerados,
além de tecido conjuntivo jovem e debris necréticos - infarto, (Figura 7). Ja dos
Bovinos 5 e 7, observou-se proliferacdo de tecido conjuntivo imaturo associado a
necrose de cardiomidcitos e infiltrado de macréfagos e linfocitos (Figura 8). A
distribuico qualitativa das lesdes histolégicas, de acordo com a regido topografica
cardiaca esta sumarizada na Tabela 1.

Na avaliacdo imuno-histoquimica a distribuicdo e a intensidade da lesdo
variaram de acordo com a regido cardiaca. Todavia, todas as areas com caracteristicas
histol6gicas de morte celular & avaliacdo da microscopia de luz demonstravam perda
acentuada ou auséncia de marcacdo citoplasmética para o anticorpo anti-troponina C.
Observou-se ainda marcacdo no interior de ocasionais macréfagos nos centros das
lesbes e também auséncia de marcagdo em ocasionais cardiomidcitos sem lesdes
histol égicas.

Na Figura 9 h& a representagdo esquemética da distribuicdo quantitativa da
severidade das lesOes, a partir das areas topogréficas do coracdo de bovinos intoxicados
naturalmente por Amorimia exotropica através da imuno-histoquimica. Na Figura 10
estd demonstrada a representacdo grafica das frequéncias percentuais a partir das
regides cardiacas dos nove bovinos. Na Tabela 2 estédo demonstrados o nimero total de
cardiomidcitos necroticos (frequéncia) a partir datopografia cardiaca dos nove bovinos.

Na Tabela 3 de estatisticas descritivas ha a contagem média de células mortas
nas areas analisadas. Avaliando estas médias, formulou-se a hipdtese de que existia
diferenca entre a contagem média das areas, pois a area MPE possuiaa maior média. No
entanto, para obter-se maior subsidio estatistico, existem testes de comparacdes de
meédias que mostram se a diferenca é estatisticamente significante. Dessa maneira, afim
de comparar a média de mais de dois grupos, utilizou-se o teste ANOVA (Andlise de
Variancia) e verificou-se se havia diferenca de média de células mortas entre as &reas
analisadas. Neste caso, 0s grupos a serem comparados foram Apice, VE, VD, MPD,
MPE, SV, totalizando 6 grupos a serem comparados. A hip6tese nula do teste de

ANOVA é que as médias entre 0s grupos sao iguais, ou sgja, que ndo existe diferenca
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entre as médias das 6 éreas analisadas (Apice, VE, VD, MPD, MPE, SIV). Ao rejeitar-
se tal hipdtese, conclui-se entdo que existe diferenca estatistica entre a média de pelo
menos dois dos grupos analisados.

A Tabela 4 indica que as médias entre os grupos analisados apresentam
diferenca estatistica a um nivel de significancia de 0.000 (F=7,88; Sig.:0.0000). Isto
significa que a média de contagem de células mortas é estatisticamente diferente entre
as éreas do coracdo analisadas.

Para saber entre quais areas existe diferenca de média, sd0 necessarios testes
complementares (Anexo 1 — Tabela 1) chamados de testes de comparagdes multiplas de
médias, que comparam 0s grupos 2 a 2. O teste utilizado neste trabalho foi o teste de
Tukey com 5% de significancia. Os resultados do teste de Tukey (Anexo 1 — Tabela 2)
dédo origem a tabela de grupos homogéneos (Tabela 5), que mostra quais grupos
possuem médias estatisticamente diferentes entre s. Letras iguais indicam que ndo
existe diferenca estatisticamente significativa, enquanto letras distintas indicam que
existe. Dessa forma, a partir das comparagdes multiplas de médias, a regido MPE foi a
que apresentou maior média e que esta difere estatisticamente de todas as demais areas.
Além disso, as demais areas ndo apresentam diferenca estatistica entre si pelo teste de
Tukey.

A Figura 11 traz um gréafico referente a contagem média de células mortas em
relacéo a cada érea analisada.

Nos coragfes dos 10 bovinos utilizados como controles, observou-se na imuno-
histoquimica anti-troponinca C marcagdo difusa e acentuada no citoplasma dos
cardiomidcitos de todas as areas amostradas (Figura 12).

Os étrios direito e esquerdo de todos os coragBes ndo apresentaram |esdes

histol 6gicas, nem imuno-histoquimicas.
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Figura 5. Achados histopatolégicos e imuno-histoquimicos em cortes seriados de
cor agdes de bovinos intoxicados natur almente por Amorimia exotropica. A, C e E.
Areas multifocais a coalescentes de hipereosinofilia, retragdo e aspecto homogéneo
citoplasmatico de cardiomidcitos. HE, 100x, 200x e 400x, respectivamente. B, D e F.
Auséncia de marcaggo citoplasmatica em cardiomiocitos que apresentavam lesdes de
hipereosinofilia, IHQ anti-Troponina C, 100x, 200x e 400x.
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Figura 6. Achados histopatol6gicos e imuno-histoquimicos em cortes seriados de
coragdes de bovinos intoxicados naturalmente por Amorimia exotropica. A e C.
Area focalmente extensa de necrose de coagulagio, com fragmentagdo dos
cardiomiécitos além de fibroplasia discreta e influxo de macréfagos. HE, (200x e 400x,
respectivamente). E. Proliferacdo de tecido conjuntivo no miocardio evidenciada pela
coloracdo de Tricromio de Masson, 400x. B, D e F. Auséncia e diminuicdo de
intensidade de marcac&o citoplasmatica em cardiomiécitos em areas correspondentes.
IHQ anti-Troponina C, (200x, 400x e 400x).
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Figura 7. Achados histopatol6gicos e imuno-histoquimicos em cortes seriados de
cor agdes de bovinos intoxicados naturalmente por A. exotropica. MUusculo papilar
esquerdo, Bovinos 2 e 8. A. Imagem submacroscOpica que evidencia area central
hiperosinofilica e bem delimitada (infarto), HE. B. Area idéntica a anterior
demonstrando perda de marcagéo na IHQ anti-Troponina C em érea de infarto. C. Area
de transicdo do infarto, com trés regides distintas: cardiomidcitos sem alteracéo
(asterisco), area marginal de infiltrado inflamatério e necrose de coagulacdo, HE, 100x.
D. Mesma area da Fig. C contrastando a intensa marcagdo imuno-histoquimica na érea
sem lesdo (asterisco) e a perda total na area de infarto, IHQ anti-Troponina C,100x. E.
Area focalmente extensa de discreta fibroplasia na margem do infarto, TM, 200x. F.
Area central do infarto com acentuada auséncia de marcagio e presenca em regido
periférica, IHQ anti-Troponina C , 200x.
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Figura 8. Achados histopatoldgicos e imuno-histoquimicos em cortes seriados de
cor acdes de bovinos intoxicados naturalmente por Amorimia exotropica. M lsculo
papilar esquerdo, Bovinos5e 7. A, C e E. Areas de infarto em fase de reparago, na
gual h& moderada fibroplasia e infiltrado macrofagico e linfocitario, entremeada por
cardiomidcitos hipereosinofilicos e fragmentados, HE, 200x e TM, 200x e 400x
respectivamente. B, D e F. Acentuada perda e diminui¢do da marcacdo citoplasmatica
em cardiomidcitos em areas de infarto em fase de reparagéo, IHQ anti-Troponina C,
200x, 200x e 400x respectivamente. 200x.



Tabela 1. Distribui¢do qualitativa das lesdes histolégicas de acordo com a regido topografica cardiaca em bovinos intoxicados naturalmente por
Amorimia exotropica.

Fragmentacao defibras Infiltrado intersticial,

Proliferacéo de tecido

Hipereosindfilia eretragéo associada a infiltrado Infarto em fase de . predominantemente,

; s . . . = Infarto Agudo = conjuntivo maduro ) : P
citoplasmatica inflamatorio e proliferacdo reparagao ) - perrivascular linfocitario

- intersticial ;
detec. conj. imaturo multifocal

AP VE VD SIV MPE MPD AP VE VD SIV MPE MPD AP VE VD SIV MPE MPD AP VE VD SIV MPE MPD AP VE VD SIV MPE MPD AP VE VD SIV MPE MPD
BOV 1 + + + + + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - + + + + + +
BOV 2 + + + + + + - + + + + + - - - - + - - - - - - - - - - - + - + + + + + +
BOV 3 + + + + + + N + N + + N N N - - N . N - N - - . . - - - N . + + + + + +
BOV 4 + + + + + + - - - + + - - - - - - - - - - - - - - - - - + - + - + - + +
BOV 5 + + + + + + N + + - + N N N - - N . N - N - + . . - - - + - + + + + + +
BOV 6 + + + + + + + + - - - N N N - - N . N - N - - . . - - - + - + + + + + +
BOV 7 + + + + + + - - - - + - - - - - - - - - - - + - - - - - + - + + + + + +
BOV 8 + + + + + + + + - + + - - - - - + - - - - - - - - - - - + - + + + + + +
BOV 9 + + + + + + N + N - - N N N - - N . . N - - - . - - + + + + + N +

AP: apice; VE: ventriculo esguerdo, VD: ventriculo direito; SIV: septo interventricular; M PE: miscul o papilar esquerdo; M PD: muscul o papilar direito; (+) : presencae (-)
auséncia de lesbo; BOV= bovino.

®
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Figura 9. Grafico esquematico da distribuicdo quantitativa da severidade das lesbes, a partir das areas topograficas do coracdo de
bovinos intoxicados naturalmente por Amorimia exotropica. VE: ventriculo esquerdo, VD: ventriculo direito; SIV: septo
interventricular; MPE: musculo papilar esquerdo; MPD: musculo papilar direito;
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Tabela 2. Distribui¢éo quantitativa do nimero total de cardiomidécitos necréticos a
partir da topografia cardiaca dos nove bovinos intoxicados por Amorimia exotropica.

Topografia Cardiaca Frequéncia* Frequéncia Frequéncia Fregquéncia

Relativa Percentual Acumulada
APICE 1195 0,11 10,93 10,93
VE 2064 0,19 18,87 29,80
VD 1152 0,11 10,53 40,33
S\ 1781 0,16 16,28 56,61
MPD 1350 0,12 12,34 68,95
MPE 3396 0,31 31,05 100,00

TOTAL 10938

* ndmero total de cardiomidcitos com auséncia de mar cagdo imuno-histoguimica. VE: ventriculo
esquerdo, VD: ventriculo direito; SIV: septo interventricular; MPE: muasculo papilar esquerdo; MPD:
muscul o papilar direito;

m APICE
mVE
VD
mSIV

= MPD

= MPE

Figura 10. Representacdo gréfica da frequéncia percentual de lesbes em
cardiomiécitos dos bovinos intoxicados por Amorimia exotropica. VE:
ventriculo esgquerdo, VD: ventriculo direito; SIV: septo interventricular;
MPE: musculo papilar esquerdo; MPD: muscul o papilar direito.
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Tabela 3. Tabela de estatisticas descritivas a partir da topografia cardiaca dos nove
bovinos intoxicados por Amorimia exotropica.

Intervalo de Confianca para

N M édia DeS/i~o Errg média de 95%- |

Padrdo Padréo . _ Limite

Limite Inferior Superior

Apice 9 132.78 81.42 27.14 70.20 195.36
VE 9 229.33 12022  40.07 136.92 321.74
VD 9 128.00 78.84 26.28 67.40 188.60
Slv 9 197.89 107.59 35.86 115.19 280.59
MPD 9 150.00 65.62 21.87 99.56 200.44
MPE 9 37733 13324 4441 274.91 479.75
Total 54 202.56 129.42 17.61 167.23 237.88

Tabela4. Tabela ANOVA paraavaliacdo de diferenca estatistica inter e intra-grupos.

Soma dos Quadrado .
Quadrados g Médio F S9.
Inter-grupos 400280.89 5 80056.18 7.88 .0000
Intra-grupos 487460.44 48 10155.43
TOTAL 887741.33 53

Tabela 5. Tabela de grupos homogéneos em bovinos intoxicados por Amorimia
exotropica.

Areado Coragéo Contagem M édia Grupos Homogéneos
VD 128.00 a
APICE 132.78 a
MPD 150.00 a
Slv 197.89 a
VE 229.33 a
MPE 377.33 b

a= ndo hadiferenca significativa; b= hadiferenca significativa.
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Figura 11. Grafico de distribuicdo da contagem média de células mortas para cada
area topografica analisada de todos os bovinos intoxicados por Amorimia exotropica.

Figura 12. Avaliacdo histolégia e imuno-histoquimico em cortes seriados de
cor agdes de bovinos controles. Coracgédo. A e C. Cardiomiocitos sem alteragdo, HE,
40x e 200x.. B e D. Intensa marcag&o citoplasmatica em cardiomiocitos sem alteracéo,
IHQ anti-Troponina C, 40x e 200x.
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5. DISCUSSAO

O diagnostico de intoxicagdo por Amorimia exotropica nesse surto baseou-se
nos achados epidemioldgicos, sinais clinicos e patoldgicos associados ao sina de
consumo da planta na propriedade.

Amorimia (Mascgania) exotropica é nativa da regido sul do Brasil e no Rio
Grande do Sul encontra-se na area metropolitana de Porto Alegre e na serra galcha. As
perdas econdmicas associadas com a intoxicagdo pela planta nestas regides do estado
sdo importantes, porém desconhecidas (PAVARINI et al., 2011). Embora intoxicactes
ocorram durante todo 0 ano, nos meses de inverno no Sul do pais ha concentragdo dos
casos devido a fome e ao consumo de oportunidade durante condicBes climéticas
adversas. Sdo Francisco de Paula € um municipio serrano, onde hé a planta e neste surto
as condicbes epidemiolégicas que promoveram sua ocorréncia foram escassez de
pastagem e alta lotagcéo animal.

O evento que precipitou as mortes dos bovinos deste relato, fora a movimentacéo
para embarque para o frigorifico. Caracteristicamente, estas situacOes rotineiras de
maneo desencadeiam as mortes e basearam a criagdo do termo “plantas que causam
morte stbita” por Tokarnia e Dobereiner (1982). Atualmente o grupo é chamado plantas
que causam morte subita associada ao exercicio (DUARTE et al., 2013; PESSOA et dl.,
2013). A associacdo entre o consumo de plantas desse grupo e a estimulacdo fisica
desses animais, reforca a possibilidade de que o aumento na liberagdo de catecolaminas
durante a atividade, aumenta a forga contrétil miocérdica (efeito ionotropico positivo), a
frequéncia cardiaca (efeito cronotropico positivo) e o débito cardiaco (GUY TON;
HALL, 2002), tornando assim os cardiomidcitos mais sensiveis ap aumento da demanda
energética e de oxigénio, precipitando os efeitos toxicos do monofluoroacetato de sodio
(NOGUEIRA et al., 2010). Em seres humanos o exercicio fisico extremo ou de
resisténcia podem levar a aumentos significativos da troponina | plasmatica (indicativa
de lesdo de cardiomidcitos), tanto pelo aumento do consumo do O, por parte do
miocérdio, como também por uma potencial diminuicdo da perfusdo coronaria por
vasoespasmo induzido pelas catecolaminas enddgenas liberadas no momento do
exercicio (JEREMIAS; GIBSON, 2005).

Dentre os sinais clinicos relacionados com a intoxicagdo em bovinos, tanto
diretamente pelo monofluoracetato de sddio (NOGUEIRA et al., 2010; NOGUEIRA et



41

al., 2011), quanto pelas plantas do grupo MSAE (GAVA et al., 1998; PEIXOTO,
2011), a taquicardia é, frequentemente, relatada pelos autores. As taquiarritmias
supraventriculares e ventriculares, acarretam aumento do consumo de O por parte do
miocérdio, a0 mesmo tempo que diminuem a sua perfusdo, pelo inerente encurtamento
da diastole, principa fase do ciclo cardiaco em que ocorre perfusdo do miocérdio. Nos
bovinos intoxicados por plantas do grupo MSAE a taquicardia ventricular é descrita
(PEIXOTO, 2011) e é precipitada pela movimentacdo e/ou exercicio dos animais
durante 0 manegjo como no presente caso.

A inspecdo, durante o exame de necropsia, do coracdo de bovinos intoxicados
por A. exotropica e outras plantas que compde o grupo MSAE, h& descricdes de
petéquias e equimoses no epicardio multifocais e coagulo crudrico na luz ventricular
esquerda (PAVARINI et al., 2011). Contudo tais alteracOes sdo inespecificas e também
observadas em bovinos que morrem de causas ndo relacionadas a insuficiéncia cardiaca
aguda. Em quatro coracdes, neste estudo havia uma area de lesdo focal macroscépica no
musculo papilar esquerdo. Histologicamente estas &reas caracterizavam-se por infarto
bem delimitado por zona de demarcacdo. A partir disso aventou-se a hipotese de que um
espasmo das artérias coronarianas, devido a vasoconstricdo secundéria a hiper-
estimulacdo o-adrenérgica (JEREMIAS; GIBSON, 2005; MAHAJAN et al., 2006;
LAZERRI, 2008) nesses bovinos durante o exercicio, poderia justificar a isqguemia
transitria desse grupo de cardiomiécitos, aém de tratar-se de um  evento
potencialmente fatal, acompanhado de morte sibita em decorréncia de hipoperfusio e
faléncia cardiaca.

Dois bovinos apresentavam infiltrado macrofégico, linfocitario e fibroplasia
imatura em éreas de necrose de coagulagdo dos cardiomidcitos, sugerindo um curso
subagudo. Igualmente ao observado nesses animais, em casos de intoxicagdo por
Dicaphetalum cymosum (Gifblaar) em bovinos, multiplos focos de necrose miocérdica,
acompanhadas de infiltrado linfocitério e fibroplasia imatura sdo, ocasionalmente,
descritos em savanas infestadas pelo Gifblaar (KELERMAN et al., 2005). Acredita-se
que isso possa ocorrer devido a quantidade da planta consumida em propor¢do ao peso
dos animais, configurando a ingestéo de subdoses da planta que resultariam em
cicatrizes no miocardio (KELERMAN et al., 2005). Nesta mesma corrente, Soares et al.
(2011b) demonstrou experimentalmente em coelhos intoxicados com subdoses de

Amorimia exotropica aformacao de fibrose nos coragdes desses animais.
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Estatisticamente, demonstrou-se que os cardiomidcitos do musculo papilar
esquerdo foram os mais afetados nos animais deste estudo. Soares et al. (2011b)
demonstrou que coelhos que receberam subdoses de Amorimia exotropica
desenvolviam fibrose cardiaca, especialmente, no musculo papilar esquerdo.
Fisiologicamente ndo héa diferencas entre cardiomidcitos ventriculares e dos muasculos
papilares (GUYTON; HALL, 2002) em seres humanos, contudo nos casos de
intoxicagdo em bovinos o musculo papilar esquerdo demonstrou ser mais susceptivel
aos eventos toxicos do monofluoracetato de sodio.

A necrose de coagulagdo observada em maior ou menor propor¢do nas regides
topogréficas cardiacas amostradas no coragéo dos bovinos deve resultar do desequilibrio
energético (dano mitocondrial), aos quais estes animais estdo submetidos e da deficiente
relacdo entre o fornecimento/consumo de O, e nutrientes. Esta lesdo justifica-se nos
animais que ingerem Amorimia exotropica, uma vez que comprovadamente ha a
presenca do M S como principio toxico (LEE et al., 2012), substancia reconhecidamente
mitocondrio-téxica, € em herbivoros como: coelhos, equinos, caprinos, ovinos e
bovinos, com agdo, predominantemente, cardiaca (NOGUEIRA et al., 2010). Estudos
bioquimi cos demonstram que o monofluoracetato de sodio interrompe o ciclo de Krebs,
por producdo do inibidor especifico, fluorocitrato aconitase, e subsequente acumulagdo
mitocondrial do citrato. Na avaliagdo ultraestrutural do coragdo de coelhos intoxicados
experimentalmente com A. exotropica, ficou evidenciada intensas lesbes mitocondriais,
caracterizadas por inchaco, desorganizagéo, rompimento de criptas e acimulo de liquido
(SOARES, 20114). O mesmo autor sugere em seu estudo que devido ao fundamental
papel exercido pelas mitocondrias na reserva cardiaca, as ateragbes mitocondriais
podem ser atribuidas a0 esgotamento de energia e disfuncdo das bombas ibnicas com
consequente desequilibrio osmético sarcoplasmético e influxo de liquidos. Esta
acumulagdo de fluido intracelular foi responsabilizada por provocar a separagdo e
ruptura de miofibrilas, que levam a desestruturacdo e extingéo dos sarcdmeros, seguido
de dilatagdo e ruptura dos tdbulos T e, finalmente, o colapso do miocéardio (SOARES,
2011a).

O uso de troponinas como importante indicador imuno-histoquimico de lesdo
cardiacajafoi demonstrado em bovinos (TUNCA et al., 2008; PAVARINI et al., 2011),
desta forma, como anteriormente, no presente trabalho sua utilizagdo auxiliou na

identificagdo precisa de cardiomidcitos com lesdo. Todos os cardiomiécitos com
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caracteristicas histoldgicas (discretas a severas) de morte celular, ndo apresentaram
marcagao anti-troponina C, o que demonstra alta sensibilidade do marcador humano em
bovinos.

Os diagnosticos diferenciais de morte stbita na espécie bovina na regido Sul do
Brasl devem incluir doencas e intoxicagbes agudas assintomaticas ou
oligossintomaticas, tais como carblnculo hemético (SCHILD et a., 2006), fulguracdo
(WATANABE et a., 2010), intoxicagdes por Nerium oleander (PEDROSO et al.,
2009) e Ateleia glazioviana (GAVA et al, 2001), timpanismo espumoso (DALTO et d.,
2009), deficiéncia de cobre (MARQUES et al., 2003) e intoxicagdo por plantas que
contém é&cido cianidrico (RIET-CORREA; MENDES, 2007). Todavia, em tais doencas

e intoxicagOes existem |esdes caracteristicas e aspectos epidemiol 6gicos distintos.



6. CONCLUSAO

Em bovinos intoxicados por Amorimia exotropica pode haver lesdo
macroscopica no musculo papilar esquerdo, caracterizada por infarto.

O musculo papilar esquerdo na macroscopia, histologia e imuno-histoquimica
para Troponina C € a regido mais acometida nos casos de intoxicacdo por Amorimia
exotropica.

O uso de Troponina C humana, como anticorpo primario na imuno-histoquimica
apresenta alta sensibilidade para a espécie bovina e seu uso é um importante método
auxiliar naidentificagdo de injUria cardiaca nesta espécie.
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ANEXO|

Tabela 1. Tabela dos testes e comparagdes multiplas de médias.

Comparagdes multiplas

Variable dependiente: Contagem
HSD de Tukey

Intervalo de confianca de
95%
Diferencia de Erro Limite
(1) Grupo_num (J) Grupo_num médias (I-J) Padréo Sig. Limite Inferior Superior
Apice VE -96.56 47.51 .3398 -237.55 44.44
VD 4.78 47.51 1.0000 -136.21 145.77
SIv -65.11 47.51 .7440 -206.10 75.88
MPD -17.22 47.51 19991 -158.21 123.77
MPE -244.56* 47.51 .0001 -385.55 -103.56
VE Apice 96.56 47.51 .3398 -44.44 237.55
VD 101.33 47.51 .2882 -39.66 242.32
SIv 31.44 47.51 .9852 -109.55 172.44
MPD 79.33 47.51 5577 -61.66 220.32
MPE -148.00* 47.51 .0345 -288.99 -7.01
VD Apice -4.78 47.51 1.0000 -145.77 136.21
VE -101.33 47.51 .2882 -242.32 39.66
SIv -69.89 47.51 .6838 -210.88 71.10
MPD -22.00 47.51 .9972 -162.99 118.99
MPE -249.33* 47.51 .0000 -390.32 -108.34
SIvV Apice 65.11 47.51 7440 -75.88 206.10
VE -31.44 47.51 .9852 -172.44 109.55
VD 69.89 47.51 .6838 -71.10 210.88
MPD 47.89 47.51 .9130 -93.10 188.88
MPE -179.44* 47.51 .0055 -320.44 -38.45
MPD Apice 17.22 47.51 .9991 -123.77 158.21
VE -79.33 47.51 5577 -220.32 61.66
VD 22.00 47.51 9972 -118.99 162.99
SIvV -47.89 47.51 19130 -188.88 93.10
MPE -227.33* 47.51 .0002 -368.32 -86.34
MPE Apice 244.56* 47.51 .0001 103.56 385.55
VE 148.00* 47.51 .0345 7.01 288.99
VD 249.33* 47.51 .0000 108.34 390.32
SIv 179.44* 47.51 .0055 38.45 320.44
MPD 227.33* 47.51 .0002 86.34 368.32

*. A diferenga de médias é significativa ao nivel de 0.05.

Tabela 2. Resultados do Teste de Turkey 5% de significancia.

HSD Turkey ?
Grupos homogéneos
para alfa = .05

Grupo_num N 1 2

VD 9 128.0000

Apice 9 132.7778

MPD 9 150.0000

SIv 9 197.8889

VE 9 229.3333

MPE 9 377.3333
Sig. .288 1.000

a.usa o tamanho amostral da média harmdnica = 9.000.



