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DELFIOL, D.J.Z. Inducao experimental de polioencefalomalacia em ovinos
confinados ingerindo dieta com alto teor de enxofre. Botucatu, 2012. 83p.
Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Em ovinos o0 excesso de enxofre na dieta é apontado como uma das
principais causas de polioencefalomalacia (PEM). Na literatura nacional relatos
de PEM induzida por enxofre em ovinos sdo escassos. O objetivo desta
dissertacdo foi induzir PEM em ovinos fornecendo uma dieta rica em
carboidratos e com diferentes niveis de enxofre e realizar avaliagdes clinicas e
laboratoriais. Foram utilizados 18 ovinos divididos em trés grupos (G1, G2 e
G3) que receberam diferentes niveis de enxofre na dieta 0,2%, 0,9% e 1,2%
respectivamente. Exames clinicos (frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoéria,
temperatura retal e motricidade ruminal) e laboratoriais (concentragdo de
sulfeto de hidrogénio ruminal, hemogasometria venosa, pH do fluido ruminal,
concentragdo de cobre sérico e hepatico, tomografia computadorizada,
necropsia e histopatoldgico) foram realizados em diferentes momentos. A
temperatura retal, hemogasometria venosa e pH do fluido ruminal estavam
dentro dos valores de referéncia para a espécie. Taquicardia e taquipnéia
foram observadas nos trés grupos. A motricidade ruminal estava diminuida nos
grupos G2 e G3 em relacao ao G1. Quanto maior a ingestao de enxofre, menor
foram os niveis de cobre sérico e hepatico detectados nos ovinos. Elevados
valores de sulfeto de hidrogénio foram detectados nos grupos G2 e G3.
Nenhum animal apresentou sinais clinicos de PEM. Na tomografia
computadorizada, necropsia e exame histopatolégico do sistema nervoso
central, nenhuma alteracdo compativel com PEM foi observada. E provavel que
algum outro fator pode estar associado ao excesso de enxofre na dieta para

que os ovinos desenvolvam PEM.

Palavras-chave: necrose cerebrocortical; ovinos; sulfeto de hidrogénio ruminal;

cobre.



DELFIOL, D.J.Z. Polioencephalomalacia experimental induction in feedlot
sheep receiving high sulfur diet. Botucatu, 2012. 83p. Dissertagao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The excess sulfur intake in sheep is described as major cause of
polioencephalomalacia (PEM). In the national literature are scarce reports of
sulfur induced PEM in sheep. This work aimed to feed sheep using a rich
carbohydrate diet supplemented with different levels of sulfur in order to induce
PEM, and to perform clinical and laboratory tests. Eighteen sheep were divided
into three groups (G1, G2, and G3) and supplemented with 0.2%, 0.9% and
1.2% sulfur in diet, respectively. Clinical evaluation (i.e., heart rate, respiratory
rate, rectal temperature and rumen motility) and laboratory exams (i.e., ruminal
hydrogen sulfide concentration, venous gas analysis, ruminal pH, serum and
liver copper concentration, computed axial tomography, necropsy, and
histopathological examination) were performed. Rectal temperature, venous
gas and ruminal pH were within normal limits. Tachycardia and tachypnea were
observed in the three groups. Rumen motility was decreased in groups G2 and
G3 when compared with G1. The higher the sulfur intake, the lower the serum
and liver levels of copper. Increased ruminal hydrogen sulfide concentration
was detected in G2 and G3. None of the animals had clinical signs of PEM.
Computed axial tomography, necropsy, and histopathological examination of
the central nervous system showed no evidence of PEM. It is thought that other
factors are associated with excessive sulfur consumption for a PEM outbreak to
occur in sheep.

Key-words: cerebrocortical necrosis; sheep; ruminal hydrogen sulfide; copper,
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui um rebanho efetivo de 17.380.581 cabegas de ovinos, do
total de animais, 56,7% estdo localizados no Nordeste brasileiro, embora o
maior estado produtor seja o Rio Grande do Sul com 22,9% do rebanho
nacional. O Sudeste detém um rebanho de 781.874 animais, 0 que significa
4,5% do total de ovinos no pais, destes 467.253 (59,76%) estdo no estado de
Séo Paulo (PPM 2010).

A ovinocultura vem apresentando consideravel crescimento nos ultimos
anos, tanto pelo aumento no nimero de animais nos rebanhos, quanto pela
maior quantidade de propriedades envolvidas nessa atividade. A producdo da
carne ovina representa uma atividade cuja participacdo socio-econémica é
crescente e se mostra como alternativa de viabilizagdo da pequena e média
propriedade rural (Bueno et al. 2006, PPM 2010).

A espécie ovina, como produtora de carne ocupa posi¢ao intermediaria
em relagao as demais (bovinos, aves e suinos). No Brasil o consumo per capita
da carne ovina é de 0,7 Kg/ano. O baixo consumo de carne ovina no Brasil
deve-se principalmente ao fato de que a quantidade necesséria para abastecer
o0 mercado brasileiro é inferior ao que € produzido pelo setor, justificando, a
ovinocultura tipo corte estar em pleno desenvolvimento (Silva Sobrinho &
Moreno 2009).

Para a producdo de cordeiros de qualidade, com os padrdes exigidos
pelo mercado, é necessario intensificar a produ¢do. O numero de cordeiros
confinados no estado de Sdo Paulo vem crescendo significativamente (PPM
2010) e esse tipo de manejo, pode predispor o animal a uma série de
enfermidades, dentre elas a polioencefalomalacia (PEM) (Bueno et al. 20086,
Sant’Anna et al. 2009).

PEM é um termo descritivo que se refere ao amolecimento da

substancia cinzenta do encéfalo (Gould 1998). A doenca caracteriza-se por



necrose neuronal no cértex cerebral e posteriormente malacia (McAllister
1992). Alguns autores também a denominam de necrose cerebrocortical (Loew
et al. 1969, Gould et al. 1991).

A PEM pode ser ocasionada por quatro fatores na espécie ovina,
deficiéncia ou distirbio no metabolismo da tiamina (Jensen et al. 1956),
intoxicagcao por cloreto de sédio associada a privacao de agua (Scarratt et al.
1985), consumo excessivo de enxofre na dieta (Gooneratne et al. 1989) e pela

inoculacao experimental do herpevirus bovino 5 (Silva et al. 1998).

Nos Estados Unidos estima-se que aproximadamente 19% dos casos de
morte em cordeiros de engorda, ocorrem devido a PEM (Radostits et al. 2007).
No Brasil apesar de relatos de PEM em ovinos no Distrito Federal (Moscardini
et al. 2003), Pernambuco (Nascimento et al. 2003, Vieira et al. 2007), Paraiba
(Lima et al. 2005) e Mato Grosso do Sul (Santana et al. 2009a) a
etiopatogenia da sindrome ainda é pouco estudada.

Na literatura internacional a toxicose por enxofre tem sido relatada como
uma das principais causas de PEM em ovinos (Gooneratne et al. 1989,
Rousseaux et al. 1991, McAllister et al. 1992, Jeffrey et al. 1994, Alves de
Oliveira et al 1996, Low et al. 1996, Bulgin et al. 1996, Krasicka et al. 1999) e
bovinos (Sager et al. 1990, Gould et al. 1991, Gould et al.1997, Loneragan et
al. 1998). No Brasil existe suspeita de que o excesso de enxofre na dieta tenha
sido responsével por um surto de PEM na espécie ovina, porém testes
laboratoriais ndo foram realizados para comprovar esta hipotese (Lima et al.
2005). Em bovinos existem dois surtos relatados no Rio Grande do Sul
(Traverso et al. 2001, Cunha et al. 2010) e um trabalho experimental no estado
de Sao Paulo (Cunha et al. 2011).

Independente da causa da PEM nas diversas espécies, os sinais clinicos
identificados sdo semelhantes (Jensen et al. 1956, Scarratt et al. 1985,
Gooneratne et al. 1989) o que torna dificil estabelecer um diagndstico ante-
mortem (Cunha 2010). A literatura nacional é escassa em relagdo aos achados
clinicos e laboratoriais para o diagnéstico diferencial da PEM ocasionada pelo

enxofre, principalmente na espécie ovina.



Em ovinos, o consumo excessivo de enxofre além da PEM, pode causar
queda no desempenho dos animais, problemas respiratorios e entéricos (Alves
de Oliveira et al. 1996, Bulgin et al. 1996, Kung Jr 2008) trazendo prejuizos aos

criadores e em muitos casos pode inviabilizar a produgéo.

Para a compreensdo da etiopatogenia de uma doenga € importante o
desenvolvimento de modelos experimentais. Isto foi bastante caracterizado no
estudo da PEM por enxofre em bovinos (Cunha et al. 2011) e por amprélio em
ovinos (Sant'Ana et al. 2009). Falta na literatura nacional um modelo
experimental capaz de induzir PEM por enxofre em ovinos e que permita que a

doenca seja estudada.

O objetivo desta dissertacao foi induzir PEM em ovinos fornecendo uma
dieta rica em carboidratos e com diferentes niveis de enxofre e realizar

avaliagdes clinicas e laboratoriais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Polioencefalomalacia ocasionada pelo excesso de enxofre

Jensen et al. (1956) descreveram pela primeira vez a PEM em ovinos e
bovinos. Durante os 25 anos subsequentes sua etiologia foi atribuida a
deficiéncia ou disturbio no metabolismo da tiamina, principalmente pela
presencga de tiaminases no rimen dos animais afetados (Lemos & Riet-Correa
2007) e pela resposta positiva ao tratamento com esta vitamina (Gould 2000).

A partir de 1982 estabeleceu-se que o excesso de enxofre na dieta
poderia causar PEM (Raisbeck 1982), o que foi confirmado por varios autores
em ovinos (Gooneratne et al.,, 1989, Bulgin et al., 1996, Low et al., 1996) e
bovinos (Sager et al., 1990, Loneragan et al. 1998, Gould 1998).

2.2. Fontes de enxofre

As principais fontes de enxofre associadas a descricbes de PEM em
ovinos na forma de surtos foram: sulfato de aménio (Jefrey et al. 1994) e flor de
enxofre adicionados a rac¢ao (Lima et al. 2005), aspersao de solugdo aquosa de
enxofre no solo contaminando a pastagem (Bulgin et al. 1996). Low et al.
(1996) associaram um surto de PEM ao consumo de racéo peletizada contendo

alto teor de enxofre nos ingredientes.

A doenga também ja foi reproduzida experimentalmente em ovinos
utilizando-se hidrossulfeto de sodio fornecido através de sonda esofagica
(MacAllister et al. 1992), pela adigao de sulfato de aménio (Alves de Oliveira et
al. 1996) e sulfato de sédio a racao (Krasicka et al. 1999).



2.3. Epidemiologia

2.3.1. Surtos

Jefrey et al. (1994) relataram um surto de PEM em ovinos que foi
associado a ingestdo de ragdo contendo sulfato de aménio. A empresa
responsavel pelo fornecimento da ragao substituiu o bicarbonato de aménio
utilizado para acidificar a urina e evitar urolitiase, por sulfato de aménio. A
concentragao do sulfato nao foi informada pelos autores. Esta medida visando
diminuir os custos na producdao aumentou o teor de enxofre na ragéo,
ocasionando PEM em 25 animais de um total de 120 (21%); desses 25 ovinos
nove morreram (36%). Alguns animais foram medicados com 10 mg/kg de
tiamina ndo se obtendo resposta eficaz. Além disso, os niveis de tiamina no

sangue estavam dentro dos valores de referéncia considerados normais.

Low et al. (1996) descreveram que em um lote com 71 ovinos, apds ser
introduzida na alimentacdo uma ragao peletizada, contendo 0,43% de enxofre
na MS, 21 animais (29,6%) apresentaram sinais clinicos de PEM e nove
(42,9%) morreram. Os ovinos adoeceram entre o décimo segundo e trigésimo
segundo dias consumindo da dieta e apdés esse periodo, o fornecimento da
racao foi suspenso e mais nenhum animal adoeceu. Na necropsia € no exame
histopatologico do encéfalo, as lesdes encontradas foram caracteristicas de
PEM.

Bulgin et al. (1996) relataram que um rebanho de 2.200 ovelhas foram
transferidas para uma pastagem de alfafa e 2 horas apds o inicio do pastejo
700 ovelhas comegaram apresentar sinais de desconforto abdominal e
incoordenacao. Poucas horas depois os animais foram retirados da pastagem,
entretanto 2.000 ovelhas (90,9%) ja estavam acometidas e dessas, 228
morreram (11,4%), sendo 206 nas primeiras 24 horas e as outras entre dois e
30 dias. Os achados de necropsia principalmente nos animais que
apresentaram curso crénico da doenga eram compativeis com PEM. Uma

posterior investigacdo revelou que a pastagem de alfafa havia sido aspergida



16 horas antes dos animais serem transferidos, com uma solu¢do aquosa com
35% enxofre, o equivalente a 60 kg de enxofre por hectare, com o intuito de
reduzir o pH do solo.

Lima et al. (2005) associaram um surto de PEM em um rebanho de 50
ovinos, na cidade de Monteiro na Paraiba a ingestao de uma mistura multipla
contendo 1,3% de flor de enxofre; seis animais (12%) que apresentaram sinais
clinicos de PEM morreram. Apesar do nivel de enxofre na dieta néo ter sido

estabelecido, os autores estimaram o consumo de enxofre em 0,4% da MS.

2.3.2. Inducao experimental

Gooneratne et al. (1989), forneceram a ovinos, durante 12 semanas,
uma dieta contendo cevada, soja e alfafa com 0,63% de enxofre na MS. Os
animais foram divididos em dois grupos com 3 animais. O grupo 1 foi
suplementado com tiamina (230 mg/kg de MS) e o grupo 2 recebeu a ragao
sem suplementagéo. Entre a segunda e a terceira semanas, todos os animais
do grupo 2 desenvolveram sinais clinicos de PEM (diminuicdo de apetite,
depressao, pressao da cabeca contra obstaculos e morte). Os animais do
grupo 1 ndo apresentaram nenhum sinal clinico da doencga entretanto, na
necropsia, 0s seis animais possuiam lesdes cerebrais sugestivas de PEM. Este
trabalho demonstrou que o excesso de enxofre na dieta é capaz de causar
lesbes no cérebro de ovinos independente da suplementagdo com tiamina na

dose proposta.

Rousseaux et al. (1991) forneceram durante 12 semanas uma dieta
composta por 59% de cevada, 5% de farelo de soja e 32% de alfafa a 56
ovinos que foram divididos em 4 grupos: grupo 1, nove animais consumindo
dieta com nivel adequado de enxofre e baixa quantidade de tiamina; grupo 2,
nove ovinos consumindo nivel adequado de enxofre e suplementados com
tiamina (243mg/kg de ragdo); grupo 3, 22 ovinos consumindo alto teor de
enxofre (0,63% na MS) e baixa quantidade de tiamina; e grupo 4, 16 animais
consumindo alto e teor de enxofre (0,63% na MS) e suplementados com



tiamina (243mg/Kg de racdo). No grupo 3, sete animais (31,8%) apresentaram
sinais clinicos de PEM e desses ovinos, cinco (71,4%) morreram e dois se
recuperaram. Na necropsia 12 dos 22 ovinos apresentaram alteragdes
macroscopicas (amolecimento e amarelamento do coértex cerebral) e
histopatoldgicas (necrose neuronal e malacia) compativeis com PEM. No grupo
4 nenhum animal apresentou quadro clinico de PEM, porém, na necropsia e no
exame histopatolégico foram obeservadas em oito ovinos, lesdes semelhantes
as encontradas nos animais do grupo 3. Os niveis sanguineos de tiamina em
todos os animais estavam dentro do intervalo de referéncia considerado normal

para ovinos.

Olkowski et al. (1992) dosaram os niveis de tiamina no sangue, figado e
encéfalo nos animais do experimento realizado por Rousseaux et al. (1991). Os
animais suplementados com tiamina tiveram maiores niveis da vitamina
detectados no sangue porém, em todos 0s grupos, 0s niveis estavam dentro do
intervalo de referéncia para a espécie. No figado, os animais do grupo 1
mostraram menor concentracdo de tiamina em relacdo aos outros grupos
(p<0,0001) porém, entre os grupos 3 e 4 que receberam alto teor de enxofre na
dieta, ndo houve diferenga. No encéfalo nao houve diferenga entre os grupos
(p>0,05). Os autores concluiram que o enxofre ndo interferiu nos niveis de

tiamina no sangue, figado e encéfalo dos ovinos.

McAllister et al. (1992) induziram PEM em cordeiros administrando
solugéo de hidrosulfeto de sodio (75 mg/kg) por sonda esofagica em 10 ovinos.
Cada animal recebeu de trés a sete doses da solugdo com intervalo de 20
minutos entre as administragdes. Todos 0s animais apresentaram sinais
clinicos de intoxicagcao, sendo que apds 45 minutos da primeira administracao
um animal apresentou sinais neurologicos (ataxia, tremores, cegueira,
nistagmo vertical e opistétono). Todos os animais morreram entre 75 minutos e
4 dias apds a intoxicagdo, mas somente em quatro ovinos o exame
histopatologico confirmou PEM. Este modelo experimental é eficaz para
indugédo de PEM em ovinos, porém o hidrosulfeto de sodio é extremamente

téxico para humanos e nao deve ser utilizado.
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Alves de Oliveira et al. (1996) com o objetivo de avaliar se o alto teor de
enxofre na dieta era capaz de modificar os niveis de tiamina e de tiaminase no
rumen utilizaram sete cordeiros, sendo que quatro receberam uma dieta
contendo 0,6% de enxofre, (0,2% de sulfato de sddio somados a 0,4% de
sulfato de amdnio) e trés animais (controle) receberam niveis adequados de
enxofre na dieta. O experimento durou 16 semanas. Somente um animal do
grupo experimental apresentou, na sétima semana sinais clinicos de PEM. Os

niveis de tiamina e de tiaminase no rimen nao sofreram alteracgoes.

Krasicka et al. (1999) forneceram a 10 cordeiros durante 12 semanas,
uma dieta composta de concentrado (cevada, farelo de soja e fécula de batata)
e feno na proporgéo de 3,7:1. Os animais foram divididos em dois grupos com
cinco animais. O grupo 1 ingeriu 0,2% de enxofre e o grupo 2 recebeu 0,8% de
enxofre na MS. Como fonte de enxofre foi utilizado o sulfato de sédio. Todos os
animais do grupo 2 apresentaram sinais clinicos agudos de PEM durante a 122
semana de experimento (tremores musculares, convulsédo, decubito, prostracao
e morte). Os animais do grupo 1 ndo apresentaram sinais clinicos. Nesse
estudo os animais acometidos ndo responderam ao tratamento com tiamina.
Os autores avaliaram também a interferéncia do enxofre na digestibilidade e no
metabolismo das bactérias ruminais, e nao observaram diferenca entre os

grupos.

Neville et al. (2010) realizaram um trabalho onde no primeiro estudo
utilizaram 240 ovinos divididos em quatro grupos de 60 animais. Os ovinos
receberam uma dieta com 15% de feno de alfafa e 85% de concentrado (60%
de graos secos provenientes de destilaria que sdo ricos em enxofre devido ao
acido sulfurico utilizado no processamento), totalizando 0,73 % de enxofre na
MS. O grupo 1 serviu como controle e os outros grupos foram suplementados
com tiamina (grupo 2 com 50 mg/animal/dia, grupo 3 com 100 mg/animal/dia e
grupo 4 com 150 mg/animal/dia), durante 110 dias até os animais atingirem
peso para abate. Nenhum animal do experimento apresentou sinais clinicos de
PEM. No segundo estudo foram utilizados 55 animais divididos em cinco
grupos, quatro grupos receberam tratamentos iguais ao do primeiro estudo e o
grupo 5 recebeu dieta com 0,87% de enxofre suplementados com 150
mg/animal/dia de tiamina. O segundo estudo durou 112 dias e nenhum animal
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desenvolveu PEM. Neste segundo estudo realizou-se exame histopatoldgico do

encéfalo dos animais e nenhuma alteracdo de PEM foi observada.

2.4. Fisiopatogenia da polioencefalomalacia induzida por enxofre

O enxofre elemento essencial na nutricdo de ruminantes, € importante
na formagao de vitaminas (tiamina e biotina) e aminoacidos sulfurados (cistina,
cisteina e metionina), que sao necessarios para 0 crescimento dos

microorganismos do rimen (Ortolani 2001).

Para ovinos recomenda-se a ingestao entre 0,15 e 0,26% de enxofre na
matéria seca (NRC 2005). O consumo de enxofre em excesso diminui o
desempenho dos ruminantes causando queda no consumo dos alimentos e
perda de peso (Gould et al. 1991). Além disso, o alto consumo de enxofre na
alimentacdo aumenta a capacidade dos microorganismos ruminais em gerar
sulfeto de hidrogénio também conhecido como géas sulfidrico (H.S),
considerado toxico (Kandylis 1984). Para Cummings et al. (1995) o H,S esta
diretamente envolvido na patogenia da PEM.

No rumen as formas de enxofre podem ser oxidadas para sulfatos ou
reduzidas para sulfeto, caracterizando o ciclo biolégico do enxofre. Existem
dois tipos de bactérias que reduzem sulfatos: as dissimilatérias e as
assimilatérias. As bactérias dissimilatérias usam o enxofre como receptor
terminal de elétrons e produzem grande quantidade de H.S como produto
metabdlico final, enquanto as assimilatérias reduzem o enxofre para formar
aminoacidos que contenham enxofre (Kandylis 1984). Producdo e acumulo
excessivo de sulfeto no rimen poderiam ser causados pela predominancia de
bactérias dissimilatérias ou por capacidade assimilatéria insuficiente (Gould
2000).

Em ruminantes a eliminagao de gas sulfidrico através da eructacédo € um
processo normal. Acredita-se que até 60% do H,S eructado possa ser inalado
e absorvido pelo trato respiratorio (Bulgin et al. 1996). A inalacdo do H.S a
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partir de dietas com elevado teor de enxofre, juntamente com sua absorcédo na
parede do rumen pela corrente sanguinea, tem sido implicada como causa de
PEM. Além disso, a inalagdo do H,S ainda pode ocasionar lesdo no tecido
pulmonar predispondo o animal a infec¢des virais e bacterianas secundarias
ocasionando queda de desempenho e muitas vezes morte (Kung Jr 2008).

O H.S absorvido pela corrente sanguinea na parede do riumen e em
grande quantidade inibe a fungdo da anidrase carbbnica, dopa oxidase,
catalase, peroxidase, desidrogenase e dipeptidase, afetando negativamente o
metabolismo oxidativo e a producédo de ATP oxidase (Beauchamp et al. 1984,
Bulgin et al. 1996). A deplecdo de ATP pode causar necrose da substancia
cinzenta cerebral e 0os neurdnios sao altamente susceptiveis a esta condicao
(MacAllister et al. 1997). No sangue, o sulfeto se liga a hemoglobina criando a
sulfahemoglobina reduzindo a capacidade do sangue de transportar oxigénio
para os tecidos (Bulgin et al. 1996).

Os elementos da dieta podem participar de forma bastante significativa
na produgdo excessiva de gas sulfidrico ruminal (Gould 2000). Os minerais
como zinco, cobre, ferro e molibdénio podem interferir na intoxicagdo por
enxofre. Molibdénio, cobre e enxofre combinam formando o cobre-tiomolibdato
que é insoluvel (Burguess 2008). Cobre zinco e ferro formam sal insolivel com
o sulfeto. A formacao de sulfeto diminui a absor¢ao da maioria dos minerais,
sendo que quantidades extras de cobre, zinco e ferro podem ser necessarias
para ruminantes que consomem elevada quantidade de enxofre (Gould 1998).
Ingestdes de elevadas quantidades de enxofre diminuem a biodisponibilidade
de cobre culminado em queda de desempenho (Loneragan et al. 2001). O

molibdénio pode inibir a acao das bactérias redutoras de enxofre (Gould 2000).
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2.5. Sinais clinicos

Na PEM induzida por enxofre nem sempre os danos estruturais no
cérebro se manifestam como um efeito funcional; os animais podem estar
acometidos e nao apresentarem sinais clinicos (Gooneratne et al. 1989,
Rousseaux et al. 1991, Olkowski et al. 1992).

Quando presentes, os sinais clinicos podem se manifestar de forma
aguda caracterizada por amaurose, agressividade, decubito, convulsées e
frequentemente morte, e da forma subaguda, caracterizada por inapeténcia,
apatia, depressao, cegueira parcial, pressdo de cabeca contra obstaculos,
andar em circulos, opistétono, ranger de dentes, tremores e espasmos
musculares, incoordenacdo e ataxia. No inicio pode-se observar movimento
das orelhas ou contracbes dos musculos faciais. Os animais acometidos
podem apresentar um ou varios sinais clinicos concomitantemente
(Gooneratne et al. 1989, Rousseaux et al. 1991, McAllister et al. 1992, Jeffrey
et al. 1994, Alves de Oliveira et al 1996, Low et al. 1996, Bulgin et al. 1996,
Krasicka et al. 1999).

Os animais acometidos pela forma subaguda tém maior chance de
recuperagao, podendo permanecer com algumas sequelas neuroldgicas
minimas (Gould 2000). Alguns animais exalam odor de sulfeto de hidrogénio
(ovo em putrefagdo), que pode ser facilmente identificado, esse odor ocorre

pela producao excessiva de H.S ruminal (Bulgin et al. 1996, Burguess 2008).

2.6. Diagnéstico diferencial

O diagnostico diferencial da PEM, ocasionada pelo consumo excessivo
de enxofre deve incluir todas as enfermidades que causam sinais encefalicos
em ovinos como deficiéncia no metabolismo da tiamina, raiva, encefalomalacia
simétrica focal, toxemia da gestagao e listeriose (Jensen et al. 1956, Radostits
et al. 2007, Burgess 2008).
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2.7. Diagnostico clinico e patoldgico

O diagnéstico da PEM ocasionada por ingestdo excessiva de enxofre
deve ser realizado com base na epidemiologia, quadro clinico, na dosagem do
teor de gas sulfidrico ruminal, na dosagem do enxofre na dieta e pelas
alteragbes macroscépicas e microscédpicas no SNC (Gould 2000, Sant’Ana et
al. 2009b).

Ao determinar o teor de enxofre em uma dieta, todas as fontes devem
ser incluidas, analisando-se tanto os alimentos sélidos quanto a agua (Gould
1998). Fontes de enxofre podem incluir suplementos dietéticos, como
metionina, enxofre elementar, sulfato de sédio, sulfato de magnésio, sulfato de
aménio e sulfato de célcio. O enxofre também é encontrado no feno, milho,
cana de agucar, beterraba e agentes acidificantes usados no processamento
de melacgo e fertilizantes (Burgess 2008).

O NRC (2005) recomenda na dieta de ovinos entre 0,14 e 0,26 % de
enxofre na matéria seca e essa quantidade nado pode ultrapassar 0,4%.
Kandylis (1984) considera que animais que ingerem dietas entre 0,3% e 0,4%
de enxofre correm o risco de intoxicagdo. Concentracdes de enxofre acima de
1.000 ppm na agua e 4.000 ppm na dieta, podem favorecer a intoxicagdo por
esse elemento (Cebra & Cebra 2004).

Na PEM, ocasionada por enxofre ndo se observa alteragdes
significativas no hemograma e na bioquimica sérica (Olkowski 1997, Radostits
et al. 2007). O liquor na maioria dos casos é normal, podendo ocorrer apenas
aumento marginal na contagem de células com predominancia de linfécitos
(Scott, 1992). O exame do liquor auxilia o clinico a excluir causas infecciosas
que desencadeiam sinais clinicos neurolégicos como raiva, listeriose e

meningites bacterianas (Scott, 2010).

Um método semi quantitativo rapido e pratico para detectar a quantidade
de H.S em surtos de PEM foi desenvolvido por Gould et al. (1997). O método
consiste na pungao do gas ruminal através da fossa paralombar esquerda com
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um cateter 14G encaixado a um equipo médico de 13 cm, que se acopla a um
tubo colorimétrico de dosagem de gas sulfidrico que por sua vez é acoplado a
uma bomba de vacuo manual especifica para essa finalidade. A leitura é
expressa em ppm e obtida apds aspiragcdo de 50 a 300 ml de gas. Os tubos
colorimétricos sdo comercializados em diversas graduagdes, mas todos contém
o corante nitrato de prata que ao entrar em contato com o gas sulfidrico,
coram-se de preto, facilitando a leitura e estabelecendo a concentracéo do gas
sulfidrico ruminal (Gould et al. 1997).

Em bovinos, leituras de H,S acima de 500 ppm sao consideradas toxicas
(Gould et al. 1997). Em ovinos ainda nao foi estabelecido o limite toleravel de
H>S ruminal, porém esta metodologia ja foi empregada para detectar rebanhos

ingerindo dieta com alto teor de enxofre (Neville et al. 2010).

Os achados de necropsia variam de acordo com a severidade e duragao
dos sinais clinicos. Nos casos de evolugdo rapida podem ser observados
apenas, edema e diminuigdo da consisténcia do ceérebro, alteragbes que
podem ser de dificil percepc¢ao. A evidéncia mais clara do edema cerebral € o
deslocamento caudal do cerebelo, que se apresenta em forma de cone, devido
a herniacao através do forame magno. Também pode ser observado herniagao
do girus do parahipocampo por baixo do tentério. Nos casos com curso mais
prolongado pode se notar depressdo e achatamento das circunvolugdes. Ao
corte, principalmente apds a fixagdo e em animais com quatro ou mais dias de
evolugdo areas do cértex apresentam-se com consisténcia diminuida e
amareladas (Lemos & Riet-Correa 2007).

As lesbes necroéticas no cortex cerebral podem ser evidenciadas pela
autofluorescéncia utilizando-se uma lampada ultravioleta de 366-nm (Gould
2000). A autoflurescéncia ocorre com maior frequéncia em animais que tiveram
curso prolongado da doenca (Lemos & Riet-Correa 2007). MacAllister et al.
(1992) relataram autofluréscencia no cértex cerebral de um ovino que morreu
20 horas apés a indugdo de PEM com hidrossulfeto de so6dio. A
autofluorescéncia acontece devido a presenca de um pigmento na area de

necrose chamado lipofucsina (Machen et al. 2004).
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Os achados histopatolégicos incluem necrose laminar nas
circunvolugdes cerebrais, com separacao das substancias branca e cinzenta.
Os neurbnios apresentam citoplasma eosinofiico e podem parecer
degenerados ou enrugados. Pode haver edema pericelular, cromatélise nuclear
e vacuolizacao (Gooneratne et al. 1989, Krasicka et al. 1999, Machen et al.
2004).

Além das lesdes corticais podem ocorrer malacia e edema em estruturas
profundas do encéfalo, como mesencéfalo e talamo. Nestes casos em que ha
necrose neuronal nas estruturas mais ventrais do encéfalo, o quadro é
sugestivo de PEM ocasionada por enxofre, favorecendo a diferenciacdo da
PEM relacionada a deficiéncia de tiamina (Jeffrey et al. 1994, Low et al. 1996).

Existem outros exames que podem auxiliar no diagnostico da PEM,
como a dosagem de sulfato inorganico sérico, tomografia computadorizada,

ressonancia magnetica e potencial auditivo evocado.

O sulfato inorganico sérico pode ser determinado segundo a técnica
turbidimétrica descrita por Krijgsheld et al. (1979). Quanto maior a ingestéao
dietética de enxofre, maior a concentragcdao de sulfato inorganico no sangue
(Barreto Junior 1996). Alguns autores indicam a dosagem de sulfato inorganico
sérico, a fim de avaliar o status de enxofre nos ruminantes (Kennedy & Siebert
1972; Ortolani et al. 2001, Barreto Junior et al. 2008).

Exames complementares como a tomografia computadorizada (TC) e a
ressonancia magnética sao pouco utilizados em animais de produgao,
principalmente devido ao custo elevado, mas seu uso pode ajudar a avaliar o
tamanho das lesdes e correlacionar o local lesionado com os sinais clinicos. A
TC mostrou-se precisa para avaliar o tamanho e a localizacdo dos cistos
cerebrais em ovinos com cenurose (Gonzalo Orden et al. 1999).

A ressonancia magnética tem maior capacidade de demonstrar
diferentes estruturas no cérebro e tém facilidade em demonstrar minimas
alteracbes na maioria das doencas. Alteracdbes morfolégicas sao mais
facilmente avaliadas do que na TC (Amaro Junior & Yamashita 2001). Tsuka et

al. (2008) conseguiram detectar alteragdes no cortex cerebral de um bovino de
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2 meses de idade através do exame de ressondncia magnética e

posteriormente, o exame histopatolégico confirmou o diagnéstico de PEM.

O potencial auditivo evocado € uma técnica ndo invasiva utilizada para
detectar anormalidades neurofisiologicas nas vias auditivas periféricas e
centrais. Olkowski et al. (1990) utilizaram o teste em ovinos consumindo alto
teor de enxofre (0,63%) e detectaram anormalidades nas vias auditivas centrais
que posteriormente foram confirmadas com o exame histopatoldgico de cortes
especificos do sistema nervoso central (nicleo coclear e leminisco lateral).
Neste trabalho foram utilizados 22 animais e somente trés apresentaram sinais
clinicos leves de PEM (inapeténcia, depressdo e excitabilidade intermitente)
que cessaram em trés dias. O experimento durou 14 semanas e o teste foi
realizado na sétima e na ultima semanas sendo que as anormalidades
observadas no exame foram maiores na décima quarta semana, na maioria

dos animais.

2.8. Prognéstico e tratamento

O prognéstico quanto a vida é reservado, e depende do nivel de
comprometimento do sistema nervoso central. Em animais afetados que se

recuperam é comum a permanéncia de cegueira e de sequelas de nervos

cranianos (Sant'/Ana et al. 2009b).

Lemos & Riet-Correa (2007) sugerem a administragdo de tiamina e
dexametasona no tratamento da PEM. Porém, os efeitos benéficos da
administragdo parenteral de tiamina e corticosteréides nao séo claros (Gould
2000).

Trabalhos realizados por Gooneratne et al. (1989), Rousseaux et al.
(1991) e Olkowski et al. (1992) demonstraram que ovinos recebendo dieta com
alto teor de enxofre e suplementados com tiamina (230 a 243 mg/kg de racao)
ndo desenvolveram sinais clinicos de PEM. Enquanto, ovinos recebendo a

mesma dieta sem a suplementagdo apresentaram clinica. Um achado em
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comum em todos os animais que apresentaram sinais clinicos foi a presenca
de edema cerebral, enquanto nos animais suplementados com tiamina o
edema nao estava presente. Segundo Olkowski et al. (1992), a tiamina auxilia
na producao de ATP que é essencial para o bom funcionamento da bomba de
sédio e potédssio que regula a entrada e saida de agua no interior das células
evitando a formacao de edema e consequentemente o aparecimento de sinais

clinicos.

Outro possivel efeito benéfico da tiamina é que os metabdlitos do
enxofre, como o sulfeto e o sulfito, originam radicais livres que causam
peroxidagao lipidica e consequentemente lesées nas membranas celulares. O
tecido cerebral, por possuir alta concentragdo de lipideos seria altamente
vulneravel aos danos causados por este processo. A tiamina age removendo
os radicais livres tendo uma funcao protetora no tecido cerebral (Olkowski et al.
1992).

Segundo Radostits et al. (2007) quando ocorre melhora dos sinais
clinicos poucas horas apds a administracao de tiamina, o quadro € sugestivo
de deficiéncia da vitamina, quando o tratamento nao funciona, é indicativo de

intoxicaga@o por enxofre.

2.9. Prevencao

Remover os animais dos locais onde existam fontes com alto teor de
enxofre é uma medida de controle importante. Analisar o teor de enxofre da
racdo, forrageira e agua é necessario para prevenir doencas quando o

consumo de enxofre estd acima dos niveis tolerados (Gould 2000).

A dosagem de H.S ruminal pode identificar ovinos que consomem alto
teor de enxofre na dieta. E um teste rapido e pratico de ser realizado, sendo il
para monitorar situacoes de risco (Neville et al. 2010).



Capitulo 11



Trabalho a ser enviado para a revista Pesquisa Veterinaria Brasileira

Aspectos clinicos e laboratoriais em ovinos recebendo dieta com diferentes

niveis de enxofre visando a inducao de polioencefalomalacia

(Clinical and laboratory aspects of sheep supplemented with different levels of

sulfur in diet to induce polioencephalomalacia)

Abstract

Polioencephalomalacia (PEM) is a neuropathologic condition of ruminantes that
can be induced by a variety of factors of them excessive intake of sulfur. This
work aimed to feed sheep using a rich carbohydrate diet supplemented with
different levels of sulfur in order to induce PEM, and to perform clinical and
laboratory tests. Eighteen sheep were divided into three groups (G1, G2, and
G3) and supplemented with 0.2%, 0.9% and 1.2% sulfur in diet, respectively.
Clinical evaluation (i.e., heart rate, respiratory rate, rectal temperature and
rumen motility) and laboratory exams (i.e., ruminal hydrogen sulfide
concentration, venous gas analysis, ruminal pH, serum and liver copper
concentration, computed axial tomography, necropsy, and histopathological
examination) were performed. Rectal temperature, venous gas and ruminal pH
were within normal limits. Tachycardia and tachypnea were observed in the
three groups. Rumen motility was decreased in groups G2 and G3 when
compared with G1. The higher the sulfur intake, the lower the serum and liver
levels of copper. Increased ruminal hydrogen sulfide concentration was
detected in G2 and G3. None of the animals had clinical signs of PEM.
Computed axial tomography, necropsy, and histopathological examination of
the central nervous system showed no evidence of PEM. It is thought that other
factors are associated with excessive sulfur consumption for a PEM outbreak to

occur in sheep.



INDEX-TERMS: cerebrocortical necrosis; sulphur; ruminal hydrogen sulfide;

experimental model.
Resumo

A polioencefalomalacia (PEM) é uma doenga neurolégica que acomete
ruminantes e pode ser desencadeada por diversos fatores dentre eles o
consumo excessivo de enxofre. O presente trabalho teve como objetivo induzir
PEM em ovinos fornecendo uma dieta rica em carboidratos e com diferentes
niveis de enxofre e realizar avaliagdes clinicas e laboratoriais. Para realizagao
da pesquisa foram utilizados 18 ovinos divididos em trés grupos (G1, G2 e G3)
que receberam diferentes niveis de enxofre na dieta 0,2%, 0,9% e 1,2%
respectivamente. Exames clinicos (frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria,
temperatura retal e motricidade ruminal) e laboratoriais (concentracdo de
sulfeto de hidrogénio ruminal, hemogasometria venosa, pH do fluido ruminal,
concentragdo de cobre sérico e hepatico, tomografia computadorizada,
necropsia e histopatolégico) foram realizados. A temperatura retal,
hemogasometria venosa e pH do fluido ruminal estavam dentro dos valores de
referéncia para a espécie. Taquicardia e taquipnéia foram observadas nos trés
grupos. A motricidade ruminal estava diminuida nos grupos G2 e G3 em
relacdo ao G1. Quanto maior a ingestao de enxofre, menor foram os niveis de
cobre sérico e hepatico detectados nos ovinos. Elevados valores de sulfeto de
hidrogénio foram detectados nos grupos G2 e G3. Nenhum animal apresentou
sinais clinicos de PEM. Na tomografia computadorizada, necropsia e exame
histopatoldgico do sistema nervoso central, nenhuma alteragcdo compativel com
PEM foi observada. E provavel que algum outro fator pode estar associado ao
excesso de enxofre na dieta para que os ovinos desenvolvam PEM.

TERMOS DE INDEXAGAO: necrose cerebrocortical; enxofre; sulfeto de

hidrogénio ruminal; modelo experimental
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Introducao

O enxofre é um macro elemento que tem grande importancia na nutrigao
de ruminantes, componente dos aminoacidos metionina e cisteina, de
proteinas e de uma série de outros compostos organicos (Burgess 2008). E
essencial que a dieta de ovinos contenha entre 0,14 e 0,26% de enxofre na
matéria seca (NRC 2005). Em contrapartida, a ingestdo excessiva desse
mineral pode diminuir o ganho de peso dos animais, causar problemas
respiratorios, entéricos e polioencefalomalacia (PEM) (Alves de Oliveira et al.

1996, Bulgin et al. 1996, Kung Jr 2008).

A PEM é uma doenga neurolégica que acomete ruminantes (Jensen et
al. 1956), caracterizada por necrose cerebrocortical e posteriormente malacia
(Gould 1998). Diversos fatores estdo associados a ocorréncia da PEM (Cunha
et al. 2010). Em ovinos a doenca pode ser causada por deficiéncia ou
disturbios no metabolismo da tiamina (Jensen et al. 1956, Sant'/Ana et al.
2009a) pela intoxicacao por sal associada a privacdo de agua (Scarratt et al.
1985), pelo consumo excessivo de enxofre na dieta (Gooneratne et al. 1989) e

pela inoculagao experimental do herpesvirus bovino 5 (Silva et al. 1998).

A literatura internacional aponta o consumo excessivo de enxofre como
uma importante causa de PEM em bovinos e ovinos (Gould 2000). A doenga
em ovinos tem ocorrido em forma de surtos (Jeffrey et al. 1994, Low et al.
1996, Bulgin et al. 1996) e também tem sido induzida experimentalmente
(Gooneratne et al. 1989, Rousseaux et al. 1991, McAllister et al. 1992, Alves de
Oliveira et al 1996, Krasicka et al. 1999). Em bovinos no Brasil, a PEM
ocasionada pelo consumo excessivo de enxofre foi relatada no Rio Grande do
Sul como forma de surto (Traverso et al. 2001, Cunha et al. 2010) e foi induzida
experimentalmente no estado de Sao Paulo (Cunha et al. 2011). Em ovinos
existe apenas um surto de PEM relatado, em que os autores estimaram que os

animais estivessem consumindo excesso de enxofre na dieta, porém testes
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laboratoriais para confirmar esta hipétese nao foram realizados (Lima et al.
2005).

A PEM associada a toxicose por enxofre em ovinos, pode se manifestar
de duas formas clinicas (Lemos & Riet-Correa 2007) uma aguda caracterizada
por amaurose, agressividade, decubito, convulsdes e frequentemente morte e a
outra, subaguda, caracterizada por inapeténcia, apatia, depressao, cegueira
parcial, pressdo de cabeca contra obstaculos, andar em circulos, opistétono,
ranger de dentes, tremores e espasmos musculares, incoordenacao e ataxia
(Gooneratne et al. 1989, Rousseaux et al. 1991, McAllister et al. 1992, Jeffrey
et al. 1994, Alves de Oliveira et al 1996, Low et al. 1996, Bulgin et al. 1996,
Krasicka et al. 1999). Os animais acometidos podem apresentar um ou varios

sinais clinicos concomitantemente.

Determinar a causa da PEM em ruminantes € uma tarefa desafiadora
para os clinicos, e tem estimulado o desenvolvimento de modelos
experimentais para melhor compreensdo da doenca (Sant’Ana et al. 2009,
Cunha et al. 2011). A PEM induzida por enxofre em ovinos pode estar sendo
subestimada no Brasil, pelo desconhecimento de ferramentas que possam

auxiliar no diagnostico durante a ocorréncia de surtos.

Em bovinos a técnica de determinagdo da concentracao do sulfeto de
hidrogénio ruminal (H.S) utilizando tubos colorimétricos tem sido empregada
com sucesso para identificar rebanhos que estejam ingerindo alto teor de
enxofre na dieta (Gould et al. 1997, Cunha et al. 2010, Cunha et al. 2011). Em
ovinos, a técnica foi utilizada somente por Neville et al. (2010) que identificaram
altos niveis de HzS ruminal em ovinos consumindo alto teor de enxofre porém,

0S animais nao desenvolveram PEM.

O presente trabalho teve como objetivo induzir a PEM e realizar
avaliagdes clinicas e laboratoriais em ovinos pelo fornecimento de dieta rica em

carboidratos e com diferentes niveis de enxofre.
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Material e Métodos

Foram utilizados 18 cordeiros machos, mesticos da raca Santa Inés com
aproximadamente quatro meses de idade e peso médio de 27+3 kg. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais com
seis animais e foram mantidos em baias com 12m?, durante 111 dias de
experimento, permanecendo trés animais de um mesmo grupo em cada baia.
Uma semana antes do inicio do experimento os animais foram pesados e

vermifugados.

O protocolo de inducao de PEM foi adaptado de Cunha et al (2011) com
algumas modificagdes. O experimento foi dividido em trés fases: na fase 1
(adaptagao) os animais receberam feno de Coast-cross (Cynodon dactylon) por
14 dias. Na fase seguinte, passaram por um periodo de sete dias de transigéo
do feno para a ragao (fase 2). Na fase 3 consumiram por 90 dias uma dieta
constituida por 95% da racao experimental e 5% de feno de Coast-cross. As
sobras da racdo eram pesadas todos os dias para mensurar a porcentagem de

matéria seca ingerida pelos animais.

A ragao experimental era composta pelos seguintes ingredientes 30,8%
de casca de aveia, 18,5% de farelo de soja, 17% de amido, 17% de dextrose,
4% de 6leo de milho, 3% de uréia, 2% de bicarbonato de sédio, 2,5% de fosfato
de célcio, 0,5% de cloreto de potassio, 0,2% de 6xido de magnésio e 4,5% de
agua, com adicao das vitaminas, A 2000, D 100 e E 20 (Ul/Kg de racao)
conforme descrito por Sager et al. (1990).

Cada grupo recebeu diferentes niveis de enxofre na ragcdo experimental.
No grupo 1 controle (G1) a racdo continha 0,2% de enxofre na matéria seca
(MS). Nos grupos 2 (G2) e 3 (G3) adicionou-se a racao sulfato de sodio de
modo que as concentracdes finais de enxofre ficassem em 0,9% na MS para o

grupo 2 e 1,2% na MS para o grupo 3.

Antes do inicio do experimento foram obtidas amostras de agua, feno e
racdo para determinagdo do teor de enxofre. Amostras do feno e da ragéo
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foram submetidas a andlise bromatolégica e mineral em laboratérios

comerciais. Também realizou-se dosagem de tiamina na ragao experimental.

Durante o experimento os animais foram inspecionados quatro vezes ao
dia onde eram avaliadas possiveis alteragdes no sistema nervoso central (nivel
de consciéncia, alteracao de comportamento, postura e alteragdes no padrao
de locomocgao) no momento em que alguma alteracio fosse observada o ovino

seria submetido ao exame neuroldgico conforme descrito por Borges (2004).

Os animais foram examinados e realizou-se colheita de materiais nos
seguintes momentos: no primeiro e no décimo quarto dias da fase 1 (M1 e M2),
no sétimo dia da fase 2 (M3) e de dez em dez dias na fase 3 (M4 a M12),
totalizando 12 momentos. Em cada momento os ovinos foram submetidos ao
exame fisico e a colheita de sangue total para obtencao de soro, colheita de
sangue venoso para realizagdo de hemogasometria, colheita de liquido ruminal
para afericdo do pH e também foi dosado a concentragédo de H.S ruminal.

Nos momentos M1, M3, M5, M7, M9, M11 e M12 os animais foram
pesados. E nos momentos M1 e M3 realizou-se exame de OPG.

Para obtengcdo de soro, amostras sanguineas foram colhidas em tubos
sem anticoagulante. Apds a observagcao da retracdo do coagulo, as amostras
foram imediatamente centrifugadas e os soros resultantes foram armazenados

em tubo plastico e congelados (- 20°C) até a realiza¢cdo da dosagem de cobre.

Para determinagdo da concentracdo de H»S ruminal foi realizada
ruminocentese utilizando a técnica descrita por Cunha et al. (2011).
Inicialmente foi realizada tricotomia da fossa paralombar esquerda e
antissepsia com iodopovidona (PVPI). A puncao ruminal foi realizada no ponto
médio da porgao mais dorsal da fossa paralombar esquerda utilizando-se a
agulha do cateter intravenoso 14G. Em seguida, foi encaixado ao conector da
agulha, um equipo intravenoso com 15 cm de comprimento. A ponta cortada do
equipo adaptado foi acoplada ao tubo colorimétrico de dosagem de gas
sulfidrico, previamente inserido na bomba manual de vacuo (modelo AP-20S,
Sensidyne®). As mensuragdes foram realizadas de acordo com o manual do

fabricante da bomba de vacuo, padronizando em 100 mL de gas para valores
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entre 25 a 1.000 ppm (modelo 120 SF, Sensidyne®) e para valores de 1.000 a
40.000 ppm (modelo 120 SH, Sensidyne®) de H,S com tempo de amostragem
de 1,5 minutos.

As amostras sanguineas para realizagcdo do exame hemogasométrico
foram colhidas por venopuncdo da jugular externa, utilizando uma seringa de
1mL heparinizada, acoplada a uma agulha 30x8. O exame foi realizado com o
aparelho portatil i-STAT 1® no qual era inserido o cartucho de leitura i-STAT
EG7*®, responsavel por fornecer os resultados de pH sanguineo, pressao de
CO, sanguineo (PCOy), pressdo de O, sanguineo (PO,), excesso de bases
(BE), bicarbonato (HCOgs), total de CO, sanguineo (tCO,), saturagdo do
oxigénio (sO2), sédio (Na*), potassio (K*), célcio lonizado (iCa®*), hematécrito
(Hct) e hemoglobina (Hb).

As amostras de liquido ruminal para afericdo do pH foram colhidas
quatro horas apdés o fornecimento da racdo, utilizando-se uma bomba de
sucgao a vacuo, acoplada a um recipiente de vidro e a uma sonda oroesofagica
de siliconizada de 12 mm (Dirksen et al., 1993). Para evitar contaminagdo com
a saliva os primeiros 40 mL eram desprezados e mais 40 ml eram colhidos

para realizacdo imediata da analise (pH 100- PhTek®).

No nonagésimo dia da fase 3 (M12), quatro animais de cada grupo
foram induzidos a anestesia geral com cetamina (5 mg/kg 1.V), para posterior
intubacdo e manutencao do plano anestésico com isoflurano em circuito com
reinalagdo, usando 100% de oxigénio (Riebold 2007). Anestesiados os ovinos
foram submetidos ao exame de tomografia computadorizada contrastada do
encéfalo no Centro de Diagnéstico por Imagem da FMVZ — Unesp — Botucatu.
Foi utilizado o aparelho, Shimadsu®, modelo SCT 7800 TC.

Apb6s o exame de tomografia computadorizada todos os animais foram
sacrificados utilizando-se xilazina (0,10 mg/Kg 1.V.), tiopental sédico (8 mg/Kg
[.V.) e por ultimo cloreto de potassio. Posteriormente realizou-se necropsia

onde foram registradas as alteracées anatomopatolégicas observadas.

Para o do exame histopatoldgico foram colhidas as seguintes por¢gdes do

sistema nervoso central (SNC): cértex frontal direito e esquerdo, cértex parietal
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direito e esquerdo, cértex temporal direito e esquerdo, coértex occipital direito e
esquerdo, nucleos da base direito e esquerdo, diencéfalo, mesencéfalo,
leminisco lateral, ponte, bulbo, cerebelo e medula espinhal. As amostras foram
fixadas em formol tamponado a 10%, emblocadas em parafina e
posteriormente cortadas para confec¢cdo das laminas histolégicas que foram
coradas com Hematoxilina e Eosina para a realizagdo do exame
histopatologico, utilizando-se a classificacao sugerida por Sant'ana et al. (2009)
e Cunha et al. (2011). Foram avaliadas a presenca de necrose neuronal, gliose,
edema, tumefacao endotelial, congestdo, hemorragia, neuronofagia, manguitos
perivasculares, malacia e infilirados inflamatérios. Todas as laminas sem
identificacdo foram lidas sem identificacdo por trés patologistas com

experiéncia em neuropatologia.

Também foi colhido um fragmento de figado de cada animal para
dosagem de cobre na matéria seca. A dosagem dos niveis de cobre sérico e
hepatico foram realizados no Centro de Assisténcia Toxicologica (CEATOX) do
Instituto de Biociéncias da Unesp — Botucatu, utilizando-se a espectrometria
por absorcdo atébmica no aparelho GBC — Scientific Equipment Pty Ltda,
modelo 932 AA.

Os procedimentos realizados foram previamente aprovados pela
Camara de FEtica em Experimentacdo Animal da FMVZ/UNESP/Botucatu
(Protocolo n®127/2009-CEUA).

Analise estatistica

Os resultados obtidos em cada momento geraram médias aritméticas e
desvios padrdo que foram submetidos a andlise estatistica no programa
GraphPad InStat versdao 3.0 para Windows (GraphPad Software). Os
resultados da frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria e pH ruminal foram
avaliados por analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey. Os
resultados dos movimentos ruminais e da dosagem de sulfeto de hidrogénio

ruminal foram avaliados pelo teste Wilcoxon para comparacgdes feitas dentro de
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um mesmo grupo e o teste de Mann Whithey para comparacdes entre os
grupos. Os valores de H,S ruminal inferiores a 25 ppm foram considerados
como 24 para realizagdo da andlise estatistica. Os valores de cobre sérico nos
dois momentos aferidos foram comparados dentro do mesmo grupo pelo teste t
de Student pareado. Os valores do cobre sérico no mesmo momento entre os
grupos e os valores do cobre hepatico foram comparados pelo teste t de
Student ndo pareado. A diferenca estatistica foi considerada para p< 0,05
(Sampaio 2010).

Resultados

Os elementos fornecidos na dieta continham os seguintes niveis de
enxofre: agua 8 mg/L, feno 0,26% da MS e racao 0,2% da MS.

As andlises bromatoldgicas revelaram os seguintes resultados: feno de
Coast-cross (Cynodon dactylon) com, 89,3% de matéria seca, 10,3% de
proteina bruta, 6,2% de minerais, 81,8% de fibra detergente neutra, 40,3% de
fibra detergente acida, 4,6% de lignina e 33,5% de celulose; racao experimental
89,7% de matéria seca, 16,9% de proteina bruta, 5,0% de extrato etéreo,
12,6% de minerais, 20,7% de fibra detergente neutra, 10,4% de fibra
detergente &cida, 5,1% de lignina e 7,7% de celulose.

O teor de minerais encontrados no feno foram, 13 g/kg de nitrogénio, 1
g/kg de fésforo, 5 g/kg de potassio, 3 g/kg de célcio, 1,9 g/kg de magnésio, 9
g/kg de boro, 6 mg/kg de cobre, 189 mg/kg de ferro, 383 mg/kg de manganés e
35 mg/kg de zinco. Na racdo encontrou-se 5,3 g/kg de fésforo, 5,9 g/kg de
calcio, 3 g/kg de magnésio, 7,5 g/kg de boro, 15 mg/kg de cobre, 480 mg/kg de
ferro, 116,5 mg/kg de manganés, 146 mg/kg de zinco e 5,75 mg/kg de
molibdénio. Nao foi detectada tiamina na racao.

A quantidade de ragdo consumida pelos ovinos nos trés grupos variou

entre 3 e 3,6% do peso vivo durante todo o periodo experimental. O ganho de
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peso médio diario durante as trés fases do experimento em gramas por dia
foram: G1 469, G2 40g e G3 33g.

No grupo controle um animal morreu no sexagésimo segundo dia da
fase 3 apds desenvolver urolitiase. No exame fisico entre 0 M4 e M12 quatro
animais do grupo G1 e todos os animais do grupo G2 e G3 apresentaram em
algum momento, durante a auscultacdo pulmonar focos de crepitacdo grossa.
Durante do exame fisico a partir do M3 era possivel sentir nos grupos G2 e G3
o odor de H,S exalado pelos animais. Os ovinos dos grupos que receberam
alto teor de enxofre na dieta apresentaram a partir do M3 episodios recorrentes
de diarréia, sendo que nos animais do G3 esses episodios foram mais
frequentes. Os animais com broncopneumonia e diarréia ndo foram tratados.

Nenhum animal apresentou sinais clinicos de PEM durante o experimento.

As médias e desvios-padrdao nos diferentes momentos aferidos para
frequéncia cardiaca e frequéncia respiratéria estao apresentadas no quadro 1.
A média e desvio padrdo em cada fase da frequéncia cardiaca em batimentos
por minuto (FC bpm) para cada grupo foram: fase 1, G1 8516, G2 89+18 e G3
80+16; fase 2, G1 87+20, G2 93+13 e G3 89+26 e fase 3, G1 11519, G2

111£15 e G3 101£18, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05).

A média e desvio padrao em cada fase da frequéncia respiratéria em
movimentos por minuto (FR mpm) foram: fase 1, G1 2546, G2 26+12 e G3
2515; fase 2, G1 41119, G2 44117 e G3 42121; fase 3, G1 40123, G2 4628 e
G3 40+24. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos (p>0,05).

Os valores médios da temperatura retal aferidos em cada momento
estdo expressos no quadro 2, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.
O numero de movimentos ruminais aferidos durante cinco minutos estao
descritos no quadro 2. Na fase 3 o numero de movimentos ruminais nos
animais dos grupos G2 e G3 foram estatisticamente inferiores aos dos animais
do grupo G1 (p>0,05).

Nenhum animal apresentou quadro clinico de acidose metabdlica. O pH
sanguineo nas fases 2 e 3 teve aumento significativo em relagdo a fase 1 nos
trés grupos (p<0,05) (Fig. 1). Quando se comparou o pH sanguineo, PCOs.,
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PO,, BE, HCO3, tCO,, sOz, Na*, K*, iCa®**, Hct e Hb entre os grupos, em um
mesmo momento, ndo houve diferencga estatistica (p>0,05).

As médias e desvios padréo do pH ruminal aferidos em cada fase foram
as seguintes: fase 1, G1 7,19 =+ 0,30, G2 7,06 £ 0,40 e G3 7,11 £ 0,14; fase 2,
G1 6,61 £ 0,14, G2 6,63 + 0,21 e G3 6,81 £ 0,44; fase 3 G1 6,43 = 0,27, G2
6,20 + 0,27 e G3 6,17 = 0,26. Nao houve diferenca estatistica nos valores do

pH ruminal entre os grupos, durante as fases experimentais (p>0,05).

Os valores de H>S ruminal no grupo controle ndo mostraram diferenca
estatistica, quando comparados entre as fases 1, 2 e 3. Nos ovinos dos grupos
G2 e G3 observou-se diferenca significativa (p<0,05) entre as fases 1 e 2 e
fase 1 e 3 (Quadro 3).

Quando a comparacao foi feita entre os grupos G1 e G2 e G1 e G3,
houve diferenga significativa na fase 2 e na fase 3 (p<0,05). J4 na comparacao
feita entre os grupos G2 e G3 nao houve diferenca estatistica (p>0,05) (Quadro
3). Os valores de H,S aferidos na fase 2 e fase 3 foram cerca de 50 vezes
maiores nos grupo G2 e G3, em relagdo as mesmas fases do grupo controle
(Fig. 2).

No exame de tomografia computadorizada contrastada, nenhuma

alteracao foi observada no encéfalo dos animais.

Os resultados da dosagem de cobre sérico e hepatico estao
apresentados no quadro 4. Apesar de nao haver diferencga estatistica, quando a
comparagao entre o M1 e M12 foi realizada, dentro de cada grupo, ocorreu
uma queda nos niveis séricos de cobre no M12 (G1: 11,47%, G2: 21,90% e
G3: 36,88%). No figado a dosagem de cobre foi estatisticamente diferente (p <
0,05) entre 0 G1 e G2, G1 e G3 e G2 e G3.

Na necropsia nao foram observadas lesées macroscopicas no encéfalo,
sugestivas de PEM. Pneumonia foi encontrada em quatro animais do grupo G1
e em todos os animais dos grupos G2 e G3. Nos grupos G2 e G3 era maior a
gravidade e a intensidade das lesdées. Em cinco animais do G2 e em cinco
animais do G3 ja haviam areas de hepatizacdo pulmonar. Enterite foi

observada em quatro animais do G2 e em quatro animais do G3. No exame
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histopatoldgico das 17 regides do encéfalo, colhidas de cada animal, ndo foram

observadas lesées compativeis com PEM.

Discussao

Os resultados das analises bromatoldgica e mineral da racao fornecida
aos ovinos foram semelhantes aos obtidos por Sager et al. (1990) e Cunha et
al. (2011) que utilizaram racdo com os mesmos ingredientes e conseguiram

induzir PEM em bovinos pelo consumo excessivo de enxofre.

A quantidade de ragdo consumida pelos ovinos nos trés grupos variou
entre 3 e 3,6% do peso vivo de MS durante todo o periodo experimental,
quantidade adequada para ovinos entre quatro e sete meses de idade (NRC
2007). Porém o ganho de peso dos animais ndo foi satisfatério em nenhum
grupo, quanto maior a ingestdo de enxofre, menor foi o ganho de peso médio
diario, estando de acordo com os achados de Alves de Oliveira et al. (1996),
que forneceram dieta a base de feno e concentrado a dois grupos de ovinos,
um ingerindo alto teor de enxofre na dieta 0,63% e o outro ingerindo 0,2% de
enxofre na MS. Em nenhum dos grupos o ganho de peso foi satisfatério, no
grupo ingerindo 0,63% de enxofre registrou-se menor ganho. Kung Jr (2008)
também observou que o excesso de enxofre na dieta pode diminuir o ganho de
peso dos animais.

O confinamento pode predispor os ovinos a apresentarem doencas
respiratérias (Martin, 1996). O aumento da frequéncia respiratoria e lesdes no
tecido pulmonar sdo comuns em ruminantes ingerindo alto teor de enxofre
(Krasicka et al. 1999, Bulgin et al. 1990, Rousseaux et al. 1991, Cunha et al.
2011). Taquipnéia foi observada nos trés grupos a partir do M3, este achado foi
devido a broncopneumonia apresentada por quatro animais do G1 e por todos
0s animais dos grupos G2 e G3 durante as fases 2 e 3 e também, a racéo
fornecida era farelada, o que pode causar irritacdo as vias aéreas. A maior
gravidade nas lesbes pulmonares encontradas durante a necropsia nos

animais dos grupos G2 e G3 é explicada pelo fato de que até 60% do H,S
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eructado possa ser inalado (Bulgin et al. 1996) e a inalacao deste gas pode

lesionar o tecido pulmonar (Kung Jr 2008).

O alto teor de enxofre na dieta também pode provocar disturbios
digestorios (Bulgin et al. 1996) como a diarréia observada nos animais dos
grupos G2 e G3. A maior frequéncia dos episddios de diarréia observados nos
ovinos do G3 pode ser explicada pela acao laxativa do sulfato de sédio (Ramos
et al. 1988). A quantidade de sulfato de sédio ingerida pelos animais do G3 era
maior do que a ingerida pelos animais do G2. A enterite observada em animais
dos grupos G2 e G3 também ja foi descrita em ovinos (White 1964) e bovinos
(Gunn et al. 1987) ingerindo dieta com alto teor de enxofre.

Uma das preocupacdes no desenvolvimento de um modelo experimental
para indugao de PEM por enxofre, com dieta rica em carboidratos e pobre em
fibras, é a acidose metabdlica, apontada como um dos fatores responsaveis
por desencadear a PEM por deficiéncia de tiamina em ruminantes (Lemos &
Riet-Correa, 2007). No presente estudo esta situagdo foi monitorada pela
hemogasometria venosa e pela afericdo do pH ruminal. Nos 12 momentos
aferidos, tanto o pH sanguineo quanto o pH ruminal mantiveram-se dentro dos
valores de referéncia considerados normais para a espécie (Radostits et al.
2007) e inclusive, o pH sanguineo aumentou significativamente nas fases 2 e 3,
em relacdo a fase 1 nos trés grupos. Neste trabalho além da substituicdo
gradativa do feno pela racéo (fase 2), havia de 2% bicarbonato de so6dio na
dieta, o que segundo Damir et al. (1990) aumenta o pH sanguineo, além de
ajudar a prevenir a acidose lactica ruminal, e consequentemente a acidose

metabdlica.

Quando se comparou o pH sanguineo, PCO,, PO,, BE, HCOj3, tCO,,
sOz, Na*, K*, iCa®" entre os grupos em um mesmo momento ndo houve
diferenga estatistica, demonstrando que o alto teor de enxofre na dieta ndo

interferiu nestas variaveis.

Em bovinos o odor, de H»S exalado pelos animais, foi associado com o
inicio dos sinais clinicos de PEM (Sager et al. 1990, Gould et al. 1997). No

presente estudo, apesar de nenhum animal ter desenvolvido sinais clinicos
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durante o exame fisico a partir do M3 até o M12 era possivel sentir odor de H,S

exalado pelos animais dos grupos G2 e G3.

O elevado teor de H.S detectado nos animais dos grupos G2 e G3 a
partir da fase 2 demonstrou que a técnica também ¢é eficiente na espécie ovina
para identificar rebanhos que estejam consumindo alto teor de enxofre na dieta.
Porém, apesar dos niveis de H,S detectados estarem elevados, nenhum
animal desenvolveu quadro clinico de PEM, corroborando com Neville et al.
(2010). A técnica de dosagem de H,S ruminal foi desenvolvida por Gould et al.
(1997) e outros autores comprovaram a eficacia do teste para identificar
rebanhos de bovinos ingerindo grande quantidade de enxofre na dieta
(Loneragan et al. 1998, Cunha et al. 2010, Cunha et al. 2011). Segundo
Burgess (2008), valores de H»S ruminal acima de 500 ppm sdo toxicos para
bovinos; para ovinos este valor ainda nao foi estabelecido. Em bovinos, apés o
aumento do H,S ruminal os animais desenvolveram PEM (Gould et al. 1997),
portanto é possivel que bovinos e ovinos tenham tolerancias diferentes a os

niveis de H>S no rimen.

Um problema observado durante o experimento, na técnica de dosagem
de H.S ruminal foi que devido a repetitivas puncdes, alguns animais
desenvolveram pequenos abscessos no local puncionado. Porém para o
monitoramento de rebanhos afim verificar se esta ocorrendo a ingestdo
excessiva de enxofre o procedimento sera realizado apenas uma vez. Cunha et
al. (2011) realizaram mensuragdes seriadas em bovinos (de 4 em 4 dias,
totalizando 8 puncgdes) e ndo observaram nenhum efeito adverso no local da
puncdo. A dosagem em ovinos, assim como descrita em bovinos (Loneragan et

al. 1998), foi simples e rapida de ser realizada.

A alta concentracdo de H,S no rumen pode diminuir a motricidade
ruminal (Kandylis 1984), o que explica o numero de movimentos ruminais nos

animais dos grupos G2 e G3 estarem diminuidos em relagédo ao grupo G1.

O enxofre é um importante antagonista do cobre (Humphries et al. 1983)
e isto pode ser evidenciado pelas dosagens de cobre realizadas no soro dos
animais no M1 e M12 e no figado no M12 (quadro 4). Quanto mais enxofre na

dieta menor foram os niveis de cobre detectados nos grupos, sendo que no
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grupo 3 no M12, tanto os niveis de cobre sérico quanto hepatico estavam
abaixo do valor minimo considerado normal para a espécie ovina, que € de 0,7
ug/ml no soro e 88 ppm no figado (Pugh 2004). A razéo pela qual os niveis de
cobre sérico ndo serem significativamente menores no M12 em relagédo ao M1
pode ser explicada pelo fato do figado ter capacidade de armazenar cobre,
portanto primeiramente os niveis hepaticos de cobre diminuem, para depois

essa queda ser refletida do soro (Blakley & Hamilton 1985).

Os minerais como o cobre, zinco, ferro e molibdénio podem interferir na
toxicose por enxofre (Gould 1998). O molibdénio, o cobre e o enxofre podem se
ligar formando o cobre tiomolibdato que € insoluvel e ndo utilizavel (Vasquez et
al. 2001), assim como o cobre 0 zinco e o ferro também formam sais insolUveis
com o sulfito (Suttle 1991). Portanto, animais que estejam ingerindo dietas com
alto teor de enxofre necessitam que seja fornecida uma quantidade maior dos
outros minerais (Gould 1998). Animais que estejam ingerindo dietas com
baixos niveis de cobre também ficam mais susceptiveis a desenvolver PEM por
excesso de enxofre (Low et al. 1996). Na racao fornecida, os niveis de cobre,
molibdénio, ferro e zinco estavam dentro dos niveis recomendados para ovinos
(NRC 2005) e somente os niveis de enxofre diferia entre as ragdes, o que deixa
claro que o enxofre foi o0 responsavel pela queda nos niveis de cobre sérico e

hepéatico.

O intuito de realizar o0 exame de tomografia computadorizada nos ovinos
foi verificar, se durante a apresentag¢ao dos sinais clinicos de PEM, era possivel
identificar através da imagem o local da lesdo no encéfalo e correlacionar o
achado com os sinais clinicos apresentados pelo animal. Porém nenhum ovino
desenvolveu sinais clinicos da doenga, consequentemente, nenhuma lesao foi

observada nos animais submetidos ao exame.

O exame de tomografia computadorizada pode auxiliar no diagnéstico de
doencas neuroldgicas; a técnica ja foi empregada com sucesso no diagndstico
cenurose em ovinos (Gonzalo Orden et al. 1999). Por outro lado, o exame de
ressonancia magnética tem maior capacidade de identificar diferentes
estruturas no cérebro, além da facilidade em demonstrar minimas alteragdes

na maioria das doengas. Alteracbes morfologicas sdo mais facilmente
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avaliadas do que na tomografia computadorizada (Amaro Junior & Yamashita
2001), inclusive o exame tem auxiliado no diagnéstico de PEM em bezerros
(Tsuka et al. 2008), mas infelizmente este exame ainda ndo esta disponivel na
instituicdo onde a presente pesquisa foi realizada.

Os animais dos grupos G2 e G3 do presente estudo consumiram
elevado teor de enxofre na dieta, 0,9 e 1,2% da MS, respectivamente e
produziram grande quantidade de H>S no rimen, porém nao apresentaram
sinais clinicos de PEM. Resultados semelhantes foram obtidos por Neville et
al. (2010) que em um primeiro estudo utilizaram 240 ovinos divididos em quatro
grupos com 60 animais. Esses ovinos receberam dieta a base de restos de
graos de destilaria ricos em enxofre (0,73%). O grupo 1 serviu como controle e
os outros grupos foram suplementados com tiamina (grupo 2, 50
mg/animal/dia; grupo 3, 100 mg/animal/dia; e grupo 4, 150 mg/animal/dia); esta
dieta foi fornecida por 110 dias até os animais atingirem o peso para abate.
Nenhum animal do experimento apresentou sinais clinicos de PEM. Em um
segundo estudo utilizaram 55 animais divididos em cinco grupos, quatro grupos
receberam tratamentos iguais ao do primeiro estudo e o grupo 5 recebeu dieta
com 0,87% de enxofre e foram suplementados com 150 mg/animal/dia de
tiamina. O segundo estudo durou 112 dias € nenhum animal desenvolveu PEM.
Neste segundo trabalho realizou-se exame histopatolégico do encéfalo dos
animais e nenhuma alteragdo de PEM foi observada, apesar dos autores terem
detectado elevado teor de H.S ruminal. Edwin et al. (1968) também nao
conseguiram induzir PEM em um ovino ingerindo 9 gramas por dia de sulfato
de so6dio durante um ano. Resultados que corroboram os obtidos no presente

experimento.

Em contrapartida, outros autores conseguiram induzir PEM em ovinos,
fornecendo dieta rica em carboidratos e com niveis de enxofre inferiores aos
utilizados na presente pesquisa. Gooneratne et al. (1989) induziram PEM em
trés ovinos que consumiram dieta a base de cevada, farelo de soja e alfafa com
0,63% de enxofre na MS; o experimento durou 12 semanas e na segunda e
terceira semanas 0s animais apresentaram sinais clinicos de PEM. Rousseaux
et al. (1991) induziram PEM em sete de 22 ovinos que consumiram ragao
contendo 64% de concentrado e 36% de volumoso, com 0,63% de enxofre na
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MS durante 14 semanas, os animais apresentaram sinais clinicos entre a
terceira e a sétima semana. Alves de Oliveira et al. (1996) forneceram uma
dieta com 67% de concentrado e 33% de volumoso, com 0,6% de enxofre na
MS durante 12 semanas a quatro ovinos e um animal apresentou sinais
clinicos de PEM na sétima semana. Krasicka et al. (1999) forneceram a cinco
ovinos uma dieta com 79% de concentrado e 21% de volumoso, com 0,8% de
enxofre na MS durante 12 semanas e todos os animais apresentaram sinais

clinicos de PEM na ultima semana de experimento.

Alguns autores ndo informaram a fonte de enxofre utilizada para induzir
PEM (Gooneratne et al. 1989). Outros citam apenas que utilizaram sulfato
inorganico (Rousseaux et al. 1991). Alves de Oliveira et al. (1996) utilizaram
sulfato de amoénio (4%) associado a sulfato de sédio (0,2%) e Krasicka et al.
(1999) utilizaram sulfato de soédio (0,8%). Em um trabalho realizado por
MacAllister et al. (1992) com ovinos, a PEM foi induzida em poucas horas
através do fornecimento via sonda esofagica de hidrossulfeto de sddio, porém
este modelo experimental ndo é recomendado devido a alta toxicidade do
hidrossulfeto de sédio, também para humanos. Em bovinos, o sulfato de sédio
tem sido utilizado por vérios autores para indugao de PEM (Gould et al. 1997,
Cunha et al. 2011). Portanto, utilizamos sulfato de sédio como fonte de enxofre,

baseados nos bons resultados obtidos em pesquisas anteriores.

Nos surtos de PEM induzida por enxofre em ovinos, a morbidade variou
entre 12 e 91% (Jefrey et al. 1989, Low et al. 1996, Bulgin et al. 1996, Lima et
al. 2005). J& nos trabalhos experimentais, a morbidade variou entre 0 e 100%
(Gooneratne et al. 1989, Rousseaux et al. 1991, McAllister et al. 1992, Alves de
Oliveira et al. 1996, Krasicka et al. 1999, Neville et al. 2010). Isto demonstra
uma susceptibilidade individual dos animais em resposta a altos niveis de
enxofre na dieta. Além disso, a exigéncia de enxofre € maior em ovinos do que
em bovinos (NRC 2005), portanto, os ovinos podem ser mais resistentes que

0s bovinos quando alimentados com alto teor de enxofre.

Vale ressaltar que o teste realizado na ragdo nao detectou tiamina, o que
foi importante, pois segundo Gooneratne et al. (1989), Rousseaux et al. (1991)
e Olkowski et al. 1992) suplementar com tiamina, ovinos que estejam ingerindo



38

alto teor de enxofre na dieta, pode evitar que os animais apresentem sinais
clinicos de PEM.

Na PEM nem sempre os danos estruturais no cérebro se manifestam
como um efeito funcional; os animais podem estar acometidos e nao
apresentarem sinais clinicos (Gooneratne et al. 1989, Rousseaux et al. 1991,
Olkowski et al. 1992). Portanto, somente apdés o exame histopatolégico do
encéfalo de todos os animais ndo revelar nenhuma alteragdo, foi possivel
afirmar que a dieta com alto teor de enxofre, fornecida nas condicbes descritas
neste experimento, ndo foi capaz de induzir PEM nos ovinos. Resultados que
corroboram os obtidos por Neville et al. (2010).

Conclusoes

O protocolo utilizando dieta rica em carboidratos e com alto teor de
enxofre ndo induz PEM, apesar do alto teor de H,S ruminal detectado.
Recomendamos a utilizagdo da técnica de dosagem de H,S ruminal também
na espécie ovina para identificar rebanhos ingerindo alto teor de enxofre na
dieta. Comparando os resultados obtidos com aqueles presentes na literatura,
sugerimos que é possivel que algum outro fator ainda nido identificado precisa
estar associado ao consumo excessivo de enxofre para indugédo de PEM em

ovinos.
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Quadros

Quadro 1: Valores médios e desvios-padrao da frequéncia cardiaca em
batimentos por minuto e frequéncia respiratéoria em movimentos por

minuto dos animais nos 12 diferentes momentos aferidos durante as trés

fases experimentais.

Frequéncia cardiaca

Frequéncia Respiratoria

G1 G2 G3 G1 G2 G3

Fase 1

M1 89+19 99+15 82+ 20 27+8 29+16 26+ 4

M2 82+ 14 7916 78 £ 12 235 23+5 255
Fase 2

M3 87 +20 93+ 13 89 + 26 41 +19 44 +17 42+ 21
Fase 3

M4 117+£27  112+9 105+19 37+22 39 + 11 26+7

M5 126 +20 115+13 95+28 48 +25 51+24 49+35

Mé 119+22 118+19 10317 41+30 29+ 07 35+4

M7 119+14 104+15 98+20 43 +38 62 +35 35+ 14

M8 115£20 114+16 115+ 11 46 + 27 52+35 47+ 31

M9 103+14 11638 96 + 15 42 +23 38+16 47128

M10 110+24 104+22 98+22 34 +17 57 +49 39+19

M11 109+15 112+21 101 +15 3017 37+15 44 +37

M12 114+13 1067 99 +17 337 45+37 40+ 21
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Quadro 2: Valores médios e desvios-padrao da temperatura retal em
graus Celsius e dos movimentos ruminais em cinco minutos dos animais
dos trés grupos nos 12 diferentes momentos aferidos durante as trés
fases experimentais.

Temperatura Retal Movimentos Ruminal
G1 G2 G3 G1 G2 G3

Fase 1

M1 38,7+0,3 395+05 388+0,8 +

M2 386+06 39,1+06 39,007 812 8+2 7+3
Fase 2

M3 388+0,8 394+03 392%1,2 103 8+4 8+3
Fase 3

M4 388+06 396+05 388%1,2 1212 814

M5 39,5+0,8 394+04 39,0%0,9 10+2

Mé 388+05 395+05 39,106 8+4

M7 39,1+0,8 394+04 39,1+04 113

M8 396+04 392+04 39304 7+2

M9 388+04 39,1+02 39,1+0,6 8+3

M10 389+02 395+08 39,107 1014

M11 38,3+0,3 39,1 +1 39,3+0,7 103

M12 389+04 392%02 39,0%05 8+2 7+3 7%5
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Quadro 3. Os valores médios e desvios-padrao do sulfeto de hidrogénio ruminal
(ppm) avaliados nos ovinos durante as trés fases do protocolo de inducado de
polioencefalomalacia nos grupos G1 sem adicao de sulfato de sodio e G2 e G3

com adicao de sulfato de sadio.

G1 G2 G3
Fase 1
M1 121 £107 314 £ 267 216 + 385
M2 376 + 434 188 + 244 233+ 184
Média 249 + 329 Aa 251 + 253 Aa 225 + 288 Aa
Fase 2
M3 62 + 31 3442 + 2752 2650 + 2162
Média 62 + 31 Aa 3442 1 2752 Bb 2650 + 2162 Bb
Fase 3
M4 137 £ 107 2283 + 884 4150 + 2155
M5 91 + 152 2967 + 1368 3633 + 1693
M6 6179 4450 £ 1677 3750 £ 2770
M7 71+£76 2633 + 1606 4367 + 1571
M8 48 + 37 4900 + 219 4400 + 1490
M9 54 + 44 4467 + 2066 4883 + 1280
M10 24+0 3800 + 1442 5000 + 1517
M11 24+0 2267 + 1491 3533 + 1986
M12 24+0 2633 + 1244 3850 + 1985
Média 64 * 80 Aa 3378 + 1638 Bb 4171 + 1802 Bb

Letras maiusculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as fases do periodo
experimental e letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa (<0,05) entre os grupos.
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Quadro 4. Os resultados na matéria seca da dosagem de cobre sérico
expressos em p/ml nos momentos M1 e M12 e hepatico expressos em

ppm no M12.
G G2 G3
Soro M1 1,19+£0,22 Aa 1,23 £ 0,27 Aa 0,99 + 0,35 Aa
Soro M12 1,06 0,30 Aa 0,96 + 0,45 Aa 0,62 +0,07 Ab
Figado 197,49 £ 52,06 a 135,18 £ 26,62 b 74,86 + 18,42

Letras maiulsculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os momentos dentro
do mesmo grupo e letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa (<0,05) entre os grupos em

cada momento.
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Fig 1. Valores de pH sanguineo dos animais do G1, G2 e G3, em todas os momentos do experimento.
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Fig. 2. Médias de H.S expressas em ppm para os grupos G1, G2 e G3 em cada fase do experimento.
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Conclusoes Gerais

Nas condices em que este experimento foi realizado, o fornecimento de
dieta rica em carboidratos e com alto teor de enxofre nado induziu PEM nos

ovinos.

O excesso de enxofre na dieta causa problemas respiratérios e entéricos

nos animais.

O alto teor de enxofre na dieta associado a alta produgéo de H,S diminui

a motricidade ruminal.

A técnica de dosagem de H.S ruminal utilizando tubos colorimétricos é
rapida e simples de ser realizada e identifica animais que estejam ingerindo

alto teor de enxofre.

Quanto maior a ingestdo de enxofre menor sdo os niveis séricos e

hepaticos de cobre, detectados nos animais.

O alto teor de enxofre na dieta nao influencia nos resultados dos exames

de hemogasometria venosa e no pH ruminal de ovinos.

Faltam modelos experimentais que permitam maior entendimento da
acao do enxofre na patogenia da PEM. Comparando os resultados obtidos com
aqueles presentes na literatura, notamos que € possivel que algum outro fator
ainda néao identificado possa estar associado ao consumo excessivo de enxofre

para inducdo de PEM em ovinos.
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Tabela 1. Valores individuais da frequéncia cardiaca em batimentos por minuto dos ovinos do grupo 1 aferidas

durante o experimento e média e desvio padrao de cada momento.

Grupo 1
Momentos
Animal M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10  M11 M12
01 72 80 76 92 96 120 128 100 80 100 96 120
02 88 100 120 136 158 100 100 120 104 88 104 120
03 100 80 100 120 128 120 128 152 104 140 128 128
04 72 72 64 96 120 112 104 104 124 * * *
05 80 64 84 160 136 160 116 112 108 132 120 100
06 120 96 76 100 120 100 136 100 96 92 96 100
Média 89 82 87 117 126 119 119 115 103 110 109 114
d.p 19 14 20 27 20 22 14 20 14 24 15 13

* O animal 04 veio a 6bito no sexagésimo segundo dia da fase 3.

Tabela 2. Valores individuais da frequéncia cardiaca em batimentos por minuto dos ovinos do grupo 2 aferidas

durante o experimento e média e desvio padrao de cada momento.

Grupo 2
Momentos
Animal M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11 M12
07 80 108 80 120 120 124 88 100 112 72 120 116
08 120 60 80 96 92 100 102 108 112 108 76 96
09 92 76 100 116 128 112 104 120 120 96 100 112
10 104 80 88 112 120 100 88 96 104 96 124 104
1 88 72 96 120 112 152 120 120 128 140 132 108
12 108 76 112 108 120 120 124 140 120 112 120 100
Média 99 79 93 112 115 118 104 114 116 104 112 106
d.p 15 16 13 9 13 19 15 16 8 22 21 7

Tabela 3. Valores individuais da frequéncia cardiaca em batimentos por minuto dos ovinos do grupo 3 aferidas

durante o experimento e média e desvio padrao de cada momento.

Grupo 3
Momentos
Animal M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10  M11 M12
13 92 100 88 120 128 120 124 128 120 124 128 120
14 64 72 116 104 112 124 96 104 104 126 84 80
15 104 72 44 68 68 100 68 100 80 84 96 88
16 76 80 108 120 68 92 108 120 84 88 96 120
17 100 80 100 112 120 80 108 116 96 92 108 96
18 56 64 80 108 72 100 84 120 92 72 96 88
Média 82 78 89 105 95 103 98 115 96 98 101 99
d.p 20 12 26 19 28 13 20 11 15 22 15 17
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Tabela 4. Valores individuais da frequéncia respiratéria em movimentos por minuto dos ovinos do grupo 1

aferidas durante o experimento e média e desvio padrdao de cada momento.

Grupo 1
Momentos
Animal M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M1t M12
01 24 28 32 28 32 28 36 40 28 32 24 32
02 28 28 80 80 80 40 32 96 60 24 16 28
03 24 24 32 28 32 32 20 40 32 32 40 24
04 16 16 32 24 32 24 24 24 28 * * *
05 28 20 36 40 80 100 120 52 80 64 48 40
06 40 24 32 24 32 20 24 24 24 20 24 40
Média 27 23 1 37 48 1 43 46 42 34 30 33
d.p 8 5 19 22 25 30 38 27 23 17 13 7
* O animal 04 veio a 6bito no sexagésimo segundo dia da fase 3.
Tabela 5. Valores individuais da frequéncia respiratéria em movimentos por minuto dos ovinos do grupo 2
aferidas durante o experimento e média e desvio padrdao de cada momento.
Grupo 2
Momentos
Animal M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M1t M12
07 20 20 56 60 80 38 44 36 28 28 20 20
08 28 20 28 40 36 32 38 28 28 28 28 24
09 24 24 52 32 48 24 60 44 40 40 36 40
10 16 20 20 32 24 20 24 28 20 12 32 28
1 24 32 64 36 80 36 96 56 52 92 64 120
12 60 24 44 32 40 36 112 120 60 140 44 40
Média 29 23 44 39 51 29 62 52 38 57 37 45
d.p 16 5 17 11 24 7 35 35 16 49 15 37
Tabela 6. Valores individuais da frequéncia respiratéria em movimentos por minuto dos ovinos do grupo 3
aferidas durante o experimento e média e desvio padrdao de cada momento.
Grupo 3
Momentos
Animal M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10  M11 M12
13 32 32 48 32 96 40 40 100 100 76 120 80
14 20 20 44 28 88 36 52 28 36 44 24 32
15 28 20 32 20 16 32 20 20 32 28 32 24
16 24 20 24 20 24 40 20 28 20 28 28 32
17 28 28 24 36 48 32 48 40 44 36 28 44
18 24 28 80 20 24 32 28 68 48 24 32 28
Média 26 25 42 26 49 35 35 47 47 39 44 40
d.p 4 5 21 7 35 4 14 31 28 19 37 21
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Tabela 7. Valores individuais da temperatura retal em graus Celsius dos ovinos do grupo 1 aferidas durante o

experimento e média e desvio padrao de cada momento.

Grupo 1
Momentos
Animal M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M1t M12
01 38,7 38,8 39,0 37,9 39,5 38,6 39,9 40,0 38,6 38,8 38,3 39,5
02 38,8 39,2 40,0 39,6 40,1 39,0 39,4 40,1 39,2 38,6 38,2 38,9
03 38,1 37,6 38,8 38,9 38,8 39,0 38,0 39,6 38,6 39,2 38,0 38,8
04 38,7 38,6 37,6 38,2 39,1 38,5 38,4 39,4 38,8 * * *
05 38,9 39,0 38,6 39,2 40,8 39,4 39,5 39,6 39,5 39,1 38,8 38,9
06 39,0 38,5 38,9 38,8 38,8 38,1 39,6 39,0 38,3 38,9 38,4 38,3
Média 38,7 38,6 38,8 38,8 39,5 38,8 39,1 39,6 38,8 38,9 38,3 38,9
d.p 0,3 0,6 0,8 0,6 0,8 0,5 0,8 0,4 0,4 0,2 0,3 0,4

* O animal 04 veio a 6bito no sexagésimo segundo dia da fase 3.

Tabela 8. Valores individuais da temperatura retal em graus Celsius dos ovinos do grupo 2 aferidas durante o

experimento e média e desvio padrao de cada momento.

Grupo 2
Momentos
Animal M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10  M11 M12
07 39,3 399 39,7 40,3 398 392 398 397 390 392 393 394
08 40 38,5 39,3 39,7 392 403 395 390 39,1 39,2 384 388
09 38,8 384 39,1 38,9 39,1 388 392 393 393 390 387 391
10 39,2 39,1 39,2 392 399 398 386 386 387 39,11 38,5 392
1 39,5 39,0 39,0 39,3 390 393 393 389 391 395 388 394
12 40,0 39,6 39,8 399 396 395 397 396 392 41,0 41,1 39,4
Média 39,5 39,1 39,4 396 394 395 394 392 39,1 39,5 39,1 39,2
d.p 0,5 0,6 0,3 0,5 0,4 0,4 0,4 0,4 0,2 0,8 1,0 0,2

Tabela 9. Valores individuais da temperatura retal em graus Celsius dos ovinos do grupo 3 aferidas durante o

experimento e média e desvio padrao de cada momento.

Grupo 3
Momentos
Animal M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10  M11 M12
13 39,5 39,0 38,9 388 398 397 394 398 39,7 394 397 397
14 38,7 389 413 39,3 396 395 39,1 395 395 40,1 40,6 39,3
15 383 385 38,1 385 380 389 388 390 389 384 388 383
16 38,0 38,6 38,4 368 379 382 386 387 382 383 388 388
17 40,1 38,8 38,8 404 399 389 395 392 389 394 392 388
18 38,3 40,4 39,8 39,1 388 395 339 396 395 390 389 390
Média 38,8 39,0 39,2 38,8 39,0 39,1 39,1 39,3 39,1 39,1 39,3 39,0
d.p 0,8 0,7 1,2 1,2 0,9 0,6 0,4 0,4 0,6 0,7 0,7 0,5
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Tabela 10. Valores individuais dos movimentos ruminais em cinco minutos nos ovinos do grupo 1 aferidos

durante o experimento e média e desvio padrao de cada momento.

Grupo 1
Momentos
Animal M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M1t M12

01 8 11 6 10 9 4 10 8 10 7 14 6
02 5 7 13 12 9 4 11 6 4 8 8 7
03 8 9 14 12 12 16 14 10 12 16 12 12
04 10 8 9 14 12 6 10 6 5 * * *
05 6 8 7 12 10 8 12 6 8 8 7
06 9 7 8 10 8 8 6 8 6 10 7

Média 8 8 10 12 10 8 11 7 8 10 10 8
d.p 2 2 3 2 2 4 3 2 3 4 3 2

* O animal 04 veio a 6bito no sexagésimo segundo dia da fase 3.

Tabela 11. Valores individuais dos movimentos ruminais em cinco minutos nos
durante o experimento e média e desvio padrao de cada momento.

ovinos do grupo 2 aferidos

Grupo 2
Momentos
Animal M1 M2 M3 M4 M5 Mé M7 M8 M9 M10  M11 M12
07 6 10 14 16 6 7 8 7 8 10 10 6
08 7 8 3 7 6 4 1 6 6 12 9 12
09 5 10 6 6 6 6 5 8 8 4 10 6
10 10 10 9 6 6 6 4 4 5 3 5 6
1 8 5 6 4 1 8 4 8 8 4 6 7
12 5 5 7 6 5 5 2 7 10 4 5 4
Média 7 8 8 8 5 6 4 7 8 6 8 7
d.p 2 2 4 4 2 1 2 2 2 4 2 3

Tabela 12. Valores individuais dos movimentos ruminais em cinco minutos nos

durante o experimento e média e desvio padrao de cada momento.

ovinos do grupo 3 aferidos

Grupo 3
Momentos
Animal M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M1t M12
13 10 8 12 6 8 8 7 8 4 4
14 10 14 6 12 4 4 4 8 10 6
15 1 3 8 14 7 8 5 8 10 12 16
16 12 10 7 10 6 5 5 9 8 9 4 6
17 6 6 7 8 7 6 5 10 8 8 3
18 10 5 8 6 5 7 4 6 7 4 5 7
Média 7 7 8 9 8 7 6 7 8 8 7 7
d.p 3 3 3 3 4 2 2 2 2 2 3 5
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Tabela 13. Valores individuais do pH ruminal dos ovinos do grupo 1 aferidos durante o experimento e média e

desvio padrao de cada momento.

Grupo 1
Momentos
Animal M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10  M11 M12
01 7,05 6,62 6,67 6,05 644 570 667 649 657 644 699 6,71
02 7,07 6,90 6,72 6,06 637 640 644 6,14 650 654 6,64 6,29
03 734 7,11 6,60 6,40 6,61 6,57 645 633 665 582 6,11 6,50
04 7,70 7,01 6,60 6,18 6,33 597 647 6,14 6,35 * * *
05 7,62 7,17 6,75 6,17 6,71 6,08 622 625 652 688 689 651
06 7,48 7,27 6,35 6,23 655 664 666 659 674 683 690 6,67
Média 7,38 7,01 6,62 6,18 6,50 6,23 6,49 6,32 6,56 650 6,71 6,54
d.p 0,27 0,23 0,14 0,13 o015 037 0,17 019 0,13 042 036 0,17

* O animal 04 veio a 6bito no sexagésimo segundo dia da fase 3.

Tabela 14. Valores individuais do pH ruminal dos ovinos do grupo 2 aferidos durante o experimento e média e

desvio padrao de cada momento.

Grupo 2
Momentos
Animal M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11 M12
07 7,15 7,80 6,91 6,14 568 640 6,19 594 623 650 6,10 6,52
08 7,36 6,64 6,33 5,93 571 6,24 6,58 6,35 6,53 6,16 6,54 6,78
09 7,43 7,13 6,81 6,056 562 582 599 592 6,51 6,03 6,29 6,51
10 6,69 6,98 6,62 6,23 6,26 6,50 6,07 6,05 6,49 6,17 6,38 6,58
1 6,91 6,51 6,64 6,41 5,96 5,81 5,98 6,35 6,20 5,95 5,98 6,44
12 7,43 6,80 6,47 6,24 5,81 5,92 6,04 6,68 6,64 6,20 6,23 6,37
Média 7,16 6,95 6,63 6,17 5,84 6,12 6,14 6,22 6,43 6,17 6,25 6,53
d.p 0,31 0,51 0,21 0,17 0,24 0,30 0,23 0,30 0,18 0,19 0,20 0,14

Tabela 15. Valores individuais do pH ruminal dos ovinos do grupo 3 aferidos durante o experimento e média e

desvio padrao de cada momento.

Grupo 3
Momentos
Animal M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10  M11 M12
13 7,18 7,13 7,09 6,40 575 6,24 635 588 605 602 589 564
14 6,97 7,32 6,93 6,10 584 589 655 622 646 6,31 6,63 6,40
15 7,24 7,08 7,30 6,64 620 603 642 620 640 625 640 6,14
16 7,056 7,13 6,10 575 6,20 579 580 566 623 622 6,08 588
17 727 7,10 6,47 6,01 6,53 6,08 6,00 605 624 6,51 6,22 6,26
18 7,03 6,80 6,98 6,02 652 6,16 597 603 655 635 667 526
Média 712 7,11 6,81 6,18 6,17 6,03 6,18 6,01 6,32 6,28 6,32 6,10
d.p 0,12 0,12 0,44 0,31 0,33 0,177 0,30 0,21 0,18 0,16 0,31 0,28
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Tabela 16. Valores individuais do sulfeto de hidrogénio ruminal (H.S) em ppm dos ovinos do grupo 1 aferidos

durante o experimento e média e desvio padrao de cada momento.

Grupo 1
Momentos
Animal M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10  M11 M12

01 300 1060 100 225 400 50 24 24 24 24 24 24
02 110 720 50 50 24 220 24 24 55 24 24 24
03 80 380 50 90 24 24 24 100 25 24 24 24
04 190 24 100 130 24 24 220 24 30 * * *
05 24 50 50 24 24 24 75 90 140 24 24 24
06 24 24 24 300 50 24 60 24 50 24 24 24

Média 121 376 62 137 91 61 7 48 54 24 24 24
d.p 107 434 31 107 152 79 76 37 44 0 0 0

* O animal 04 veio a 6bito no sexagésimo segundo dia da fase 3.

Tabela 17. Valores individuais do sulfeto de hidrogénio ruminal (H.S) em ppm dos ovinos do grupo 2 aferidos

durante o experimento e média e desvio padrao de cada momento.

Grupo 2
Momentos
Animal M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11 M12
07 350 640 2350 2500 1800 4500 5200 4500 7500 5000 1200 3000
08 200 300 2100 3000 2100 3000 1100 5000 1500 2000 4800 4500
09 100 80 9000 3500 4900 5100 3500 5000 5500 4000 1100 1500
10 460 40 1800 1200 3500 2000 3000 4800 4500 4800 3000 2800
1 750 25 2400 1500 1500 5600 1000 5100 3000 5000 2500 1000
12 24 40 3000 2000 4000 6500 2000 5000 4800 2000 1000 3000
Média 314 188 3442 2283 2967 4450 2633 4900 4467 3800 2267 2633
d.p 267 244 2752 884 1368 1677 1606 219 2066 1442 1491 1244

Tabela 18. Valores individuais do sulfeto de hidrogénio ruminal (H.S) em ppm dos ovinos do grupo 3 aferidos

durante o experimento e média e desvio padrao de cada momento.

Grupo 3
Momentos
Animal M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10  M11 M12
13 1000 240 1000 6000 6000 5500 6000 4000 7000 6000 5000 7000
14 24 50 1000 1100 3000 2000 4500 2500 4900 4500 600 1300
15 24 250 500 3500 4000 1000 3000 6000 3000 5000 5000 3800
16 100 550 4900 4500 5000 7500 3200 4900 4900 7000 5100 5000
17 50 260 3000 2800 1500 1000 6500 4500 4500 2500 4000 2500
18 100 50 5500 7000 2300 5500 3000 5000 5000 5000 1500 3500
Média 216 233 2650 4150 3633 3750 4367 4400 4883 5000 3533 3850
d.p 385 184 2162 2155 1693 2770 1571 1490 1280 1517 1986 1985
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Normas para envio de trabalhos a revista Pesquisa Veterinaria Brasileira
INSTRUCOES AOS AUTORES

Os trabalhos para submissao devem ser enviados por via
eletrénica, através do e-mail <jurgen.dobereiner@terra.com.br>, com os
arquivos de texto na versao mais recente do Word. Havendo necessidade
(por causa de figuras “pesadas”), podem ser enviados em CD pelo
correio,com uma via impressa, ao Dr. Jirgen Dobbereiner, Revista
PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA, Caixa Postal 74.591, Seropédica,
RJ 23890-000. Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda nao
publicados e ndo considerados para publicagdo em outra revista.

Para abreviar sua tramitacao e aceitacao, os trabalhos sempre
devem ser submetidos conforme as normas de apresentacao da revista
(www.pvb.com.br) e 0 modelo em Word (PDF no site). Os originais
submetidos fora das normas de apresentacao, serao devolvidos aos
autores para a devida adequacao.

Apesar de nao serem aceitas comunicagdes (Short communications) sob
forma de “Notas Cientificas”, ndo h& limite minimo do numero de péginas do
trabalho enviado, que deve, porém, conter pormenores suficientes sobre os
experimentos ou a metodologia empregada no estudo. Trabalhos sobre
Anestesiologia e Cirurgia serao recebidos para submissao somente os da area
de Animais Selvagens.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos
emitidos nos trabalhos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria
Cientifica, reserva-se o direito de sugerir ou solicitar modificacbes
aconselhaveis ou necessarias. Os trabalhos submetidos sédo aceitos através
daaprovagao pelos pares (peer review).

NOTE: Em complementacao aos recursos para edicao da revista
(impressa e online) e distribuicao via correio é cobrada taxa de
publicacao (page charge) no valor de R$ 120,00 por pagina editorada e
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impressa, na ocasiao do envio da prova final, ao autor para

correspondéncia.

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em Titulo,
ABSTRACT, RESUMO, INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS,
RESULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinacdo destes dois
tltimos), Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o conteudo do trabalho;
pormenores de identificacdo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E
METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar os nomes, tanto
para facilitar sua identificacao cientifica, como para as citacdes bibliograficas.
Em muitos casos isto significa manter o primeiro nome e o ultimo sobrenome e
abreviar os demais sobrenomes: Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve
Paulo V. Peixoto ou Peixoto P.V.; Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin
Riet-Correa ou Riet- Correa F.; Silvana Maria Medeiros de Sousa Silva poderia
usar Silvana M.M.S. Silva, inverso Silva S.M.M.S., ou Silvana M.M. Sousa-
Silva, inverso, Sousa-Silva S.M.M., ou mais curto, Silvana M. Medeiros-Silva, e
inverso, Medeiros-Silva S.M.; para facilitar, inclusive, a moderna indexacao,
recomenda-se que os trabalhos tenham o maximo de 8 autores;

c) o ABSTRACT devera ser apresentado com os elementos
constituintes do RESUMO em portugués, podendo ser mais explicativos para
estrangeiros. Ambos devem ser seguidos de “INDEX TERMS” ou “TERMOS
DE INDEXAGAOQ?”, respectivamente;

d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi
feito e estudado, indicando a metodologia e dando os mais importantes
resultados e conclusdes. Nos trabalhos em inglés, o titulo em portugués deve
constar em negrito e entre colchetes, logo apos a palavra RESUMO;

e) a INTRODUGAO deve ser breve, com citacdo bibliogréfica especifica
sem que a mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicacao do

objetivo do trabalho;
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f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que
permitam a repeticdo do trabalho por outros pesquisadores. Na
experimentacdo com animais, deve constar a aprovacdo do projeto pela
Comissao de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentagéo concisa dos dados
obtidos. Quadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando,
sempre que indicado, médias de vérias repeticdes. E conveniente, as vezes,
expressar dados complexos por graficos (Figuras), ao invés de apresenta-los
em Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da
literatura. Nao convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos
futuros, de modo a evitar uma obrigacao do autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados
apresentados no trabalho;

j) Agradecimentos devem ser sucintos e nao devem aparecer no texto ou
em notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluird a bibliografia citada no
trabalho e a que tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser
ordenada alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando- se 0s
nomes de todos os autores, em caixa alta e baixa (colocando as referéncias em
ordem cronolégica quando houver mais de dois autores), o titulo de cada
publicacdo e, abreviado ou por extenso (se tiver duvida), o nome da revista ou
obra, usando as instru¢des do “Style Manual for Biological Journals” (American
Institute for Biological Sciences), o “Bibliographic Guide for Editors and Authors”
(American Chemical Society, Washington, DC) e exemplos de fasciculos ja
publicados (www.pvb.com.br).

2. Na elaboracao do texto deverao ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de
apresentacao de fasciculos recentes da revista e do modelo constante do
site sob “Instrucées aos Autores” (www.pvb.com.br). A digitalizagcdo deve
ser na fonte Cambria, corpo 10, entrelinha simples; a pagina deve ser no

formato A4, com 2cm de margens (superior, inferior, esquerda e direita), o
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texto deve ser corrido e ndo deve ser formatado em duas colunas, com as
legendas das figuras e os Quadros no final (logo apés as REFERENCIAS). As
Figuras (inclusive gréaficos) devem ter seus arquivos fornecidos separados do
texto. Quando incluidos no texto do trabalho, devem ser introduzidos através
da ferramenta “Inserir” do Word; pois imagens copiadas e coladas perdem as
informagbes do programa onde foram geradas, resultando, sempre, em ma
qualidade;

b) a redacdo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto
quanto possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para
notas de rodapé serdo numeros arabicos colocados em sobrescrito apos a
palavra ou frase que motivou a nota. Essa numeragao sera continua por todo o
trabalho; as notas serdo langcadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo
sinal de chamada. Todos os Quadros e todas as Figuras serdo mencionados
no texto. Estas remissdes serdo feitas pelos respectivos nimeros e, sempre
que possivel, na ordem crescente destes. ABSTRACT e RESUMO serédo
escritos corridamente em um sé paragrafo e nao deverdo conter citagdes
bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco
profissional completo de todos os autores e o e-mail do autor para
correspondéncia, bem como e-mails dos demais autores (para
eventualidades e confirmacao de endereco para envio do fasciculo
impresso);

d) siglas e abreviac6es dos nomes de instituicdes, ao aparecerem pela
primeira vez no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do
nome por extenso;

e) citagbes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”;
trabalhos de até trés autores serao citados pelos nomes dos trés, e com mais
de trés, pelo nome do primeiro, seguido de “et al.”, mais o ano; se dois
trabalhos ndo se distinguirem por esses elementos, a diferenciacao sera feita
através do acréscimo de letras minusculas ao ano, em ambos. Trabalhos nao
consultados na integra pelo(s) autor(es), devem ser diferenciados,
colocando-se no final da respectiva referéncia, “(Resumo)” ou“ (Apud
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Fulano e o ano.)”; a referéncia do trabalho que serviu de fonte, sera
incluida na lista uma s6 vez. A mencao de comunicacao pessoal e de dados
ndao publicados é feita no texto somente com citacdo de Nome e Ano,
colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais, como a Instituicao de
origem do(s) autor(es). Nas citacdes de trabalhos colocados entre parénteses,
nao se usara virgula entre o nome do autor e o ano, nem ponto-e-virgula
apos cada ano; a separagao entre trabalhos, nesse caso, se fara apenas por
virgulas, exememplo: (Christian & Tryphonas 1971, Priester & Haves 1974,
Lemos et al. 2004, Krametter Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS dever4 ser apresentada isenta do uso de
caixa alta, com os nomes cientificos em itdlico (grifo), e sempre em
conformidade com o padrdao adotado nos ultimos fasciculos da revista,
inclusive quanto a ordenagéo de seus varios elementos.

3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletrénica. Quando as fotos forem
obtidas através de cameras digitais (com extensao “jpg”), os arquivos deverao
ser enviados como obtidos (sem tratamento ou alteragcdes). Quando obtidas em
papel ou outro suporte, deverdo ser anexadas ao trabalho, mesmo se
escaneadas pelo autor. Nesse caso, cada Figura serd identificada na margem
ou no verso, a traco leve de lapis, pelo respectivo nimero e o nome do autor;
havendo possibilidade de duvida, deve ser indicada a parte inferior da figura
pela palavra “pé”. Os graficos devem ser produzidos em 2D, com colunas em
branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convengdes
adotadas sera incluida preferentemente, na area da Figura; evitarse- & 0 uso
de titulo ao alto da figura. Fotografias deverdo ser apresentadas
preferentemente em preto e branco, em papel brilhante, ou em diapositivos
(“slides”). Para evitar danos por grampos, desenhos e fotografias deverao ser
colocados em envelope. Na versdo online, fotos e graficos poderdo ser
publicados em cores; na versao impressa, somente quando a cor for elemento

primordial a impressao das figuras podera ser em cores.
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4. As legendas explicativas das Figuras conterao informagdes suficientes
para que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas, com
independéncia do texto) e serao apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deverao ser explicativos por si mesmos e colocados no final
do texto. Cada um tera seu titulo completo e sera caracterizado por dois tracos
longos, um acima e outro abaixo do cabecalho das colunas; entre esses dois
tragos podera haver outros mais curtos, para grupamento de colunas. Nao ha
tracos verticais. Os sinais de chamada serao alfabéticos, recomecando,
se possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdo langadas logo abaixo

do Quadro respectivo, do qual serdao separadas por um traco curto a esquerda.
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