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ABSTRACT.- Costa S.Z.R., Peixoto PV, Brust L.A.C,, dAvila M.S., Santos A.M., Driemeier D.,
Nogueira VA. & Franca T.N. 2016. [Troponin C in the immunohistochemistry detection
of early regressive changes in sheep myocardium naturally poisoned by Amaranthus
spinosus (Amaranthaceae).] Troponina C na detec¢do imuno-histoquimica de alteracdes
regressivas precoces no miocardio de ovinos naturalmente intoxicados por Amaranthus spi-
nosus (Amaranthaceae). Pesquisa Veterindria Brasileira 36(2):83-89. Curso de Pos-Graduagdo
em Medicina Veterinaria, Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Ja-
neiro, BR-465 Km 7, Seropédica, R] 23890-000, Brazil. E-mail: samayzillmann@gmail.com
Amaranthus spp. are nephrotoxic plants popularly known as “pigweed”. In cases of poi-
soning by these plants, the main histopathological alteration is found in the kidneys as toxic
tubular nephrosis; however, in some cases, there may be cardiac changes. ECG changes
associated with hyperkalemia have been described in pigs poisoned by Amaranthus retro-
flexus. Degeneration and necrosis of myocytes have been described in pigs poisoned by A.
caudatus and sheep poisoned by A. spinosus. There are doubts regarding cardiac changes,
since in most cases they are incipient and don’t exhibit inflammatory reaction, which can
lead to misinterpretation. For this study, paraffin blocks with tissues from a poisoning ou-
tbreak by A. spinosus in southeastern Brazil were used. The objective of the study was to
detect the presence of incipient regressive changes in the myocardium of sheep poisoned
by A. spinosus using anti-troponin C antibody-based immunohistochemistry. Fragments of
hearts from 8 adult sheep and 2 fetuses naturally poisoned by A. spinosus were used. In the
immunohistochemistry evaluation of the 8 hearts from the adult sheep there were several
groups of myocytes with significant decrease or absence of immunoreactivity for anti-tro-
ponin C antibody. In most cases, these same areas on Hematoxylin and Eosin (HE) staining
exhibited changes that varied from mild cellular tumefaction to increased eosinophilia, as
well as loss of striation, cell lysis and karyolysis, sometimes accompanied by inflamma-
tory infiltrate. In four cases, it was possible to notice that several small groups of myocytes
exhibited decreased immunoreactivity corresponding to cells with undetectable or very
subtle alterations on HE staining. The hearts of both fetuses did not exhibit areas with
loss or decreased immunoreactivity for the anti-troponin C antibody. The results of this
immunohistochemical evaluation confirmed the presence of incipient regressive changes
and confirmed the occurrence of well-established necrotic lesions in the myocardium of
sheep poisoned by Amaranthus spinosus. There was correspondence between areas where
immunostaining for troponin was absent and areas with the most marked lesions obser-
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ved after HE staining. Additionally, the technique was able to detect lesions at a very early
stage (myocardial areas with no morphological signs of insult), and demonstrated that the
most insulted/injured areas were larger than estimated by observation of HE-stained sam-
ples. This study demonstrates the need to better investigate the possible participation of
hyperkalemia and other metabolic alterations present in acute renal lesion in the genesis
of rapid-onset cardiac lesions, i.e. those not related to vascular lesions caused by long-term

uremia.

INDEX TERMS: Poisonous plants, troponin C, immunohistochemistry, sheep, myocardium,
plant poisoning, Amaranthus spinosus, Amaranthaceae, pigweed, renal failure.

RESUMO.- Amaranthus spp. sdo plantas nefrotdxicas popu-
larmente conhecidas como “caruru”. Em casos de intoxica-
¢do por estas plantas, a principal alteragio histopatolégica
esta presente no rim, sob forma de nefrose tubular toéxica,
porém em alguns casos pode haver alteragdes cardiacas. Al-
teragdes no eletrocardiograma, compativeis com quadros
de hipercalemia, foram descritas em suinos intoxicados por
Amaranthus retroflexus e lesdes como degeneracao e necro-
se de midcitos cardiacos descritas em suinos intoxicados
por A. caudatus e ovinos intoxicados por A. spinosus. Ha du-
vidas com relacdo as alteragdes cardiacas, que, na maioria
dos casos, sdo incipientes, o que pode levar a erros de in-
terpretacdo. Para a realizagdo do trabalho foram utilizados
blocos parafinados oriundos de um surto natural de intoxi-
cacdo por A. spinosus no sudeste do Brasil. Esse estudo teve
como objetivo detectar a presenca de alteracdes regressi-
vas incipientes no miocardio de ovinos intoxicados por A.
spinosus, através da utilizacdo imuno-histoquimica do an-
ticorpo anti-troponina C. Foram utilizados fragmentos de
coracdo de 8 ovinos adultos e 2 fetos, intoxicados natural-
mente por A. spinosus. Estes fragmentos foram submetidos
a técnica de imuno-histoquimica com a utilizagao do anti-
corpo anti-troponina C. Pela avaliacdo imuno-histoquimica
do coracdo dos oito ovinos adultos observaram-se diversos
grupos de midcitos com diminuicdo significativa ou ausén-
cia de imunorreatividade para o anticorpo anti-troponina
C; essas areas correspondiam, em grande parte, aos mes-
mos grupos de midcitos que apresentavam, pela coloragio
de Hematoxilina e Eosina (H.E.) alteracdes que variavam de
leve tumefacdo celular a aumento da eosinofilia, perda de
estriacao, lise celular e cariélise, ou mais raramente, acom-
panhadas de infiltrado inflamatoério. Em quatro casos foi
possivel notar que diversos pequenos grupos de midcitos
que tinham marcada diminuicdo de imunorreatividade,
correspondiam a células com alteracdes imperceptiveis
ou muito discretas no H.E. Nos corac¢des dos dois fetos
ndo houve areas com perda ou diminui¢do de imunorrea-
tividade para o anticorpo anti-troponina C. Os resultados
da avaliacdo imuno-histoquimica confirmaram a presenca
tanto de alteragdes regressivas incipientes, quanto ratifica-
ram a ocorréncia de lesdes necréticas ja bem instaladas no
miocardio de ovinos intoxicados por Amaranthus spinosus.
Verificou-se correspondéncia entre as areas com auséncia
de imunorreatividade a troponina com as areas de lesdes
mais marcadas no H.E.. Adicionalmente, a técnica foi capaz
de detectar lesdes muito precoces (locais do miocardio sem
sinais morfolégicos de agressdo), e demonstrou que as are-
as agredidas/lesadas eram maiores que o evidenciado no
HE. Esse estudo demonstra a necessidade de melhor se in-
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vestigar a possivel participagio da hipercalemia e de outras
alteracdes metabolicas presentes na lesdo renal aguda, na
génese das lesdes cardiacas de rapida instalacdo, ou seja,
aquelas nao correlacionadas as lesdes vasculares determi-
nadas pela uremia de longa duracio.

TERMOS DE INDEXACAO: Plantas tdxicas, troponina C, imuno-
-histoquimica, miocardio, ovinos, intoxicacdo por plantas, Ama-
ranthus spinosus, Amaranthaceae, caruru, insuficiéncia renal.

INTRODUCAO

Amaranthus spp. sdo plantas nefrotdxicas popularmente
conhecidas como “caruru”. A principal alteragdo histopa-
toldgica, na intoxicacdo por estas plantas, estd presente
no rim, sob forma de nefrose tubular téxica, porém em al-
guns casos pode haver altera¢des cardiacas relacionadas
(Osweiler et al. 1969, Takken & Connor 1984, Peixoto et al.
2003, Tokarnia et al. 2012).

Alteragdes no eletrocardiograma, compativeis com
quadros de hipercalemia, foram descritas em suinos into-
xicados por Amaranthus retroflexus (Osweiler et al. 1969)
e lesdes como degeneragio e necrose de midcitos cardiacos
em suinos intoxicados por A. caudatus (Takken & Connor
1984) e em ovinos intoxicados por A. spinosus (Peixoto et
al. 2003). No entanto, ha duvidas com relacdo as alteragdes
cardiacas, que, na maioria dos casos, sdo incipientes ou ndo
apresentam reacado inflamatéria, o que pode levar a erros
de interpretacao.

Hipercalemia pode ser uma complicac¢do séria na insu-
ficiéncia renal em humanos e constitui uma das principais
causas de astenia miocardica e insuficiéncia cardiaca fatal
(Radostits et al. 2002).

Em humanos, ndo foram encontrados, na literatura con-
sultada, relatos de lesdes como degeneracdo e necrose em
células cardiacas associadas a hipercalemia, apenas foram
descritas alteracdes no eletrocardiograma (ECG) (Chawla
et al. 1978, Pastor et al. 2001).

A lesdo renal aguda pode afetar o coragao por diversas
vias; através da sobrecarga de liquidos, da uremia nao tra-
tada, da hipercalemia (Blake et al. 1996) e da acidose meta-
bolica (Figueras et al. 1976).

Em pacientes humanos ha algum tempo ja se utiliza
dosagem sérica de componentes celulares, como a creati-
noquinase e as troponinas, para tentar diagnosticar lesdo
miocardica incipiente (Godoy et al. 1998). Isto porque,
quando estes pacientes morrem precocemente, muitas ve-
zes apenas a coloracao rotineira com hematoxilina e eosina,
de fragmentos cardiacos, nao € suficiente para evidenciar a
necrose das células cardiacas e estabelecer o diagnéstico
(Offerman et al. 2000).
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Diversas técnicas imuno-histoquimicas com alta espe-
cificidade e sensibilidade tém sido empregadas no intuito
de se detectar dano precoce ao miocardio. A imuno-histo-
quimica com o anticorpo anti-troponina tem sido utilizada
por ser um componente estrutural da célula cardiaca que é
liberado na circulagio por volta de 3 a 4 horas apés a lesdo
celular (Aires et al. 1999, Jenkins et al. 2010); os midcitos
afetados apresentam uma marca¢do negativa, enquanto
os midcitos ndo-necroéticos sdo positivos para a troponina
(Jenkins et al. 2010).

Dessa forma, esse estudo teve como intuito detectar a
presenca de alteragdes regressivas incipientes no miocar-
dio de ovinos intoxicados por A. spinosus, através da utili-
zacgdo imuno-histoquimica com anticorpo anti-troponina C.

MATERIAL E METODOS

Local. O estudo foi realizado no Laboratdrio de Histopatologia
do Setor de Anatomia Patoldgica, localizado no Anexo I do Institu-
to de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
BR-465 Km 7, Seropédica, R].

Amostras de tecidos. Fragmentos de cora¢do de 10 ovinos,
provenientes do trabalho prévio intitulado “Intoxicacdo natural
por Amaranthus spinosus (Amaranthaceae) em ovinos no sudeste
do Brasil” (Peixoto et al. 2003), sendo 8 fémeas adultas e 2 fe-
tos, intoxicados naturalmente por Amaranthus spinosus no ano de
1997 no municipio de Paraiba do Sul, no Estado do Rio de Janei-
ro, fixados em formalina a 10% e emblocados em parafina, foram
submetidos a coloragdo pela Hematoxilina e Eosina (HE) e a tec-
nica de imuno-histoquimica com a utilizagdo do anticorpo anti-
-troponina C. Como controle positivo, foi utilizado fragmento de
corag¢do de um ovino intoxicado por monensina.

Imuno-histoquimica. Se¢Ges histoldgicas do coragdo foram
desparafinadas, hidratadas, e incubadas por 30 minutos em pe-
roxido de hidrogénio a 3% em 4gua destilada, para bloqueio de
peroxidases endogenas. Apds a lavagem com agua destilada, as
laminas ficaram submersas em tampdo citrato pH 6,0 por 15 mi-
nutos em banho-maria a 96°C para recuperagio antigénica. As 1a-
minas foram novamente lavadas em agua destilada e seguiu-se o
bloqueio de reagdes inespecificas com leite desnatado a 5% (Mo-
lico® - Industria Brasileira) por 30 minutos. Os cortes foram incu-
bados “overnight” com o anticorpo monoclonal anti-troponina C
cardiaca humana (Novocastra, clone 1A2) na proporgio de 1:100
(1pl de anticorpo para 100ul de PBS). Entre o bloqueio de rea-
¢Oes inespecificas e a incubag¢do com o anticorpo as laminas nio
foram lavadas. Foi utilizado um sistema de detec¢io REVEAL po-
limero-HRP, livre de biotina (Spring), conforme especificado pelo
fabricante e como cromdégeno a Diaminobenzidina (DAB). Todas
as sec¢des foram contra-coradas com hematoxilina de Harris, ava-
liadas em microscépio 6ptico (Nikon-Eclipse E200) e fotografadas
(Moticam 2500, 5,0 M Pixel).

RESULTADOS

Pela avaliagcdo imuno-histoquimica do coracdo dos oito
ovinos adultos observaram-se diversos grupos de midcitos
com diminuic¢do significativa ou auséncia de imunorreati-
vidade para o anticorpo anti-troponina C, essas areas, via
de regra, correspondiam aos mesmos grupos de midcitos
no H.E. que apresentavam alteragdes que variavam de leve
tumefacdo celular a aumento da eosinofilia, perda de es-
triagdo, lise celular e caridlise acompanhadas de modera-
do infiltrado inflamatério misto (Fig.1-4). Em dois casos

foi possivel notar que diversos pequenos grupos de mio-
citos que apresentavam marcada diminuicdo de imunor-
reatividade, correspondiam a células com altera¢des mui-

Fig.1. Coragdo do Ovino 4 intoxicado espontanemente por A. spi-
nosus. Diversas areas de evidente necrose de coagulacdo (as-
terisco). HE, obj.4x. (SAP 28359)

: 3TN - ). <
Fig.2. Coragdo do Ovino 4 intoxicado espontaneamente por A. spi-
nosus. Marcada diminui¢do da imunorreatividade ao anticor-
po anti-troponina C nas areas de necrose observadas na foto
anterior (asterisco). HE, obj.4x. (SAP 28359)

Fig.3. Coragdo do ovino 7 intoxicado espontaneamente por A. spi-
nosus. Pequenos grupos de fibras cardiacas apresentando dis-
creto aumento de eosinofilia. HE, obj.10x. (SAP 28366A)
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Fig.4. Coragdo do Ovino 7 intoxicado espontaneamente por A. spi-
nosus. Mesma localizagdo da Figura 3, notar que os pequenos
grupos com aumento de eosinofilia correspondem aos midci-
tos com significativa perda de reatividade. HE, obj.10x. (SAP
28366A)

Fig.5. Coragdo do feto (Ovino 2) de uma ovelha (ovino 1) intoxica-
da espontaneamente por A. spinosus. Midcitos cardiacos sem
alteracdo. *Tecido conjuntivo. HE, obj.10x. (SAP 28357)

Fig.6. Coragdo do feto (Ovino 2) de uma ovelha (ovino 1) intoxica-
da espontaneamente por A. spinosus. Imunorreatividade mar-
cada e difusa ao anticorpo ant-troponina C. *Notar o tecido

conjuntivo sem marcagio. HE, obj.10x. (SAP 28357)
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to discretas no HE. Além disso, percebeu-se que as areas
que apresentavam perda de tropononina C eram maiores
do que pode ser notado ao exame histolégico de rotina
(HE). Nos coragoes dos fetos ndo houve areas com perda
ou diminuicdo de imunorreatividade para o anticorpo anti-
-troponina C. O coragdo dos fetos e os midcitos cardiacos
sem alteracdo pela HE, dos ovinos intoxicados, serviram
como controle interno positivo (Fig.5 e 6). Foi utilizado,
também, como controle fragmento do coragdo de um ovino
intoxicado por monensina; houve diminui¢do significativa
da imunorreatividade ao anticorpo anti-troponina C nas
areas que correspondiam as areas de necrose observadas
pela coloracdo de HE. Os resultados estdo detalhados no
Quadro 1.

DISCUSSAO

A alteracdo morfoldgica que caracteriza as intoxicacoes
por diferentes espécies de Amaranthus sp. é a necrose de
coagulacdo das células epiteliais dos tibulos contorcidos
além de alteragdes extra-renais, muitas vezes associadas a
uremia (Buck et al. 1966, Osweiler et al. 1969, Stuart et al.
1975, Armesto et al. 1989, Ferreira et al. 1991, Salles et al.
1991, Lemos et al. 1993, Castel et al. 1994, Kerr & Kelch
1998, Peixoto et al. 2003).

Peixoto et al. (2003) descreveram um surto de intoxica-
¢ao natural por Amaranthus spinosus em ovinos, que apre-
sentavam, além das altera¢es renais caracteristicas do
quadro de nefrose tubular téxica, areas de necrose de coa-
gulacdo no coragio, lesdo esta que s6 havia sido observada
por Takken & Connor (1984) em suinos intoxicados expe-
rimentalmente por A. caudatus. Takken & Connor (1984)
descrevem, ainda, que as Unicas alteragdes encontradas
foram degeneracdo miocardica de leve a severa e quantida-
des variaveis de liquido no térax, saco pericardico e cavida-
de abdominal. Tanto Peixoto et al. (2003), quanto Takken e
Connor (1984) sugerem que a hipercalemia seria a possivel
causa destas lesdes no coragao.

Aumento nos niveis de potassio e alteragoes eletrocar-
diograficas compativeis com hipercalemia foram demons-
trados por Osweiler et al. (1969) em suinos intoxicados
experimentalmente por A. retroflexus, que apresentavam
nefrose téxica, porém nao havia lesdo detectavel em células
cardiacas.

Apesar de descrever moderada hialinizacdo de arteri-
olas do pulmdo e do coracdo de bovinos intoxicados por
Amaranthus sp., Stuart et al. (1975) nao relatam alteragoes
degenerativas/necrdticas nos midcitos cardiacos, enquan-
to que no coragao de parte dos ovinos deste estudo exis-
tiam areas de necrose evidente, porém ndo ha, em nenhum
dos casos, alteragdes, mesmo que discretas nos vasos do
coracgao.

Neste estudo avaliaram-se através da técnica de imuno-
histoquimica, utilizando-se o anticorpo anti-troponina C,
fragmentos de coragdo dos ovinos intoxicados por A. spi-
nosus do estudo realizado por Peixoto et al. (2003), com
o objetivo de confirmar as lesdes regressivas e detectar a
presenca e amplitude de alteragdes regressivas incipientes
ou ndo perceptiveis no miocardio desses animais pela téc-
nica de rotina (HE).
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Quadro 6. Alteragoes histoldgicas evidenciadas pela HE e resultado da imuno-histoquimica com o anticorpo anti-troponina C
no miocardio de ovinos intoxicados naturalmente por A. spinosus

Tropina

Ovino/SAP HE
Ovino 1 Pequenos grupos de cardiomiocitos que apresentavam alteragdes
(SAP 28356) como perda da estriagdo e discreto aumento da eosinofilia, algumas
células apresentavam o citoplasma com aspecto homogéneo.
Ovino 2 Sem sinais de alteragdes nos cardiomidcitos perceptiveis nos cortes
(SAP 28357)  corados pela HE.
Feto
Ovino 3 Fibras individuais de cardiomidcitos com apenas leve aumento da
(SAP 28358)  eosinofilia.
Ovino 4 Extensas areas com aumento da eosinofilia, perda de estriagdo,
(SAP 28359) citoplasma de aspecto homogéneo e vitreo, lise celular, caridlise e
desaparecimento do nucleo, além de infiltrado inflamatério misto.
Ovino 5 Grupos de midcitos cardiacos tumefeitos, com perda de estriagao
(SAP 28360) e sem infiltrado inflamatério nos cortes corados pela HE.
Ovino 6 Fragmento 1 - Areas de necrose cardiaca, as células destas areas
(SAP 28365) apresentavam perda de estriagdo, citoplasma de aspecto homogé-
neo e vitreo, fragmentacao celular, perda dos nticleos e moderado
infiltrado inflamatério misto. Havia ainda, pequenos grupos de
cardiomidcitos com apenas discretas alteragdes como tumefagio
celular.
Fragmento 2 e 3 - Grupos de midcitos cardiacos com perda de es-
triagdo e citoplasma de aspecto homogéneo.
Ovino 7 Pequenos grupos de cardiomidcitos que exibiam apenas leve au-
(SAP 28366 A) mento da eosinofilia e por vezes perda de estriacdo e citoplasma
de aspecto homogéneo.
Ovino 9 Fragmento 1 - Pequena area de necrose com moderado infiltrado
(SAP 28510) inflamatério misto. Grupos de cardiomidcitos que apresentavam
alteracdes extremamente discretas e até mesmo imperceptiveis
no HE.
Fragmento 2 - Area de necrose com moderado infiltrado inflama-
tério misto.
Fragmento 3 - Grupos de cardiomidcitos que apresentavam dis-
creto aumento da eosinofilia, perda de estriagéo, citoplasma de
aspecto homogéneo e fragmentacdo de algumas células, sem in-
filtrado inflamatério.
Ovino 10 Areas de necrose de cardiomidcitos, as células perderam as es-
(SAP 28513) triagdes, o citoplasma tinha aspecto vitreo, havia fragmentacado de
algumas células e moderado infiltrado inflamatério misto. Em ou-
tros locais havia apenas uma discreta tumefagao celular e aspecto
homogéneo do citoplasma dos miécitos cardiacos.
Ovino Acentuada hipereosinofilia em diversos cardiomidcitos acompa-
Controle nhada de marcado infiltrado inflamatério composto predominan-

temente por macréfagos e poucos linfécitos e plasmdcitos, havia
ainda picnose, caridlise e lise celular.

Numerosas pequenas areas com fraca ou auséncia de imunorreati-
tividade ao anticorpo anti-troponina C entremeadas por células
que apresentavam forte coloragao.

A reatividade ao anticorpo anti-troponina C foi marcada e difusa,
ndo foram observadas areas com perda ou diminui¢do de marcagéo.

Em algumas areas havia fibras individuais com marcada diminuicdo
da imunorreatividade ao anticorpo anti-troponina C.

Havia pequenas e extensas areas de significativa diminui¢do de re-
atividade ao anticorpo anti-troponina C, passando por areas sem
marcacdo. A avaliagdo imuno-histoquimica demonstrou uma lesdo
maior e mais significativa do que a observada nos cortes corados
pela HE.

Inimeras pequenas areas com drastica diminuicdo ou até mesmo
perda completa da imunorreatividade ao anticorpo anti-troponina C.

Fragmento 1 - Extensas areas com auséncia de imunorreatividade
ao anticorpo anti-troponina C. Ainda neste mesmo fragmento, ha-
via algumas areas com importante diminui¢do da reatividade. Nes-
te caso, também foi possivel identificar que a lesdo cardiaca era
maior e mais significativa do que a colora¢do apenas pela HE per-
mitia identificar.

Fragmento 2 e 3 - Extensas areas com significativa perda de reati-
vidade entremeadas por cardiomidcitos indiviuais que apresenta-
vam forte marcagao.

Algumas areas com significativa perda de marcagdo, passando por
locais com auséncia de reatividade.

Fragmento 1 - Pequena drea com auséncia de imunorreatividade.
Havia ainda algumas pequenas areas com significativa diminuicdo
da reatividade.

Fragmento 2 - Uma area focalmente extensa com auséncia de imu-
norreatividade.
Fragmento 3 - Areas com marcada diminui¢do da reatividade.

Areas com auséncia de imunorreatividade e alguns outros locais
com significativa perda de reatividade ao anticorpo anti-troponina C.

Areas com acentuada deplegio na imunomarcagio de fibras cardia-
cas em meio a outras com expressdo normal para troponina C.

As troponinas cardiacas T e [ tém sido utilizadas como
marcadores séricos para demonstrar lesdes cardiacas em
seres humanos (Baduin & Jaffe 2005), devido ao aumento
das concentragdes séricas 4 a 6 horas apds lesdo ou necro-
se aguda do miocardio (Nelson & Couto 2006, Jenkins et al.
2010). Nao ha uma utilidade clinica na dosagem sérica da
troponina C, uma vez que o musculo cardiaco e o musculo
liso partilham a mesma isoforma (Martins 2009).

Em estudos imuno-histoquimicos no coracdo de seres
humanos que morreram por infarto do miocardio, asfixia,
trauma multiplo e causas naturais (com excec¢do de infarto
do miocardio), verificou-se em midcitos ndo lesados rea-
tividade difusa e acentuada a troponina C em 86% dos ca-
sos, nas areas de infarto a marcacio era fraca e por vezes
ausente. Por outro lado a imunorreatividade a troponina

T, nos midcitos saudaveis, foi menos intensa (46% dos ca-
sos) (Martinez-Diaz et al. 2005). No presente estudo tam-
bém havia imunorreatividade intensa e difusa no coragdo
dos dois fetos e nos midcitos cardiacos que ndo apresenta-
vam lesdo nos cortes corados pela H.E., o que serviu como
controle interno positivo para o anticorpo anti-troponina
C.

Andlises bioquimicas, entre elas potassio, ureia, creati-
nina, sédio, cloro, magnésio, fésforo e troponinas I e T, do
sangue de bezerros com diarreia neonatal, demonstraram
marcado disturbio hidroeletrolitico (hipercalemia, hipo-
natremia, hipocloremia, hipermagnesemia e hiperfosfate-
mia), além de um provavel quadro de insuficiéncia renal
devido aos altos valores de ureia e creatinina e proteinuria.
Foram realizados eletrocardiogramas nos bezerros hiper-
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calémicos e com diarreia, que comparados ao eletrocardio-
grama dos animais controle, apresentaram um marcado
aumento da amplitude e da dura¢do do complexo QRS e
da onda T. Apesar das alteragdes eletroliticas e eletrocar-
diograficas, ndo foram detectados aumentos nos niveis sé-
ricos de troponina. Todos os animais foram tratados apds
os primeiros exames (Ozkan et al. 2011). Acreditamos que
as concentracdes séricas de troponina poderiam ainda ndo
estar aumentadas devido ao tempo de evolugao da doenga,
provavelmente se os animais nao fossem tratados e mor-
ressem com este quadro de marcada alteragdo eletrolitica,
principalmente pela hipercalemia e insuficiéncia renal agu-
da, lesbes cardiacas com consequente aumento das tropo-
ninas poderiam ocorrer.

Como observado em outros estudos relacionados a ou-
tras causas de lesdo cardiaca (Martinez-Diaz et al. 2005,
Parvarini et al. 2012), as areas que apresentavam marcada
necrose coagulativa no H.E. no miocardio dos ovinos into-
xicados, correlacionavam-se com a drastica diminuicdo de
imunorreatividade e, por vezes, auséncia de reatividade ao
anticorpo anti-troponina C. Foi possivel estabelecer estrei-
ta relacdo das areas onde ndo havia marcacao pelo anticor-
po com as areas de necrose mais evidentes que estavam
presentes no miocardio de quatro ovinos deste estudo.

Outra importante observacdo é que em quatro casos
(Ovinos 4, 6, 7 e 10) identificou-se que as areas com mar-
cada diminuicdo da expressdo imuno-histoquimica da tro-
ponina C eram maiores e mais significativas do que os gru-
pos de cardiomidcitos que apresentavam, ao menos, algum
grau de alteracdo no HE. Este achado imuno-histoquimico
foi observado, inclusive, em midcitos cardiacos que esta-
vam apenas tumefeitos. Esta reducdo na marcacdo prova-
velmente estd relacionada ao aumento nos niveis séricos
das troponinas cardiacas que ocorre mesmo a partir de da-
nos reversiveis nos cardiomidcitos como descrito em seres
humanos (Lazzeri et al. 2008).

Em muitas areas do miocardio dos ovinos foi observada
uma marcada diminuicio e até auséncia de reatividade ao
anticorpo anti-troponina C em locais onde as alteracgdes re-
gressivas eram incipientes em cortes corados pela H.E.

Em pelo menos metade dos animais as alteragdes his-
toldgicas cardiacas foram mais evidentes no presente es-
tudo imuno-histoquimico, do que as descritas por Peixoto
et al. (2003). Provavelmente esta diferenca se deve ao fato
de que lesdes muito discretas e incipientes, que por vezes
poderiam ser confundidas até mesmo com artefatos, foram
mais facilmente visualizadas e identificadas efetivamente
como lesdes devido a comparagdo do H.E com a imuno-
-histoquimica, o que reforca a importancia da utilizacdo da
técnica na avaliacdo da real gravidade da lesdo cardiaca.

Estes achados corroboram com o observado por ou-
tros autores (Ribeiro-Silva et al. 2002, Jnkins et al. 2010,
Carreton et al. 2012) em que alteragdes regressivas extre-
mamente precoces podem ser identificadas através da téc-
nica de imuno-histoquimica utilizando-se o anticorpo anti-
-troponina C e que as lesdes cardiacas podem ser maiores e
mais significativas do que, muitas vezes, é possivel avaliar
apenas pela coloragdo de rotina.

Peixoto et al. (2003) ressaltam que ndo ha evidéncias
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de lesdes determinadas diretamente pela planta nos fetos.
E possivel que o principio téxico de Amaranthus sp. nio
atravesse a barreira placentaria, uma vez que a placenta de
ruminantes é do tipo sindesmocorial o que impede a pas-
sagem de anticorpos e outras substancias para o feto por
via transplacentdria durante a gestacdo (Tizard 2014). O
achado de corpusculos de choque nos vasos de alguns fetos
(Peixoto et al. 2003) e a imunorreatividade de forma inten-
sa e difusa para o anticorpo anti-troponina C no coragdo
dos fetos analisados reforcam esta hipotese.

De todas as estruturas cardiacas, apenas os cardiomio-
citos expressaram reatividade para o anticorpo anti-tropo-
nina C. Tunca et al. (2008) obtiveram resultados semelhan-
tes neste ponto, porém alguns macrofagos e neutroéfilos
contendo substdncias necroticas exibiram intensa reativi-
dade citoplasmatica para o anticorpo anti-troponina I. No
presente estudo, nas areas de necrose onde havia infiltrado
inflamatoério, ndo foi observada reatividade das células in-
flamatorias ao anticorpo anti-troponina C.

Avariacao da intensidade da marcacao do anticorpo an-
ti-troponina C, observada no presente estudo, talvez possa
estar relacionada ao fato de que nas primeiras horas apés a
lesdo (4-6 horas) ocorre a liberagdo de uma pequena quan-
tidade de troponina, que provém do reservatorio citosélico
e o pico da concentracdo sanguinea é verificado 48-72 ho-
ras apos a lesdo, correspondendo a troponina do reserva-
torio estrutural, que comeca a ser liberada para o plasma
gracas a destruicdo das miofibrilas, quando da necrose dos
miocardidcitos (Martins 2009).

Aumento nos valores de troponina em pacientes em es-
tagio final de insuficiéncia renal tem sido descrito (Freda
et al. 2002, Lazzeri et al. 2008). Os autores tém levantado
hipdteses como aumento da massa ventricular esquerda,
dificuldade de excrecdo renal da troponina, reexpressao da
isoforma cardiaca da troponina T no musculo esquelético
em pacientes com miopatia urémica, maior propensao de
sustentar repetidos episddios de micro-infartos clinica-
mente silenciosos, porém o real motivo permanece desco-
nhecido. Na literatura consultada, ndo foram encontrados
trabalhos que estudassem uma possivel correlagdo entre
a hipercalemia ou outros distdrbios eletroliticos da insu-
ficiéncia renal com alteracdes morfoldgicas do coracdo ou
mesmo com os aumentos nas concentragoes das troponi-
nas cardfacas.

Em humanos ja se sabe que quadros agudos de insufi-
ciéncia renal podem levar a desordens cardiacas agudas
(sindrome renocardica aguda - tipo 3) (Ronco et al. 2008),
porém pouco se sabe sobre estas associagcdes em animais,
principalmente em ruminantes. E possivel que nos animais,
assim como em humanos as alteracdes relacionadas com a
insuficiéncia renal aguda, como, por exemplo, a hipercale-
mia, a acidose metabdlica e a ativacdo da inflamacgdo e da
apoptose a nivel cardiaco, possa estar envolvida com as al-
teragdes no eletrocardiograma descritas por Osweiler et al.
(1969) e com a presenca das alteragdes histoldgicas obser-
vadas por Takken & Connor (1984), Peixoto et al. (2003) e
no presente estudo.

Os resultados da avaliagdo imuno-histoquimica confir-
maram a presenca tanto de alteracdes regressivas incipien-
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tes, quanto ratificaram a ocorréncia de lesdes necrdticas
ja bem instaladas no miocardio de ovinos intoxicados por
Amaranthus spinosus. Esse estudo demonstra necessidade
de melhor investigar a possivel participacdo da hipercale-
mia e de outras alteragdes metabdlicas presentes na lesdo
renal aguda, na génese das lesdes cardiacas de rapida insta-
lacdo, ou seja, aquelas ndo correlacionadas as lesdes vascu-
lares determinadas pela uremia de longa duragao.
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