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Resumo

CAGNINI, D.Q. Avaliacdo histopatologica, imunoistoquimica e deteccao
molecular do DNA viral no sistema nervoso central de bovinos inoculados
experimentalmente com o herpesvirus bovino 5. Botucatu, 2011. 107p.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

A meningoencefalite herpética bovina € uma infec¢éo viral do SNC causada
pelo BoHV-5, um virus DNA de fita dupla, envelopado, pertencente a familia
Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae. A meningoencefalite acomete
principalmente animais jovens, ocorrendo principalmente em forma de surtos
de casos isolados ou de surtos com morbidade baixa e letalidade € alta. A
doenca ndo possui carater sazonal e nem predilecdo por raca ou sexo. Surtos
de meningoencefalite por BHV-5 tém sido relatados apds algumas praticas de
manejo, todas associadas a situacfes de estresse. O diagndstico final baseia-
se nos achados clinicos, epidemiolégicos, macro e microscépicos e o
isolamento viral associado a técnicas como imunoperoxidase, restricdo da
endonuclease e PCR. Entrentanto, o isolamento viral nem sempre é possivel
devido a distancia das fazendas e ao tempo entre a morte dos animais e a
coleta das amostras. Nestes casos a imunoistoquimica e a PCR sédo
ferramentas diagnosticas U(teis. Além disso, estas técnicas permitem o
diagnostico a partir de tecido fixado em formol e incluido em parafina. O
objetivo deste trabalho foi descrever as alteracBes histopatologicas nas
diferentes regides do sistema nervoso central de bovinos infectados
experimentalmente pelo BoHV-5 e relacionar a intensidade e o tipo das lesées
encontradas com os resultados da PCR e da imunoistoquimica (IHQ) para
deteccdo do BoHV-5. Para isso, blocos de parafina do sistema nervoso central
de seis bovinos provenientes de animais inoculados experimentalmente pelo
BoHV-5 foram avaliados microscopicamente e pelas técnicas da IHQ e da
PCR. Todos o0s animais apresentaram alteracBes histopatoldgicas de
meningoencefalite ndo supurativa, com intensidade variavel entre as areas e 0s
animais, sendo que as regides do cortex cerebral apresentaram alteractes
microscopicas mais acentuadas. Das 108 areas analisadas, 32,41% e 35,19%
foram positivas para a imunoistoquimica e para a PCR, respectivamente. As
areas com maiores intensidades de lesdes histopatoldgicas, foram mais
positivas na IHQ e na PCR. Estes resultados contribuem para o conhecimento
da distribuicdo das lesbes causadas pelo BoHV-5 no SNC de bovinos e
demonstram que a PCR e a imunoistoquimica podem ser utilizadas no
diagnostico definitivo da meningoencefalite ndo-supurativa pelo BoHV-5.

Palavras-chave: doencas de bovinos, herpesvirus bovino, BoHV-5,
meningoencefalite, neuropatologia.
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Abstract

CAGNINI, D.Q. Histopathological evaluation, immunohistochemistry and
molecular detection of viral DNA in the central nervous system of cattle
experimentally infected with bovine herpesvirus 5. Botucatu, 2011. 107p.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Bovine meningoencephalitis is a viral  infection caused by BHV-5, a  double-
stranded DNA and enveloped virus, that belongs to the Herpesviridae family,
subfamily Alphaherpesvirinae. Meningoencephalitis mainly occurs in young
animals, causing individual deaths or outbreaks with low morbidity and high
mortality. The disease has no seasonal character or predilection for breed or
gender. Outbreaks of meningoencephalitis have been reported associated with
stressful factors like weaning, vaccinations, transport, changes in feeding. The
final diagnosis is based on clinical, epidemiological, gross and microscopic
findings and virus isolation associated with others techniques like
immunoperoxidase, endonucleases restricion and PCR. Wherever, virus
isolation is no always possible due the distance of farms and time from animal
death to the samples collection. Immunohistochemistry and PCR are better
diagnostic tools in this cases. Besides this two techniques could be used in
formalin-fixed, paraffin-embedded tissues. The aim of this study was to describe
the histological changes in the CNS of BHV-5 experimentally infected calves
and associate it with the PCR and IHC results. For this purpose, formalin-fixed,
paraffin-embedded CNS tissue from previously BHV-5 inoculated calves
(Cunha, 2010) were microscopically evaluated and were tested by
immunohistochemistry (IHC) and polymerase chain reaction (PCR). All animals
presented non-suppurative meningoencephalitis that had variable distribution
among the cases and among the various sections of brain regions in each case.
The cerebral cortex had more accentuated lesions. From 108 evaluated areas,
32.41% and 35.19% were positives by IHC and PCR, respectively. The IHQ and
PCR positive areas had more accentuated microscopic lesions. These findings
extend the knowledge about the BHV-5 distribution in the CNS of calves and
show that IHC and PCR could be useful in the diagnosis of BHV-5 non-
suppurative meningoencephalitis.

Keywords: diseases of cattle, bovine herpesvirus, BoHV-5,
meningoencephalitis, neuropathology.
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Introdugdo

1. Introducéo

As doencas que afetam o sistema nervoso central (SNC) dos bovinos
possuem grande importancia na medicina veterindria devido a fatores
econdmicos e de salde publica. Estas encontram na raiva bovina a sua
representante  mais prevalente e de maior importancia no ambito
socioeconébmico. Apenas no ano de 2009, foram diagnosticados
aproximadamente 800 casos de raiva bovina no Brasil (SVS, 2010). Estima-se
gue anualmente cerca 55.000 pessoas morrem por casos de raiva no mundo.
Acrescentado a perda social, estima-se que estes casos representam uma
perda de aproximadamente US$ 583.5 milhGes de dolares anuais (Knobel et
al., 2005). Além da raiva, a encefalopatia espongiforme bovina (BSE) e a sua
associagcdo com a variante da doenga Creutzfeldt-Jakob (vCJD) em humanos,
aumentou a importancia social e econdémica das doencas do SNC dos bovinos,
pois além de causar sérios embargos comerciais e consequentes perdas
econdmicas, é invariavelmente fatal.

No entanto, existem outras doencas do SNC de bovinos que causam
perdas econdmicas e sao importantes diagnosticos diferenciais da raiva e da
BSE. Dentre elas, destacam-se algumas doencas inflamatérias como:
meningoencefalite causada pelo herpesvirus bovino 5 (BoHV-5); febre catarral
maligna (FCM); doenca de Aujeszky; listeriose; e doengas degenerativas como
a polioencefalomalacia (PEM). Como diagnéstico diferencial de raiva e BSE
ainda podem ser citadas a encefalopatia hepética, que apesar de néo
apresentar lesdes inflamatérias pode ser clinicamente semelhante a raiva, e
doencas causadas por protozoarios, destacando-se a babesiose cerebral.
Clinicamente, estas enfermidades ndo podem ser diferenciadas da raiva, sendo
necessario o uso de exames laboratoriais antes e apds a morte dos animais
para determinar o agente etiolégico envolvido em cada caso. Por isso, 0s
laboratorios devem estar aptos a realizar o diagnéstico diferencial das
encefalopatias que acometem os bovinos.

O BoHV-5 é um virus DNA de fita dupla, envelopado, membro da familia
Herpesviridae, da subfamilia Alphaherpesvirinae e do género Varicellovirus
(Franco e Roehe, 2007; Del Médico Zajac et al., 2009). A doenca causada pelo

BoHV-5 acomete principalmente animais jovens, podendo também afetar




17
Introdugdo

animais adultos, ocorrendo em forma de surtos ou de casos isolados.
Geralmente apresenta morbidade baixa e letalidade alta. O aparecimento de
casos de meningoencefalite herpética geralmente esta associado a situacoes
de estresse, como desmame, transporte, vacinacfes, castracfes, troca de
pastos, mudancas na alimentacdo ou intempéries. Acredita-se que isto diminui
a imunidade dos animais e facilita a replicacéo viral, causando a doenca.

O diagnostico ante-mortem ¢é dificil de ser estabelecido, visto que néo
existem sinais patognomonicos da enfermidade, a qual pode ser confundida
com outras encefalopatias. No entanto, os achados clinicos e epidemiolégicos,
associados a analise do liquido cefalorraquidiano (LCR) podem auxiliar o
diagnéstico de encefalite viral. Apesar da sensibilidade da PCR néo ser alta na
avaliacdo do LCR para BoHV-5, esta pode ser uma ferramenta Gtil na tentativa
de realizar o diagnostico definitivo no animal vivo.

O diagnostico post-mortem com o auxilio de métodos laboratoriais €
fundamental. A necropsia, as lesdes macroscépicas podem ser discretas, como
avermelhamento de leptomeninges ou mais evidentes, como malacia do cortex
cerebral. Histologicamente podem ser encontrados diferentes graus de
meningoencefalite ndo supurativa com presenca de manguitos perivasculares
composto por células mononucleares, infiltrados inflamatério mononuclear,
necrose neuronal, edema, tumefacéo de células endoteliais e gliose. Em alguns
casos pode haver malacia da substancia cinzenta do cortex cerebral e
corpusculos de inclusdo intranucleares (Cl) em astrécitos e neurbnios. O
diagnéstico histopatolégico pode ser considerado conclusivo apenas na
presenca dos corpusculos de inclusdo. A presenca do Cl € muito variavel e a
auséncia destes ndo exclui o diagnéstico doenga por BoHV-5. Além disto, 0
diagnostico definitivo pode ser realizado pelo isolamento viral associado as
técnicas de imunoperoxidase (IPX), imunofluorescéncia indireta (IFA) ou ao uso
de enzimas de restricdo para confirmar a infeccdo pelo BoHV-5. Contudo,
muitas vezes as amostras nao estao adequadas para o cultivo celular, podendo
obter um resultado falso-negativo. Nestes casos, as técnicas de
imunoistoquimica com o uso de anticorpos monoclonais e da reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) apresentam-se como melhores alternativas para se obter
o diagndstico positivo para BoHV-5.

O objetivo deste trabalho € descrever e comparar a intensidades das
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alteracdes histopatologicas nas diferentes regibes do SNC de bovinos
infectados experimentalmente pelo BoHV-5, relacionando com a presenca ou
auséncia de sinais clinicos. Além disto, relacionar a intensidade e o tipo das
lesbes observadas no exame histopatolégico com os resultados da PCR e da
imunoistoquimica para deteccdo do BoHV-5. Para isto, foram utilizados os
blocos de parafina do sistema nervoso central de 6 bovinos que foram

previamente inoculados pelo BoHV-5 por Cunha (2010).
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2. Revisao de literatura

2.1 Historico

Devido a similaridade da morfologia viral, dos efeitos citopaticos em
cultura celular e das propriedades antigénicas entre o BoHV-1 e BoHV-5, este
altimo continuou sendo considerado como a variante neuropatogénica BoHV-1
até o inicio da década de 1990 (Rissi et al., 2007, Delhon et al., 2003). No
entanto, as diferencas moleculares e antigénicas apresentadas entre as
estirpes permitiram que o BoHV-5 fosse reconhecido como um virus distinto
pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus no ano de 1992 (Roizman et
al., 1992).

2.2 Caracteristicas do virus

A familia Herpesviridae possui cerca de 200 espécies de virus isoladas
de varios animais (Franco e Roehe, 2007; Sa & Silva, 2009). A familia
Herpesviridae € composta por trés subfamilias de acordo com suas
caracteristicas bioldgicas: a Alphaherpesvirinae, onde estdo alocados os
principais herpesvirus associados a doencas em bovinos, o BoHV-1, o BoHV-5,
Herpesvirus bovino 2 (BoHV-2), o Herpesvirus suino 1 (SuHV-1) (Spilki et al.,
2004; Groff et al., 2005; Franco e Roehe, 2007); a Betaherpesvirinae, a qual
abriga importantes patégenos humanos e alguns herpesvirus de primatas nao-
humanos e roedores; e a Gammaherpesvirinae, onde estdo abrigados o
Herpesvirus ovino 2 (OvHV-2) e o Herpesvirus alcelaphine 1 (AIHV-1)
causadores da febre catarral maligna em bovinos, associada aos ovinos e aos
alces, respectivamente (Rech et al., 2005). Os alfaherpesvirus apresentam um
ciclo de replicacdo rapido e litico tanto in vitro quanto in vivo (Franco e Roehe,
2007) e podem infectar células epiteliais e algumas células do sistema nervoso
(Roizman et al., 1992).

O BoHV-5 é um virus DNA fita dupla, envelopado pertencente a familia
Hespesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae e ao género Varicellovirus. Os
virions sdo formados pelo nucleo (ou core), capsideo, tegumento, envelope e
seus formatos variam entre esféricos, quando o envelope esta intacto, e em
formato de "ovo frito", quando o envelope esta danificado. O nucleo contém o

genoma viral conjugado com algumas proteinas codificadas pelo virus (Franco
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e Roehe, 2007). O capsideo possui formato icosaédrico, com diametro
aproximado de 100 nm, formado por 12 capsémeros pentaméricos e 150
hexaméricos, envoltos por um material amorfo denominado tegumento
(Roizman et al.,, 1992; Franco e Roehe, 2007). O tegumento € a camada
protéica que preenche o espaco entre o capsideo e o envelope. O envelope
viral possui entre 10 e 12 glicoproteinas inseridas na camada lipidica, que
possuem papel fundamental nas interacdes entre os virions e as células
hospedeiras (Schwyzer e Ackermann, 1996).

As (glicoproteinas desempenham func¢des importantes, incluindo a
ligacdo a receptores celulares, fusdo, penetracdo e transporte das particulas

virais entre as células (Franco e Roehe, 2007).

2.2.1 Genoma

O BOHV-5 possui 138.390 pares de base (pb) e com 75% de conteudo
GC (Guanina e Citosina) na composicdo do seu material genético. O virus
possui duas sequéncias Unicas, denominadas de regido longa (UL), a qual
possui 104.054 pb e regido curta (US), com 9.548 pb. (Delhon et al., 2003).

2.2.2 Replicacao

Os alphaherpesvirus apresentam dois ciclos replicativos: a infeccéo
aguda (ciclo litico) e a infeccdo latente. O primeiro ocorre principalmente nas
células da mucosa nasal e, provavelmente, também nos neurbnios. Na
infeccdo aguda hd uma grande expressdo de todos os genes virais, com
replicagdo do genoma e producado de progénie viral (Franco e Roehe, 2007). J&
a infeccdo latente ocorre principalmente em neurbnios sensoriais e
autondmicos. Neste caso, ap0s penetrar no nucleo da célula-alvo, o virus
interrompe o ciclo replicativo, podendo permanecer inativo ou eventualmente
ser reativado em situacbes de estresse ou tratamento com corticosterodides
(Claus et al., 2002). Neste momento ndo ha expressdo génica significativa
(Franco e Roehe, 2007). A auséncia de replicagéao viral resultara na auséncia
de sinais clinicos, tornando dificil a caracterizacdo clinica da infeccado pelo
BoHV-5 (Franco e Roehe, 2007).

O ciclo replicativo é iniciado pela interacdo dos virions com o0s

receptores da membrana plasmatica das células-alvo. Nesta etapa, as
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glicoproteinas B, C e D, assistidas pelo co-receptor HveA, sdo responsaveis
pela ligagéo, fusdo e adsorcdo dos virions a membrana plasmética, permitindo
a entrada desses nas células. ApOs esta etapa, 0 nucleocapsideo €
transportado até os poros nucleares onde ocorre a sua desintegracdo e
liberacdo do material genético para o nucleo da célula (Franco e Roehe, 2007).
No nucleo ocorrerd a replicacdo viral e a aquisicdo do nucleocapsideo, que
sera produzido no citoplasma e transportado ao ndcleo. A aquisicdo do
envelope ocorrera pela passagem através da membrana nuclear ou do

complexo de Golgi (Franco e Roehe, 2007).

2.3. Epidemiologia

A meningoencefalite causada por BoHV-5 foi descrita em varios locais
do mundo, como Austrélia (Johnston et al., 1962), Estados Unidos da América
(d'Offay et al., 1995; Ely et al., 1996), Argentina (Perez et al., 2003; Valera et
al., 2000), Colombia (Pedraza et al., 2010) e Europa (Bartha et al., 1969).

No Brasil, depois da raiva, o BoHV-5 €& considerado como uma das
principais causas virais de encefalopatia nos bovinos e a ocorréncia da doencga
tem aumentado (Lisboa et al. 2009). Ha relatos de casos isolados e surtos da
doenca nos Estados de Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo (Salvador et al. 1998,
Gomes et al. 2002, Cunha et al. 2009, Cagnini et al., 2009), Minas Gerais
(Botelho, 2000; Gomes et al. 2002, Aquino Neto et al., 2009), Rio Grande do
Sul (Riet-Correa et al., 1989; Weiblen et al., 1989; Sanches et al., 2000; Elias et
al., 2004; Sa e Silva et al., 2007; Rissi et al., 2006, 2008), Mato Grosso
(Colodel et al., 2002; Arruda et al., 2010), Goias (De Paula et al., 2005), Para
(Riet-Correa et al., 2006), Paraiba (Galiza et al., 2010) e Parana (Halfen e
Vidor, 2001; Claus et al., 2007; Lisboa et al., 2009; Lunardi et al., 2009).

A meningoencefalite acomete principalmente animais jovens, ocorrendo
principalmente em forma de casos isolados ou de surtos com morbidade e
mortalidade baixa (até 5%), e letalidade alta, variando entre 75 e 100%
(Salvador et al., 1998; Rissi et al.,, 2006). No entanto, se forem considerados
apenas os animais dos lotes onde ocorreram o0s casos, podem ser encontrados
indices de morbidade de até 25% (Barros et al., 2006). Embora acometa
principalmente animais jovens, os casos de meningoencefalite herpética

também podem ocorrer em animais adultos (Salvador et al., 1998; Aquino Neto
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et al., 2009; Cunha et al., 2009). Nestes casos, acredita-se que a doenca possa
estar relacionada a reativagdo do virus (Franco e Roehe, 2007). InUmeros
casos da doenca em animais de racas zebuinas foram relatados (Salvador et
al., 1998; Colodel et al., 2002), onde os valores de morbidade e letalidade sao
semelhantes aos descritos em animais de origem européia. Isso vai de
encontro com o descrito por Studdert (1989), que sugere que 0 maior numero
de casos de meningoencefalite por BoHV-5 em bovinos de racas européias
estaria relacionado a uma menor adaptacédo dessas ao virus. Segundo Elias et
al. (2004) e Rissi et al. (2008) a doenca ndo possui carater sazonal e nem
predilecdo por raca ou sexo.

A transmissdo do BoHV-5 provavelmente ocorra por contato direto ou
indireto entre os animais (Franco e Roehe, 2007). Por isso, a grande
concentracdo de animais, a introdugdo de novos animais no rebanho e o
desmame de lotes de bezerros podem favorecer a disseminacéo do virus nos
rebanhos (Rissi et al., 2006). Além disto, diversas situacdes de estresse podem
acarretar na reativacdo do virus e propiciar condicdes para sua transmissao e
disseminacéao (Franco e Roehe, 2007). Os animais podem apresentar secrecao
nasal serosa e, menos frequentemente, sinais neurologicos semelhantes aos
descrito nos casos de infeccao primaria (Caron et al. 2002, Vogel et al. 2003;
Franco e Roehe, 2007).

Surtos de meningoencefalite por BoHV-5 foram associados a situacdes
de estresse (Colodel et al. 2002; Elias et al. 2004; Rissi et al., 2007). Dentre
estas, desmame, transporte, vacinagdes, cirurgias, trocas de pastos, mudancas
na alimentacéo, intempéries e o tratamento com corticosteréides podem estar
relacionadas a ocorréncia de surtos (Claus et al., 2002; Perez et al., 2002,
Barros et al., 2006; Franco e Roehe, 2007). Experimentalmente, foi
demonstrado por Belknap et al. (1994) que bezerros que receberam colostro
previamente a inoculacdo pelo BoHV-5 ndo apresentaram sinais clinicos,
engquanto que 0s animais que néo receberam colostro apresentaram doenca
neurologica. Em trabalho realizado por Rissi et al. (2006), 75% das
propriedades onde ocorreram casos de meningoencefalite por BoHV-5
apresentaram associacdo com o desmame recente de bezerros, porém em
nenhuma ocasiao foram observadas falhas na transferéncia de imunidade

passiva.
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Além das situagBes de estresse, a meningoencefalite pelo BoHV-5 foi
relacionada a casos PEM e experimentalmente € sugerido que a intoxicacao
por sulfato de amoénia, um dos agentes etiologicos da PEM, possa participar na
reativacao das infeccdes latentes em bovinos (David et al., 2007). Além disto,
Spilk et al. (2006) descreveram que a infeccdo acidental pelo virus da diarréia
viral bovina (BVD) pode ter exacerbado os sinais clinicos da infeccao
experimental por BoHV-5. Além disto, o BoHV-5 ja foi isolado do encéfalo de
um bovino positivo para raiva (Spilk et al., 2003). No entanto, ndo foi possivel
determinar se houve uma participacéo do BoHV-5 na doenca do animal positivo
para raiva.

Experimentalmente a infeccdo pelo BoHV-5 foi realizada em bovinos
(Meyer et al., 2001; Perez et al., 2002; Vogel et al., 2003; Vogel et al., 2004;
Cunha, 2010), coelhos (Chowdhury et al., 1997; Beltrdo et al., 2000; Caron et
al., 2002; Spilki et al., 2002; Diel et al., 2005; Mayer et al., 2006), ovinos (Silva
et al., 1999) e caprinos (Diel et al., 2007). A infeccao natural foi descrita apenas
em bovinos (Rissi et al., 2006).

Devido a similaridade antigénica entre o BoHV-1 e o BoHV-5, a
prevaléncia e a distribuicdo da infeccdo do BoHV-5 no mundo permanece
desconhecida (Franco e Roehe, 2007). Para tentar mudar esta situacao,
pesquisas foram desenvolvidas com o objetivo de diferenciar as amostras de
BoHV-5 isoladas de casos naturais de meningoencefalite (Souza et al., 2002;
Kunrath et al., 2004; Oldoni et al., 2004; Hubner et al., 2005b; S& e Silva et al.,
2007a).

Alguns estudos retrospectivos de meningoencefalite utilizando a PCR
foram realizados, permitindo a confirmacéo de novos casos da doenca e, deste
modo, contribuindo com o conhecimento da epidemiologia da mesma (d'Offay
et al., 1995; Ferrari et al., 2007; Arruda et al., 2010; Pedraza et al., 2010).

2.4. Patogenia

O BoHV-5 tem sido isolado principalmente de casos de doenca
neurologica em bovinos jovens (Colodel et al., 2002), enquanto que o BoHV-1
esta geralmente associado com doenca respiratoria, genital e reprodutiva em
bovinos de varias idades (Rissi et al., 2006). Apesar disso, 0 BoHV-5 ja foi

detectado no sémen e baco (Sa e Silva, 2009) e o BoHV-1 em animais com
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doenca neuroldgica (Furuoka et al., 1995; Ely et al., 1996; Sa e Silva, et al.,
2007b, Rissi et al., 2008).

O curso da doenca apresenta, em média, seis dias, porém casos com
evolucdo mais aguda (2-3 dias) ou prolongada (15 dias) foram descritos
(Barros et al., 2006).

A principal forma de transmisséo do virus é pelo contato direto entre os
animais e suas secrecdes ou via aerossois (Halfen e Vidor, 2001). Estes séo
responsaveis por carrear o virus até a mucosa do trato respiratorio anterior,
onde a replicacdo inicial pode ocorrer por até 15 dias e cursar com sinais
respiratérios como secrecdo nasal serosa (Franco e Roehe, 2007).
Posteriormente, o virus infecta os neurénios sensoriais da regido e, através do
fluxo axonal retrogrado, segue até o TG e ao bulbo olfatério (Del Médico Zajac
et al., 2009). Neste ponto, o virus pode estabelecer o estado de laténcia,
clinicamente inaparente, ou replicar e ser transportado ao encéfalo, podendo
causar sinais clinicos neurolégicos (Franco e Roehe, 2007).

Em estudo realizado em coelho o virus foi inicialmente detectado nos
bulbos olfatérios as 48h pds-infeccao (p.i.), seguido do cértex olfatorio (48/72h)
p.i. € as 72/96h p.i. nos ganglios trigémeos (Beltrao et al., 2000), sugerindo que
a entrada do virus pela via olfatéria € mais rapida do que a via ganglio do
trigémeo. No mesmo estudo Beltrdo et al. (2000) os animais inoculados pela
via conjuntival também desenvolveram sinais clinicos neuroldgicos, mas com
inicio mais tardios e morbidade menor do que quando os animais foram
inoculados pela via IN. Diel et al. (2005) e Fonseca et al. (2006) demonstraram
gue a via olfatéria é importante, porém nao a Unica via de entrada do virus no
SNC e que a via de inoculagdo apresenta relagdo com a via de entrada do
virus no SNC dos coelhos.

O BoHV-1 e o BoHV-5 compartilham propriedades bioldgicas,
antigénicas e moleculares (Delhon et al., 2003). Apesar de ambos 0s virus
invadirem o SNC, apenas o BoHV-5 é capaz de replicar de forma significativa
no SNC e produzir doenca neurolégica de modo efetivo (Ashbaugh et al.,
1997). Diferencas detectadas em alguns genes do BoHV-1 e BoHV-5 estdo
associadas com a diferengca na neuroviruléncia entre esses dois agentes
(Chowdhury et al., 1997; 2000a, 2000b; 2002, Rissi, 2006).
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A gC é uma glicoproteina presente no envelope viral e esti envolvida na
penetragdo dos virions nas células (Liman et al., 2000). Em estudo realizado
por Chowdhury et al. (2000a), o BoHV-5 recombinante contendo a gC do
BoHV-1 replicou com menor eficiéncia no SNC.

Os animais inoculados com o virus mutante sem as gl, g e US9 nédo
desenvolveram doencga neuroldgica apos inoculacao intranasal e apresentaram
excrecao viral reduzida comparada ao virus ndo modificado (Hubner et al.,
2005a). Conhecendo as diferencas moleculares entre o gene US9 do BoHV-5 e
seu homoélogo no BoHV-1, Chowdhury et al. (2006), demonstraram que US9 foi
importante para a neuropatogénese e para o transporte axonal retrogrado. Foi
realizada a inoculacdo de coelhos com uma estirpe recombinante do BoHV-5,
onde a US9 do BoHV-5 foi substituida pela US9 do BoHV-1, sendo que esta
substituicdo nao interferiu na capacidade do virus em invadir o SNC e produzir
lesBes. Portanto, apesar de ser importante para o virus causar infeccdo no
SNC o produto do gene US9 ndo é o responsavel pela diferencas entre o
BoHV-1 e o BoHV-5 guanto a capacidade de causar alteracdes neuroldgicas.

Uma caracteristica importante dos herpesvirus é a capacidade de
estabelecer laténcia (Franco e Roehe, 2007), possibilitando que o virus
permaneca nos hospedeiros sem a multiplicacdo viral (Engels e Ackermann,
1996). Nos alfaherpesvirus, o DNA viral latente permanece na forma epissomal
no ndcleo das células infectadas (Franco e Roehe, 2007). Durante a laténcia
viral, a expressdo génica é limitada e o Unico transcrito viral detectado,
denominado transcrito relacionado a laténcia (Franco e Roehe, 2007), foi
relacionado com a inibigdo do ciclo celular, a inibicdo da ativacdo dependente
do gene BICPO das infec¢des produtivas e a inibicdo da apoptose celular em
estudos in vitro relacionados ao BoHV-1 (Schang et al., 1996; Ciacci-Zanella, et
al., 1999; Geiser et al., 2002 apud Delhon et al., 2003). Segundo Delhon et al.
(2003) o BoHV-5 difere consideravelmente do BoHV-1 tanto na regido
reguladora da transcricdo quanto na regido codificadora relacionadas aos
genes de laténcia. Por isso, € provavel que estas diferencas possuam
relevancia bioldgica significativa para o0s aspectos de interacdo entre
hospedeiro-virus-neurénio.

A reativacdo da infecgéo latente pode ocorrer naturalmente em casos de

estresse ou ser induzida pela aplicacéo de corticosterdides (Vogel et al., 2004;
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Mayer et al., 2006). Apés a reativacdo, o virus volta a replicar nos ganglios
sensoriais, sendo transportado via axonal anterégrada para os sitios primarios
de replicacdo, onde passa a ser excretado (Franco e Roehe, 2007), podendo
ou ndo apresentar sinais clinicos (Rissi et al., 2006).

Dezengrini et al. (2008) ao inocularem coelhos com BoHV-5,
mensuraram 0s niveis de producdo de O6xido nitrico (NO) em diferentes
intervalos de tempo e constataram o0 aumento nos niveis de NO a medida que
0 virus invadiu e replicou no SNC. Isto indica que o NO possivelmente contribui
para o aparecimento das alterac6es neuroldgicas.

A base molecular para a patogénese diferencial do BoHV-1 e do BoHV-5
ndo esta totalmente elucidada, mas provavelmente esteja relacionada a

contribuicdes genéticas multiplas (Delhon et al., 2003)

2.5. Diagnéstico

2.5.1 Clinico

Os sinais clinicos da meningoencefalite por BoHV-5 sdo semelhantes
aos descritos em outras encefalopatias (Claus et al., 2002; Elias et al., 2004;
Barros et al., 2006), tornando dificil o diagnéstico clinico. Inicialmente, os
animais apresentam febre, depressdo profunda, corrimento nasal e ocular e
disfagia (Salvador et al., 1998; Colodel et al., 2002; Barros et al., 2006; Cunha,
2010). Posteriormente, verifica-se andar em circulos, amaurose, salivacdo
excessiva, bruxismo, paralisia da lingua, nistagmo, opistétono, deficiéncia
proprioceptiva com perda de reflexos auditivos e cutaneos, convulsées,
decubito e morte (Salvador et al., 1998; Colodel et al., 2002; Barros et al., 2006;
Rissi et al., 2006; Cunha, 2010).

O curso clinico varia entre 1-15 dias e a letalidade esta proxima a 100%
(Salvador et al., 1998). Apesar de poder causar doenca em animais adultos
(Salvador et al.,, 1998), casos de doenca neurologica fatal em bezerros,
associado a historico de mudanca na alimentacdo, introducdo de novos
animais, transporte, ou outras situacdes de estresse sao sugestivas de
infec¢@o pelo BoHV-5 (Franco e Roehe, 2007). Contudo, o diagndstico clinico-
epidemioldgico deve ser sempre acompanhado de confirmacao da presenca do

virus (Franco e Roehe, 2007). Para isto, pode ser realizado o isolamento viral e
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identificacdo do virus, a imunoistoquimica dos tecidos fixados em formalina e
incluidos em parafina, a PCR, a andlise de restricdo genbmica e a analise de
polimorfismo de DNA [RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)]
(d'Offay et al., 1995; D'Arce et al., 2002; Oldoni et al., 2004; Afonso et al., 2007;
Sa e Silva et al., 2007).

2.5.2 Laboratorial

2.5.2.1 Sorologia

Testes sorolégicos tém valor limitado no diagnostico, pois néo
diferenciam animais infectados pelo BoHV-5 dos infectados pelo BoHV-1,
devido a intensa reacao cruzada entre os virus (Teixeira et al., 1998). Por isso,
a sorologia pareada de animais que sobreviveram a doenca neurologica pode
auxiliar no diagnéstico (Franco e Roehe, 2007), mas ndo é capaz de definir o

agente etioldgico.

2.5.2.2 Anélise do liquido cefalorraquidiano

A analise do liquido cefalorraquidiano (LCR) realizada no inicio dos
sinais clinicos neurolégicos pode apresentar pleocitose com predominancia de
células mononucleares (Lisboa et al. 2009). Segundo Cunha (2010) e D’Angelo
et al. (2009), a analise do LCR associada a deteccao do DNA viral pela PCR
sdo exames complementares Uteis e rapidos para confirmacdo do diagnostico
etiologico dessa enfermidade no animal vivo. Apesar da sensibilidade da
deteccdo do DNA do BoHV-5 pela PCR néao ser alta, esta técnica pode ser util
para detectar a infeccéo natural por BoHV-5 em bovinos (Lunardi et al. 2009).

2.5.2.3 Isolamento viral

O isolamento viral em cultivo celular deve ser realizado a apartir das
secrecbes nasais e/ou de tecido encefalico (Campos et al., 2009). Para o
isolamento do BoHV-5, geralmente sdo utilizadas as células da linhagem de rim
de bovino (MDBK), onde o virus produz efeito citopatico tipico (Franco e
Roehe, 2007). No entanto, além do isolamento viral faz-se necessaria a
confirmacdo da presenca do BoHV-5 utilizando anticorpos monoclonais ou

técnicas moleculares (Del Médico Zajac et al., 2009).
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2.5.2.4 Necropsia

Alteragcdes macroscopicas podem nado estar presentes nos casos de
meningoencefalite por BoHV-5 (Salvador et al., 1998; Colodel et al., 2002; Rissi
et al., 2006). Quando presentes, apresentam-se como avermelhamento das
leptomeninges (Elias et al.,, 2004), ou areas tumefeitas, de coloracéo
amarelada ou vermelho-amarelada e consisténcia amolecida, caracteristicas de
malacia (Rissi et al., 2006). Com o tempo, estas areas podem estar deprimidas
e acinzentadas (Perez et al., 2002). Além disto, pode ser encontrada leséo
residual caracterizada pela presenca de areas de cavitacdes devido a perda da
substancia cinzenta cortical (Rissi et al., 2006). As lesGes macroscopicas no
SNC aparentemente ndo tém relacdo com o tempo de evolucdo da doenca
(Elias et al., 2004; Rissi et al., 2006). Outras alteracbes macroscopicas que
podem ser evidenciadas sdo avermelhamento da mucosa nasal, presenca de
secrecdo serosa e aumento dos linfonodos retrofaringeos e mediastinicos
(Carrillo et al., 1983 apud Rissi et al., 2006) e broncopneumonia (Belknap et al.,
1994; Meyer et al., 2001).

2.5.2.5 Histopatologia

Os animais afetados pelo BoHV-5 apresentam meningoencefalite néo-
supurativa necrosante, de localizacdo e intensidade variaveis de acordo com a
secdo histolégica e o caso analisado, podendo apresentar areas de malacia
(Salvador et al., 1998; Colodel et al., 2002; Elias et al., 2004; Rissi et al., 2006).
AlteracOes recentes apresentam necrose neuronal aguda, caracterizada pela
presenca de neurbnios com nudcleos picnoticos e citoplasma acidofilico e
encolhido (neurdnios vermelhos), edema, tumefacdo do endotélio vascular,
infiltrado inflamatério mononuclear ou misto, nos espacos de Virchow-Robin
(manguitos perivasculares), no neurdpilo ou has meninges e, em alguns casos,
infiltrado de células polimorfonucleares (d'Offay et al., 1995; Salvador et al.,
1998; Meyer et al., 2001; Peres et al., 2002; Elias et al., 2004; Riet-Correa et
al., 2006; Barros et al., 2006; Rissi et al. 2006; Aquino Neto et al., 2009; Lunardi
et al., 2009; Arruda et al.,, 2010). Com a evolucdo das lesdes pode ser
evidenciada a presenca de malacia, caracterizada pela necrose do tecido
neuroectodémico com manutencao das células do componente mesenquimal e

infiltrado de macr6fagos com citoplasma espumoso (células Gitter) ou pode ser
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verificada a presenca de les&o residual, onde apenas estruturas vasculares e
poucas células gitter sdo encontradas na avaliacdo microscopica (Rissi et al.,
2006). Corpusculos de inclusédo intranucleares eosinofilicos em astrocitos e
neurénios podem ser encontrados em alguns animais afetados (Lemos, 2005;
Barros et al., 2006), mas nem sempre estdo presentes (Aquino Neto et al.,
2009). Freqlentemente os corpusculos sdo mais numerosos em &reas de
malacia (Elias et al., 2004, Rissi, 2006) ou de inflamacao (Colodel et al., 2002).
Baseado nos achados clinico-epidemiolégicos, de necropsia e
histopatolégicos pode ser realizado o diagnéstico provisorio de
meningoencefalite por BoHV-5 (Salvador et al., 1998; Colodel et al., 2002).
Entretanto, o diagndstico definitivo pode ser realizado na presenca dos Cl na
histopatologia. Devido a presenca de corpusculos de inclusdo ser muito
variavel (Rissi et al., 2007), a auséncia destes, ndo exclui o diagnéstico de
boHV-5, que devera ser confirmado pelo isolamento viral associado a deteccdo
por Ac monoclonais ou pela deteccdo do material genético do virus pelas
técnicas moleculares (Barros et al.,, 2006; Cunha, 2010). Além disto, o
diagnostico pode ser confirmado pela realizacdo da imunoistoquimica e da
PCR do tecido fixado em formol e incluido em parafina (Cagnini et al., 2009).

2.5.2.6 Imunoistoquimica

Os anticorpos monoclonais (AcM) especificos capazes de diferenciar o
BoHV-1 e o BoHV-5 podem ser utilizados em uma variedade de técnicas
imunologicas para o diagnostico e pesquisas envolvendo os virus (Chung et al.,
1994; Chowdhury, 1995; d'Offay et al., 1995; Ely et al.,, 1996; Meyer et al.,
1996; Roehe et al., 1997; Salvador et al., 1998; Meyer et al., 2001; D’Arce et
al., 2002; Souza et al., 2002; Spilki et al., 2003; Kunrat et al., 2004; Oldoni et
al., 2004; Sa e Silva et al., 2007b).

Muitas pesquisas envolvendo os herpesvirus bovino 1 e 5 foram
desenvolvidas com o uso de anticorpos monoclonais. Os AcM foram utilizados
na identificacdo dos agentes apdés o isolamento viral pelas técnicas de
imunofluorescéncia indireta ou imunoperoxidase (d'Offay et al., 1995; Ely et al.,
1996; Roehe et al., 1997; Salvador et al., 1998; Meyer et al., 2001; Souza et al.,
2002; Kunrat et al., 2004; Oldoni et al., 2004; S& e Silva et al., 2007b). Além

disto, a imunoistoquimica com o uso de anticorpos monoclonais foi considerada
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um método adequado para a identificacdo do agente em amostras fixadas em
formol por Hubner et al. (2005b). Vérios trabalhos foram bem sucedidos ao
utilizarem a imunoistoquimica para realizar o diagnéstico de BoHV-5 (Chung et
al., 1994; d'Offay et al., 1995; Ely et al., 1996, Meyer et al., 1996; Meyer et al.,
2001; Oldoni et al., 2004; Hubner et al., 2005).

O numero de testes imunoistoquimicos oferecidos pelos laboratérios de
medicina veterinaria para o diagnostico de doencas infecciosas e neoplasias
tem aumentado exponencialmente na uUltima década (Ramos-Vara et al., 2008).
Neste contexto, diferentes protocolos imunoistoquimicos (IHQs) e anticorpos
tém sido empregados no diagndéstico da meningoencefalite pelo BoHV-5
(Chung et al., 1994; d'Offay et al., 1995; Meyer et al., 1996; Meyer et al., 2001;
Oldoni et al., 2004; Hubner et al., 2005). O quadro 1 apresenta os protocolos
IHQs utilizados para o diagnostico de BoHV-5.

Nos trabalhos realizados por d'Offay et al. (1995), utilizando o anticorpo
monoclonal (AcM) L6G, e Hibner et al. (2005), utilizando o AcM 2F9, os
antigenos virais foram detectados no citoplasma e no nucleo de neurénios,
células gliais e células mononucleares do infiltrado perivascular. Resultado
semelhante foi descrito por Ely et al. (1996), que relataram marcagao nuclear e
citoplasmatica positiva em neurbnios e células mononucleares do infiltrado
perivascular ao utilizarem o AcM L6G. Segundo d'Offay et al. (1995), Meyer et
al. (1996) a marcacdo imunoistoquimica esteve mais presente no cortex
telencefalico e foi maior nas areas com lesao histopatolégica mais acentuada.
Meyer et al. (2001) identificaram extensas areas de marcacdo citoplasmatica
positiva em neurbnios no cortex anterior e dorso-lateral ao utilizarem o AcM
2915. Estes autores descreveram apenas 1 a 3 focos de neurbnios positivos no
cortex posterior e o tronco encefalico. Oldoni et al. (2004) verificaram marcacéo
imunoistoquimica em neurdnios e células da glia quando marcaram cérebros
de animais com o AcM 2F9. Em suma, a marcacdo imunoistoquimica pode ser
evidenciada no citoplasma e no nucleo de neurénios, células gliais e células
mononucleares do infiltrado perivascular, especialmente no citoplasma de
neurénios. As regifes mais afetadas sdo as regides do cortex telencefalico

frontal e parietal.
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2.5.2.7 Molecular

O diagnostico molecular tem revolucionado a pratica clinica frente as
doencas infecciosas. Seus efeitos sao significativos nos cuidados com
pacientes onde ferramentas precisas e rapidas sdo fundamentais para as
decisbes sobre o tratamento e resultados (Yang e Rothman, 2004). Diversas
técnicas moleculares tém sido empregadas em pesquisas e no diagndstico da
meningoencefalite por BoHV-5, dentre elas: a PCR (Vogel et al., 2003; Costa et
al., 2005; Isernhagen, 2005; Ferrari et al., 2007; Sa e Silva et al., 2007ab; Rissi
et al., 2008; Cunha et al., 2009; Cagnini et al., 2009; Lisboa et al., 2009; Arruda
et al., 2010; Pedraza et al., 2010); a PCR multiplex (Alegre et al., 2001; Claus
et al., 2005, 2007; Lunardi et al., 2009); a PCR nested (Ashbaugh, et al., 1997;
Cascio et al., 1999; Gomes et al., 2002; Mayer et al., 2006; Diel et al., 2007;
Campos et al., 2009; Santos, 2010); a RAPD (Afonso et al., 2007); a andlise de
restricdo gendmica (d'Offay et al., 1993, 1995; Ros e Belak, 1999; Valera et al.,
2000; Meyer et al.,, 2001; D'Arce et al., 2002) e a hibridizacdo in situ
(Chowdhury et al., 1997, Silva et al., 1999a; Caron et al., 2002; Perez et al.,
2003).

O diagnostico de meningoencefalite por BoHV-5 pode ser feito com base
nas caracteristicas clinico-epidemiolégicas, nos achados de necropsia e
histopatoldgicos (Salvador et al. 1998, Colodel et al. 2002, Elias et al. 2004,
Rissi et al. 2006), associados ao isolamento do virus em sec¢des do encéfalo ou
nas secrecdes nasais seguido do uso de IFA e IPX (Franco e Roehe, 2007). No
entanto, para que o isolamento viral seja bem sucedido é importante que o
material seja coletado e remetido congelado ou refrigerado ao laboratério
(Colodel et al. 2002). Todavia, a conservagédo do material coletado nem sempre
€ realizada de maneira adequada, podendo comprometer o resultado do
isolamento viral. Nestes casos, deve-se recorrer as técnicas de deteccdo de
antigenos ou a PCR, pois as chances de se confirmar o diagnostico sao
maiores (Franco e Roehe, 2007).

A PCR permite a analise de material fixado em formalina e incluido em
parafina, podendo ser uma ferramenta importante para realizar o diagnoéstico
de casos onde nao foram armazenadas amostras congeladas e auxiliar em
estudos retrospectivos da doenca (Ferrari et al., 2007; Arruda et al., 2010). As

tabelas 1, 2 e 3 resumem 0s aspectos principais relacionados as publicacdes
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utiizando a PCR, a PCR Multiplex e a PCR Nested para o diagnostico da
infeccdo pelo BoHV-5, respectivamente.

2.5.2.8 Diagnaostico diferencial

Devido & semelhanca clinica da meningoencefalite com outras doencas
do SNC de bovinos (Claus et al., 2002), doengcas como a raiva, a PEM, a
leucose enzodtica bovina, a meningoencefalite tromboembdlica, a FCM, a
doenca de Aujeszky, a listeriose, a babesiose cerebral e a BSE devem ser
incluidas como diagnésticos diferenciais na avaliacdo clinica (Claus et al.,
2002). Neste contexto, torna-se fundamental associar os achados clinicos,
epidemiolégicos e os resultados de exames complementares para realizar o

diagnéstico conclusivo de meningoencefalite por BoHV-5.
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3. Objetivos

1) Descrever as lesdes histopatoldgicas do sistema nervoso central de bovinos
infectados experimentalmente pelo BoHV-5;

2) Verificar a presencga do virus em diferentes areas do sistema nervoso central
e no ganglio de Gasser, utilizando-se a técnica de imunoistoquimica no
material fixado em formol e incluido em parafina, proveniente da infeccao
experimental por BoHV-5;

3) Detectar a presenca do virus em diferentes areas do sistema nervoso central
e no ganglio de Gasser, utilizando-se a técnica de PCR no material fixado em
formol e incluido em parafina, proveniente da infeccdo experimental por BoHV-
S5

4) Utilizar as técnicas de imunoistoquimica e PCR como meios diagnosticos
para meningoencefalite por BoHV-5 em material fixado em formol e incluido em
parafina.

5) Comparar as alteracfes histopatologicas com os resultados das analises
imunoistoquimicas e da PCR

6) Comparar as alteracfes histopatoldégicas com os aspectos clinicos da

infeccdo experimental pelo BoHV-5.




38
Material e métodos

4. Material e Métodos

4.1 Amostras utilizadas no estudo

Foram utilizados blocos de parafina dos encéfalos de seis bezerros
mesticos de leite (enumerados de 1 a 6), com aproximadamente 10 meses de
idade, inoculados com BoHV-5 pela via intranasal com instilacdo de 0,5 mL do
indculo em cada narina, totalizando uma dose viral de 10”** DICTs, (dose
infectante para 50% dos cultivos celulares). Os animais inoculados descritos
acima fizeram parte de uma tese de doutorado realizada previamente em
nosso laboratério defendido por Cunha, (2010) (Fapesp, n° 2006/05836-6). Os
animais foram inoculados com a estirpe viral AA PAR (Souza et al. 2002)
isolada do cérebro de um bovino apresentando sinais de encefalite cedida pelo
Laboratorio de Virologia Animal do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Estadual de Londrina. Os animais utilizados no experimento
apresentavam sorologia negativa para anticorpos séricos contra o herpesvirus
bovino 1 e 5 detectados por virus neutralizagdo. Os animais foram examinados
diariamente no piquete avaliando-se temperatura retal, frequéncia cardiaca e
respiratéria, motricidade ruminal, presenca de secrecdo nasal e/ou ocular e de
sinais neuroldgicos. As amostras de sangue para realizacdo do hemograma,
fibrinogénio e proteina plasmatica foram colhidas antes da inoculacdo (MO) e
depois com intervalos de 96 horas, totalizando sete momentos (M1, M2, M3,
M4, M5, M6 e M7). As dosagens do sulfeto de hidrogénio ruminal (H,S ou gas
sulfidrico) e as afericbes do pH ruminal foram realizadas semanalmente. As
amostras do liquido cefalorraquidiano (LCR) dos bezerros foram colhidas nos
dias 10° 17° 24° e 30° pés-inoculagdo (p.) ou quando 0s mesmos
apresentassem sinais neurolégicos. Durante este periodo, o animal 1
apresentou sinais clinicos neurolégicos no 12° dia pos-infeccdo (p.i.) e foi
sacrificado in extremis e o0 animal 2 desenvolveu quadro de morte subita e foi
encontrado morto no piquete no inicio da manha do 21° dia p.i.. Os demais
animais ndo apresentaram sinais clinicos neurologicos e foram eutanasiados
apos 30 dias p.i. com cloridrato de xilazina (0,10 mg/kg por via intravenosa),
tiopental sédico (8 mg/kg por via intravenosa) e por ultimo solucédo
hipersaturada de cloreto de potassio. Exceto o animal 2, todas as necropsias

foram realizadas imediatamente apds a morte dos animais e os tecidos foram
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colhidos e fixados em solucéo de formalina tamponada a 10% pelo periodo de
7 dias.

4.2 Histopatologia

Para o exame histopatoldgico foram colhidas amostras de 18 regifes do
SNC: bulbo olfatério direito (D) e esquerdo (E), cértex frontal D e E (na altura
do joelho do corpo caloso), cortex parietal D e E, cortex occipital D e E, nacleos
da base D e E, tdlamo D e E, mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais,
ponte com pedunculos cerebelares, bulbo, cerebelo e medula cervical.
Adicionalmente, foram examinados em monobloco o ganglio de Gasser
(trigémeo), a rete mirabile e a hipdfise. Apés a fixagdo em formalina tamponada
a 10% por 7 dias as secdes do SNC dos bovinos inoculados com o BoHV-5
foram incluidas em parafina e o0s blocos histolégicos seccionados em
micrétomo automatico (Leica 2155) com espessuras de cinco pm, dispostos em
laminas histopatolégicas, sendo posteriormente coradas pela técnica de
Hematoxilina e Eosina (HE).

Na analise histopatoldgica, os seguintes aspectos foram avaliados para
a obtencdo da intensidade das lesfes: hemorragia, congestdo, edema,
meningite, gliose focal, gliose difusa, necrose neuronal, neuronofagia, presenca
de manguitos perivasculares (MPV), quantidade de células Gitter, malacia e a
presenca infiltrado inflamatério a despeito da meningite e dos MPV. Cada
aspecto avaliado foi relacionado a secao anatbmica examinada, com o objetivo
de determinar a localizacdo das lesGes produzidas pela doengca no SNC, de
modo semelhante ao realizado por Rissi et al. (2006) e Sant'/Ana et al. (2009).
Adicionalmente, a intensidade das lesbes foi estabelecida avaliando o
percentual de tecido acometido pelas alteracdes histopatoldgicas descritas
acima, com descrito por Perez et al. (2002). Para isso, considerou-se como
leséo discreta (1), quando menos de 25% do tecido estava afetado; moderada
(2), para alteracoes de 25 a 50%; e acentuadas (3), indicando
comprometimento acima de 50% do tecido avaliado. De modo resumido, ao
final da avaliacédo, cada regido (total de 18/animal) teve 12 aspectos avaliados,
recebendo uma nota (0 a 3) para cada aspecto. Para avaliar a intensidade das
lesbes em cada regido fez-se a média dos aspectos por regido.
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Além disto, foram avaliados qualitativamente o tipo de infiltrado
inflamatorio e a presenca de ClI caracteristicos de herpesvirus de acordo com
Rissi et al. (2006) e Sant’Ana et al. (2009).

4.3 Imunoistoquimica

As diferentes porgdes coletadas do SNC dos animais foram submetidas
ao exame imunoistoquimico para a realizacdo do diagnostico de infeccédo pelo
BoHV-5 utilizando-se 2 anticorpos monoclonais (AcM). Inicialmente, o AcM
comercial da VRMD, L6G anti-lgG da glicoproteina G foi utilizado segundo
descrito por Chung et al. (1994), d'Offay et al. (1995) e Ely et al. (1996). Na
segunda etapa, utilizou-se o AcM 2F9 anti-BoHV-5, de acordo com Hibner et
al. (2005). Este ultimo foi produzido e cedido pelo Laboratério de Virologia

Animal da Universidade Federal de Santa Maria.

4.3.1 Preparacdo das amostras

Os blocos de parafina foram seccionados em microtomo automatico
(Leica 2155) com espessuras de cinco pm e distendidos em laminas de vidro
aderentes com carga positiva (Amitel Com. de Vidros para Laboratério Ltda).
As laminas foram mantidas em estufa com temperatura a 56 °C por 24 horas e
transferidas para cubas de vidro vertical a fim de realizar-se a técnica de
imunoistoquimica. A remoc¢édo da parafina foi realizada mediante imersdo em
xilol (dois banhos, 30 e 20 minutos), seguida de reidratacdo dos cortes com
graduagfes descendentes de alcool (alcool absoluto 1, 2 e 3, alcool 95 e 85 - 3
minutos cada). Na sequéncia, as laminas foram lavadas 10 vezes em &agua
destilada. Todas as lavagens realizadas entre as etapas foram realizadas com
solucéo de TRIS (pH 7,4).

4.3.2 Recuperacao antigénica

A recuperacdo antigénica foi realizada com proteinase K (25ug/mL
diluida em solucédo de TRIS/EDTA, pH 8,0) por 8 min, para o AcM L6G e por 15
min a 37°C para o AcM 2F9, de acordo com d'Offay et al. (1995) e Hubner et al.

(2005), respectivamente.
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4.3.3 Bloqueio da peroxidase enddgena e de proteinas

Realizou-se o bloqueio da peroxidase enddgena com peroxido de
hidrogénio a 3%, por 20 min, para o AcM L6G e a 8% por 30 minutos para o
AcM 2F9 de acordo com d'Offay et al. (1995) e Hubner et al. (2005),
respectivamente. Além do bloqueio com soro normal de cabra (Dako®) a 2,5%
por 40 min (d'Offay et al., 1995), foram realizados mais dois bloqueios de
proteinas. As laminas foram incubadas por 10 minutos com solucdo de avidina
(Dako®), lavadas e reincubadas com solucdo de biotina (Dako®) por mais 10
minutos, para o0 bloqueio de biotina endbégena. Posteriormente, fez-se o
bloqueio de proteinas inespecificas com leite em p6é desnatado a 3% por 60

min.

4.3.4 Anticorpos primarios

Para a padronizagdo o AcM L6G foi utilizado nas diluicdes de 1:50,
1:100, 1:200, 1:500, por 1 hora a 37 °C, 2 horas a 37 °C e overnight a 4 °C. J&
o AcM 2F9 foi testado nas diluicbes de 1:100 e 1:200 por 1 hora a 37 °C.
Ambos os anticorpos foram diluidos com o diluidor de anticorpos com
propriedades redutoras de fundo (Dako® — S3022). Como controle positivo
foram utilizadas laminas histopatologicas do cortex cerebral de um bovino com
diagnéstico morfolégico de meningoencefalite ndo-supurativa, realizado no
Laboratério de Patologia Veterinaria, FMVZ-Unesp, Campus de Botucatu e com
isolamento viral e diagnostico molecular por PCR de BoHV-5 realizados na
Laboratério de Virologia Animal do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Estadual de Londrina. Como controle negativo foram usadas
laminas do encéfalo de um bovino coletado em frigorifico, o qual nao

apresentou altera¢des histopatoldgicas e foi negativo na PCR.

4.3.5 Anticorpo secundario
Foi realizada a incubacdo com o Ac secundario biotinilado anti-IgG de
camundongo, produzido em cabra (Dako®) por 30 min a 27 °C, diluido

conforme recomendacdes do fabricante.
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4.3.6 Sistema de deteccdao e revelacéo das reagdes

Foi utilizado um sistema de deteccado indireto. Para isso, as laminas
foram incubadas com o complexo peroxidase-estreptavidina-biotina por 30 min.
A reacéo foi revelada com 3’,3 —diaminobenzidina (Dako®) por 3 min.

Para finalizar, fez-se a contra-coloracdo com Hematoxilina de Meyer e,
em seguida, as laminas foram submetidas a bateria de desidratagdo e

montagem com resina (Fisher Scientific Permount Mounting Medium).

4.3.7 Leitura das laminas

As laminas foram analisadas em microscépio Optico considerando-se a
area com marcacdo positiva quando havia marcacdo citoplasmatica bem
definida do corpo neuronal, de células da glia ou de células inflamatorias ao
redor dos vasos sanguineos. Alguns neurbnios podem apresentar marcacao
citoplasmatica e neuronal. As laminas tiveram todos os campos avaliados em
diferentes aumentos e foram classificadas quanto a quantidade de células
marcadas segundo Meyer et al. (2001), do seguinte modo: — (auséncia de
células marcadas); + (1 a 5 células marcadas); + (1 a 3 focos de células
marcadas na lamina); ++ (4 a 10 focos de células marcadas na lamina) e +++

(mais do que 10 focos de células marcadas na lamina).

4.4 Extragao do DNA

As extracbes de DNA das amostras de encéfalo foram realizadas
utilizando o kit QlAamp® DNA FFPE Tissue (QIAGEN®) para a purificacdo do
DNA gendmico de tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina
(FFEP). A extracdo foi realizada segundo protocolo do fabricante como o
descrito a seguir.

O excesso de parafina foi retirado utilizando um bisturi, seis cortes de 5
a 10 um foram adicionados a 1 mL de xilol em um tubo do tipo eppendorf para
remover a parafina. Para realizar o corte de cada regidao limpou-se o
microtomo, um novo par de luvas descartaveis e uma nova navalha histologica
foram utilizados com o objetivo de evitar a contaminacdo entre as amostras.
Em seguida, o tubo com o material foi centrifugado a 18.000 G por 2 mine 30 s
a 22°C. Um “pellet” foi formado e apds a remocdo completa do sobrenadante

foi adicionado 1 mL de etanol (100%) para remover residuos de xilol. O
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material foi centrifugado a 18.000 G por 2 min e 30 s a 22°C, e novamente 0
sobrenadante foi dispensado. Os tubos foram abertos e incubados a
temperatura ambiente por 10 min. O “pellet” formado foi suspendido em 180 uL
de tampéo ATL (tampéao de lise), seguido da adicdo de 20 pL de proteinase K.
Ap6s misturar o contetdo no vértex (Bio Vértex V1 - Biosan®), o material foi
incubado em termobloco (Accu Block ™ - Labnet, Inc.) por uma hora a 56°C e,
em seguida, por uma hora a 90°C. Posteriormente, foram adicionados 200 pL
de tampéo AL, 200 pL de etanol (100%), misturando o conteddo no vortex e
transferindo-o para a coluna. A coluna foi centrifugada a 16900 G por 1 min e
30s, sendo entdo transferida para um novo tubo receptor de 2 mL,
descartando-se o tubo anterior. Apds adicionar 500 pL de tampdo AW1
(tampé@o de lavagem) a coluna, esta foi centrifugada a 6.000 G por 1 min e 30s.
Novamente transferiu-se a coluna para um novo tubo de 2 mL, sendo o anterior
descartado. Na sequéncia, foram adicionados 500 puL de tampao AW2 (tampéao
de lavagem) a coluna, sendo realizada centrifugacdo a 6.000 G por 1 min e
30s. Em seguida, a coluna foi transferida para outro tubo de 2 mL,
descartando-se o tubo anterior, sendo realizada centrifugagéo a 19.400 G por 3
min e 30 s. Transferiu-se a coluna para um novo tubo de 1,5 mL, onde foram
aplicados 80 pL de tampao ATE (tampéo de elui¢do). A coluna foi incubada em
temperatura ambiente por 5 min. e centrifugada a 19400 G por 75 s. Em

seguida, descartou-se a coluna e o DNA foi congelado a -20 °C.

4.5 PCR

As amostras extraidas foram submetidas a técnica da PCR de modo
semelhante ao descrito por Claus et al. (2005), empregando-se
oligonucleotideos iniciadores desenhados com base na sequéncia do gene que
codifica a glicoproteina C. O primer senso B5, especifico para o BoHV-5
(5'CGC ACG AGA AGC CCT TGG 3'-nt 322-339) e o0 primer consenso Bcon [5'
AGT GCA CGT ACA GCG GCT CG 3'-nt 461-480 (BoHV-5)] amplificaram
fragmento com 159 pares de base (pb) (Claus et al., 2005).

Como controle positivo da PCR utilizou-se a amostra AA PAR, isolada
do cérebro de um bovino apresentando sinais de encefalite cedida pelo
Laboratério de Virologia Animal do Centro de Ciéncias Agrérias da

Universidade Estadual de Londrina (Cunha et al., 2009). A preparacdao da
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reacdo de PCR foi realizada em fluxo laminar (TROX® Technik) com o seguinte
protocolo: os 25 pL da reacdo foram divididos em dois tubos denominados
DNA mix e PCR mix. O DNA mix foi composto por 1 pL de cada primer senso e
antisenso e 3 pL de agua “nuclease free” para cada amostra, totalizando 5 pL
gue foram dispostos em tubos de 200 pL. O tubo com o PCR mix continha 12,5
pL de enzima GoTaqg® Green Master Mix (Promega, Madison, WI, USA), 0,5 puL
de agua “nuclease free” e 2 L de DMSO (Sigma®) adicionado apés o ciclo de
desnaturacdo inicial. Posteriormente, o mix de DNA e de PCR foram
transferidos para outro fluxo laminar (PCR T2 - Pachane®). As amostras foram
adicionadas aos seus respectivos tubos contendo o DNA mix misturando-as ao
DNA mix no vortex. Em seguida fez-se uma centrifugacdo breve (shortspin) e
levou-se os tubos ao termociclador (Mastercycler® ep Eppendorf) para o ciclo
de desnaturacao inicial de 7 minutos a 95°C. Apés este ciclo, as amostras
foram resfriadas em "cooler” por 2 min e 30 s. Neste momento, acrescentou-se
2uL de DMSO (Sigma) ao PCR mix e 15 pL desta solugcédo aos tubos de PCR.
Apés misturar o conteddo no vértex e centrifugar brevemente, as amostras
foram levadas novamente ao termociclador passando por 40 ciclos de 40
segundos a 94°C (desnaturagao), 1 minuto a 57,8 °C (anelamento), 1 minuto a
72°C (extensao) e um ciclo de extensdo final de 5 minutos a 72°C.

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, corado com GelRedTM (Biotium, Halward, CA, USA) e
visualizado sob luz ultra-violeta. Os géis foram fotodocumentados no
ImageQuant® (GE Healthcare).

O produto de PCR do BoHV-5 proveniente dos animais inoculados
experimentalmente foi submetido para sequenciamento (ABI 3500 Sequence
Detection System - Applied Biosystems). Para isto, foi realizada a limpeza do
produto da PCR positiva de um dos animais usando o kit Invisorb Fragment
CleanUp (Invitek®). As sequiéncias obtidas pelo sequenciamento foram
comparadas, pelo Blast, com sequéncias da glicoproteina C do BoHV-5
depositadas no GenBank (U35883.1).

4.6 Analise estatistica
Os resultados foram submetidos a andlise descritiva, constituida pelo

calculo das médias aritméticas e dos desvios-padrao. Para comparar todos os
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resultados da PCR e da IHQ (positivo/negativo) das 108 regides analisadas
com a média dos escores destas areas usou-se o teste U de Mann-Whitney, no
programa SigmasStat 3.5 (Jandel Scientific, San Rafael, CA, EUA). Este mesmo
teste foi utilizado para comparar as médias dos escores de lesdo do animal 1
(com sinais neuroldgicos) com os demais animais (sem sinais neuroldgicos).
Para comparar as médias de escores entre 0s animais, utilizou-se o teste t de
Student ou teste U de Mann-Whitney, para as amostras que ndo passaram no
teste de normalidade. Para realizar as analises estatisticas acima foi utilizado o
programa SigmaStat 3.5 (Jandel Scientific, San Rafael, CA, EUA). Foi
calculado o coeficiente de concordancia Kappa do resultado da PCR e da IHQ
utilizando o programa SAS (SAS/STAT® Software, 2008). Para realizar a
comparacdo dos resultados da PCR (positivo/negativo) e da IHQ
(positivo/negativo) com a presenca ou auséncia de sinais neurolégicos foi
utilizado o teste exato de Fisher no programa GraphPad InStat 3 (CA, EUA).
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5. Resultados

5.1 Histopatologia

Todos os encéfalos avaliados histologicamente apresentaram alteracdes
inflamatorias com variacdes de intensidade e localizagdo. As tabelas 2, 3, 4, 5,
6 e 7 (em anexo) apresentam as alteracdes histopatoldgicas e a intensidade
das lesbes encontradas dos animais 1, 2, 3, 4, 5 e 6, respectivamente. A tabela
8 descreve o escore total de lesdo por regido do encéfalo de cada animal, com
as médias e desvios-padréo.

As regibes que apresentaram, em meédia, maiores escores de leséo
foram, em ordem decrescente, o cortex frontal, talamo, cortex parietal, cortex
occipital, bulbo olfatério e ndcleos da base (tabela 10). O mesencéfalo, a ponte
e 0 bulbo apresentaram alteracdes histopatolégicas, porém, mais discretas.
N&o foram verificadas les6es na medula cervical, cerebelo e nos GG.

De maneira geral, as alteracdes histopatolégicas mais frequentes foram,
em ordem decrescente, manguitos perivasculares compostos por células
mononucleares, edema, gliose difusa (figura 1A), congestao, gliose focal (figura
1B), necrose neuronal, caracterizada pela presenca de neurénios com nucleos
picnoticos e citoplasma acidofilico e encolhidos (neurbnios vermelhos),
neuronofagia e infiltrado inflamat6rio mononuclear (tabela 9). A soma de todas
as lesdes nas secdes do lado direito foi maior do que no lado esquerdo, 356 e
309 (tabela 10), apresentando diferenca estatisticamente significativa
(p=0,029).

A necrose neuronal (figura 2A, B) foi mais intensa, em ordem
decrescente, no cortex frontal, parietal, occipital e talamo (tabela 10). Os
animais 1 e 2 apresentaram 0s maiores escores de necrose neuronal.

Os MPV eram compostos por células mononucleares (figuras 3A, B, C,
D). A média dos escores para a presenca de manguitos mononucleares
demonstrou que as regides do cortex frontal, talamo e nucleos basais
apresentaram maiores intensidades de lesdo para este parametro (tabela 11).
Verificou-se ainda que os animais 1 e 3 possuiam 0s maiores escores para a
presenca de manguitos perivasculares.

Dos seis animais avaliados, quatro apresentaram malacia (figuras 2C,

D), distribuidas nas regifes do cértex frontal (2/6 animais), cortex parietal (2/6
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animais) e talamo (4/6 animais). O animal 1 apresentou cinco regides com
malacia moderada, enquanto que no animal 2 apenas uma regido de malacia
foi evidenciada (moderada no talamo D). Malacia discreta foi verificada no
cortex frontal direito, parietal esquerdo, no talamo direito do animal 3 e no
talamo esquerdo do animal 4. Nao foi encontrada malacia nos animais 5 e 6.
Foram encontrados Cl em neurbnios e astrocitos (figura 1D) no coértex
frontal direito e esquerdo e, no coértex parietal direito do animal 1 (tabela 2).
Além disto, o coértex frontal direito e tdlamo direito do animal 3 (tabela 4) e
cortex frontal direito e talamo esquerdo do animal 4 apresentaram corpusculos
inclusédo (tabela 5). Nao foi encontrada associacdo entre escore de lesdo e a
presenca de Cl. Porém, 7 areas que apresentaram corpusculos de inclusdo, 6
também apresentaram malacia. Meningite mononuclear (figura 1C) foi poucas
vezes evidenciada (19/108 secodes), sendo classificada como discreta na maior

parte das secdes analisadas.

Figura 1. Bovino. Meningoencefalite experimental por BoHV-5. A) Bulbo olfatério, animal 5.
Area de gliose focal. HE, obj. 40x; B) Talamo, animal 6. Area de gliose difusa. HE, obj. 20x; C)
Cértex cerebral, animal 5.Meningite mononuclear. HE, obj. 10x. D) Cértex cerebral, animal 1.
Corpusculo de inclusdo basofilico intranuclear em astrocito (seta e detalhe). HE, obj. 40x e
1,25x.
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A presenca de alteracBes histopatologicas foi maior no animal com
sinais neurolégicos (animal 1), com a média dos escores de leséo igual a 11,17
(tabela 8), enquanto os animais 2 a 6 (sem alteracdes neuroldgicas)
apresentaram médias iguais a 7,22, 7,44, 4,94, 4,83 e 5,44. No entanto,
diferenca estatistica significativa foi encontrada apenas entre o animal 1 e os
animais 4, 5, 6 (0,05). As soma das alteracdes microscépicas no bulbo olfatério
e no cortex telencefélico foi significativamente maior (p < 0,001) comparada a
soma das alteracBes microscopicas nas demais regides (diencéfalo, tronco

encefélico, cerebelo e medula cervical) (tabela 8).

Figura 2. Bovino. Meningoencefalite experimental por BoHV-5. A) Cértex cerebral, animal 2.
Necrose cerebrocortical, note os neurdnios vermelhos (seta). HE, obj. 20x; B) Cortex cerebral,
animal 1. Necrose cerebrocortical em estadio mais avangado. Note a intensa vacuolizagcao do
neurdpilo e a presenca de neurdnios vermelhos (seta). HE, obj. 20x; C) Cortex cerebral, animal
1. Lesdo inicial de malacia caracterizada pela intensa vacuolizacado do neurdpilo, com necrose
e desaparecimento dos corpos neuronais e infiltracdo discreta de células Gitter (seta) e células
inflamatdrias mononucleares. HE, obj. 40x. D) Talamo, animall. Area de malacia com presenca
de células Gitter (seta). HE, obj. 40x.
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Figura 3. Bovino. Meningoencefalite experimental por BoHV-5. A) Nucleos da base, animal 3.
Manguito perivascular com 4-5 camadas de células mononucleares. HE, obj. 40x; B) Nucleos
da base, animal 4. Manguito perivascular com aproximadamente 10 camadas de células
mononucleares. HE, obj. 20x; C) Coértex cerebral, animal 3. Varios manguitos perivasculares
compostos por células mononucleares. HE, obj. 5x. D) Cértex cerebral, animal 3. Manguito
perivascular com mais do que 10 camadas de células mononucleares. HE, obj. 40x.
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5.2 Imunoistoquimica

A técnica de IHQ para o BoHV-5 teve sua eficiéncia maxima com relacéo
a intensidade e especificidade de coloracdo e auséncia de marcagdo de fundo
incubando-se as laminas com o Ac primario 2F9 por 1h a 37 °C, na diluicdo de
1:200 (figura 4B, C). Os testes realizados com o Ac comercial L6G (VRMD)
apresentaram marcacao neuronal tanto nos controles positivos como nos
controles negativos e marcacdo de fundo em todas as condi¢cdes testadas
(figura 4A). Com isto, optou-se pela utilizacdo do Ac primario 2F9 para avaliar
0s animais deste estudo.

Todos os animais apresentaram pelo menos duas areas positivas para a
IHQ da gC do BoHV-5. Além disto, a marcacao IHQ para o BoHV-5 foi positiva
em 35 areas, do total de 108 areas analisadas, resultando num percentual de
32,41% de é&reas positivas. Destas, 40% foram evidenciadas no animal 1, o
qual teve 77,78% (14/18) de areas positivas para a marcagcdo com o anticorpo
2F9. Os demais animais (2 a 6) apresentaram 33,33% (6/18), 27,78% (5/18),
22,22% (4/18), 22,22% (4/18) e 11,11% (2/18) de positividade para a
imunoistoquimica com o Ac 2F9 (Tabela 11). Ao somar os percentuais dos
animais 1 e 2 verifica-se que estes representam 57,14% (20/35) das areas
positivas para IHQ para o BoHV-5.

Ao comparar as areas positivas e negativas na IHQ com relacdo as
médias dos escores de lesdo verificou-se que as areas positivas apresentaram
escore médio de lesédo (9,0) significativamente maior (p < 0,001) do que as
areas negativas (5,0). A média dos escores de lesdo das areas positivas na
IHQ que receberam de uma a trés cruzes (+, ++, +++) apresentaram diferenca
significativa (p=0,002) quando comparadas as médias das areas com 1-5
células positivas por lamina (+-). Ao comparar o nimero de areas positivas do
animal 1 com os demais animais, por individuo, verificou-se a presenca de
diferenca estatistica significativa (p < 0,05) entre o animal 1 e os demais
animais. Ao comparar a distribuicdo das areas positivas e negativas das
regides do bulbo olfatério e do cértex telencefélico (regides dorsal e cranial do
encéfalo) com as demais regides (diencéfalo, tronco encefalico, cerebelo e
medula cervical) verificou-se que nao houve diferenca significativa (p < 0,05)

entre as regides.
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5.3 PCR

O resultado da PCR das diferentes regides do SNC dos seis animais
inoculados experimentalmente com BoHV-5 estdo dispostos na tabela 12.
Todos os animais apresentaram pelo menos 3 &reas positivas na PCR para a
regido parcial do gene que codifica a gC no BoHV-5. Além disto, das 108 areas
avaliadas, 35,19% (38/108) foram positiva para a PCR do BoHV-5. Destas,
36,84% (14/38) estavam relacionadas a areas do animal 1 e 28,94% (11/38) ao
animal 2. Juntos estes animais representaram 65,78% das &reas positivas na
PCR. Os animais 3, 4, 5 e 6 foram positivos para a PCR em 16,67% (3/38),
16,67% (3/38), 16,67% (3/38) e 22,22% (4/18) das areas avaliadas (Tabela
12). A figura 4D apresenta a imagem do gel mostrando o resultado da PCR do
bulbo olfatério direito e esquerdo, do cortex frontal esquerdo do animal 1.

A média dos escores de lesdo das areas positivas na PCR (9,5) foi
significativamente maior (p < 0,0001) do que a das é&reas negativas (5,0). O
namero de areas positivas na PCR encontrados no animal 1 apresentou
diferenca estatistica significativa (p < 0,001) quando comparados aos animais
3, 4, 5, e 6. Ao comparar a distribuicdo das areas positivas e negativas das
regides do bulbo olfatério e do coértex telencefélico (regides dorsal e cranial do
encéfalo) com as demais regides (diencéfalo, tronco encefalico, cerebelo e
medula cervical) verificou-se diferenca significativa (p < 0,05) devido ao maior
ndamero de areas positivas estas situado nas regides dorsal e cranial do
enceéfalo.

O sequenciamento do produto da PCR do cortex frontal direito animal 1,
infectado experimentalmente pelo BoHV-5, apresentou identidade de 98% com
a sequéncia da glicoproteina C do BoHV-5 (U35883.1) em analise realizada no

Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).
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Figura 4. Bovino. Meningoencefalite experimental por BoHV-5. A) Cértex cerebral, marcagéo do
controle negativo com o Ac L6G (Ndo usado no experimento). Nota-se a marcacdo do
citoplasma dos neurénios (seta) e a presenca de marcagdo de fundo (asterisco). IHQ, ABC,
AcM L6G (VRMD®), obj. 20x; B) Cortex cerebral, animal 1. Marcacdo positiva (seta) de
neurdnios corticais sem a presenc¢a de marcacgdo inespecifica. IHQ, ABC, AcM 2F9, obj. 20x;
C) Cortex cerebral, animal 2. Marcacgdo positiva (seta) de neurdnios corticais sem a presenca
de marcagéo inespecifica. IHQ, ABC, AcM 2F9, obj. 20x; D) PCR, animal 1. Imagem de gel de
agarose a 1,5% demonstrando o resultado da amplificacdo em amostras extraidas de blocos
de parafina do encéfalo de bovinos para o gene que codifica a gC do BoHV-5 (159 pb). M =
marcador de 100 pb (Low Ranger DNA Ladder - Norgen Biotek Corporation); + = controle
positivo; 1 = Bulbo olfatério E; 2 = Bulbo olfatério D; 3 = Cértex frontal E; — = controle negativo.
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5.4 Comparacéao entre IHQ e PCR

Foi realizada a comparacéo dos resultados da PCR (positivo/negativo) e
da IHQ (positivo/negativo) com a presenca ou auséncia de sinais neurolégicos.
O animal com sinais neuroldgicos tem mais chances de apresentar PCR e IHQ
positivas (p < 0,05). Ao calcular o coeficiente de concordancia Kappa dos
resultados da IHQ, observou-se o valor de Kappa igual a 0,12 quando
comparado aos resultados da PCR, demonstrando que as areas positivas na

IHQ ndo foram, na sua maioria, as mesmas areas positivas da PCR.

Tabela 15. Comparacao dos resultados da PCR e da IHQ com a presenca ou

auséncia de sinais clinicos neurolégicos. Teste de Fisher (p < 0,001).

Sinais neurolégicos

Sim Nao p L1 (95%) OR LS (95%)
Positiva 14 24
PCR _ <0,0001 2,88 9,65 32,14
Negativa 4 66
Positiva 14 21
HQ . <0,0001 3,42 11,5 38,72
Negativa 4 69

p = grau de significancia; OR = odds ratio; LI e LS = internvalo de confianga inferior e superior.
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6. Discussao

De acordo com os resultados da avaliagdo histopatolégica encontrados
neste experimento as areas mais adequadas para o diagndstico microscopio
foram o cortex frontal, talamo, cortex parietal, cortex occipital, bulbo olfatério e
0S nucleos da base. Estas regibes também apresentaram alteracdes
inflamatorias e/ou degenerativas evidentes em diferentes estudos (Salvador et
al., 1998; Meyer et al., 2001; Rissi et al., 2006)

As alteracbes microscopicas encontradas nos seis animais infectados
experimentalmente com o BoHV-5 foram caracterizadas por meningoencefalite
nado-supurativa, concordando com as descricdes na literatura (Bagust et al.,
1972; Belknap et al., 1994, Ely et al., 1996; Cascio et al., 1999; Salvador et al.,
1998; Rissi et al., 2006, 2008; Arruda et al., 2010).

Estudos prévios observaram a distribuicho das alteracdes
histopatoldgicas associadas a infeccao natural (Belknap et al., 1994; Salvador
et al., 1998; Perez et al., 2003; Elias et al., 2004; Rissi et al., 2006, 2008) e
experimental pelo BoHV-5 em bovinos (Perez et al., 2002; Isernhagen, 2005).
No entanto, existem diferencas na idade dos animais, ou na estirpe viral
utilizada, na concentracdo de virus inoculada, periodo de avaliacéo clinica dos
animais e alguns trabalhos utilizam dexametasona para baixar a imunidade dos
animais, diferente d presente estudo. Além isto as &reas avaliadas na
histopatologia nem sempre foram os mesmas, tornando dificil a comparacéao
precisa entre os estudos. Contudo, existem algumas informacgdes passiveis de
comparacao, as quais serao discutidas nos paragrafos seguintes.

As alteracdes histopatologicas mais evidentes, em ordem decrescente,
foram manguitos perivasculares mononucleares, edema, gliose difusa,
congestao, gliose focal, necrose neuronal, neuronofagia e infiltrado inflamatério
mononuclear, semelhante aos achados de outros estudos (Ely et al., 1996;
Perez et al., 2003; Elias et al., 2004; Salvador et al., 1998; Isernhagen, (2005);
Rissi et al., 2006, 2008). Assim como o descrito por Cascio et al. (1999), David
et al. (2007) e Rissi et al. (2006, 2008) nao foram verificadas lesdes na medula
cervical, cerebelo e nos ganglios de Gasser. A ganglioneurite dos ganglios de
Gasser pode estar ausente (Johnston et al., 1962; Salvador et al., 1998; Cascio
et al., 1999, Colodel et al., 2002; Rissi et al., 2006, 2009) ou presente (Ely et
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al., 1996; Meyer et al., 2001; Perez et al., 2002; Elias et al., 2004; Spilki et al.,
2006) nos casos de meningoencefalite pelo BoHV-5. Lesdes na medula
cervical foram descritas por Belknap et al. (1994), Elias et al. (2004) e David et
al. (2007). Lesdes no cerebelo foram relatadas por Belknap et al. (1994), Perez
et al. (2002), Elias et al. (2004) Rissi et al. (2006) e Lunardi et al. (2009). No
entanto, em alguns casos de doenca neurologica fatal causada pelo BoHV-5
podem ser observadas poucas alteracfes inflamatérias ou até mesmo a
auséncia destas (Rissi et al., 2008; Flores et al., 2009). Colodel et al. (2002)
descreveram um caso de doencga neurolégica morfologicamente compativel
com polioencefalomalacia, devido a presenca de necrose cerebrocortical e a
auséncia de alteracbes inflamatoérias, onde o virus isolado apresentou efeito
citopatico em células de cultivo celular e doenca neurolégica em coelhos
experimentalmente infectados. Possivelmente muitas diferencas na
apresentacdo das lesfes histopatoldégicas possam estar relacionadas a
neuroinvasividade e neuroviruléncia de cada estirpe viral.

Os manguitos perivasculares foram compostos por células
mononucleares e mais acentuados nas regides do cortex frontal, talamo e
nacleos basais. Perez et al. (2002) ndo encontraram diferencas na distribuicdo
dos MPV nas regides analisadas. A presenca de MPV € um achado
constantemente descrito nos casos de meningoencefalite pelo BoHV-5
(Belknap et al., 1994; Summers, 1995; Ely et al., 1996; Salvador et al., 1998;
Perez et al., 2003; Ferrari et al., 2007; Rissi et al., 2006, Pedraza et al., 2010).

O edema foi uma das alteragcdes mais prevalentes neste estudo, sendo
também descrita como um achado importante por Rissi et al. (2006, 2008), os
quais acreditam que esta alteracdo possa contribuir para o aparecimento de
malacia devido a altera¢des isquémicas.

A necrose neuronal foi mais intensa, em ordem decrescente, no cortex
frontal, parietal, occipital e talamo. Resultados semelhantes foram previamente
descritos por Rissi et al. (2008), onde a necrose neuronal foi mais acentuada
no cortex telencefalico e tdlamo. A necrose neuronal foi relatada em casos
naturais e experimentais de infecgéo pelo BoHV-5 (Ely et al., 1996; Perez et al.,
2003; Meyer et al., 2001; Elias et al., 2004; Ferrari et al., 2007; Rissi et al.,

2006, 2008). Perez et al. (2002) relataram necrose neuronal em apenas quatro
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animais de um total de 23, inoculados experimentalmente pelo BoHV-5. A
necrose neuronal foi significativamente mais acentuada nos animais 1 e 2,
comparados quando comparados individualmente com os demais animais (p <
0.05). Talvez a necrose neuronal mais intensa nestes animais possa ter
influenciado no aparecimento de sinais clinicos neuroldgicos (animal 1) e na
morte subita (animal 2).

Em quatro animais foi verificada a presenca de malacia, em diferentes
graus de comprometimento, desde necrose discreta a moderada do neurépilo
com a infiltracdo de poucas células Gitter, até necrose acentuada do tecido
neuroectodérmico e perda total da arquitetura tecidual com presenca
acentuada de células Gitter. Embora malacia seja um termo originalmente
utiizado para denominar a alteragdo macroscépica caracterizada pelo
amolecimento de areas do tecido nervoso, suas caracteristicas macro e
microscopicas foram associadas a casos de doenca fatal causada pelo BoHV-5
(Colodel et al., 2002; Barros et al., 2006; Rissi et al., 2006; Spilk et al., 2006).
Entretanto, esta alteracdo ndo esta presente em todos os casos de morte
causadas pelo BoHV-5 (Jonston et al., 1962; D'Offay et al., 1993; Perez et al.,
2002; Salvador et al., 1998; Rissi et al., 2006, 2008; Aquino Neto et al., 2009).
No presente estudo observou-se malacia no cortex frontal, cértex parietal e
talamo, corroborando com a descri¢do de Rissi et al. (2008). Riet-Correa et al.
(2006) relataram malacia no talamo e nucleos da base. Segundo Elias et al.
(2004) a presenca de malacia foi mais acentuada no cértex telencefalico,
ndcleos da base e tdlamo do que no tronco encefalico, cerebelo e medula
cervical. Embora estes pesquisadores tenham descrito a presenca de malacia
no cerebelo e medula cervical, esta ndo € um achado comum. David et al.
(2007) acreditam que a malacia no tronco encefélico possa estar associada aos
casos de reativacdo do virus em animais previamente acometidos pela PEM.
No entanto, no presente estudo esta possibilidade ndo se aplica, pois foi
realizado a analise bromatolégica e mineral da dieta fornecida aos animais
certificando que o0s niveis de enxofre estavam dentro dos parametro dos
normalidades e o diagnostico diferencial de PEM por Cunha (2010) ao realizar .

Em trés animais foram encontrados CIl basofilicos intranucleares em

astrocitos e neurdénios. Em trabalhos de infeccao experimental realizados em
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bovinos, Spilk et al. (2006) evidenciaram a presenca de CI, enquanto que
Perez et al. (2002) e Isernhagen (2005) nao verificaram Cl. Em casos naturais,
varios autores relataram a presenca de Cl (Summers et al., 1995, Salvador et
al., 1998; Colodel et al., 2002; Rissi et al., 2006; Spilk et al., 2006; Ferrari et al.,
2007; Pedraza et al., 2010), no entanto, estes nem sempre estdo presentes
(Aquino Neto et al., 2009).

Colodel et al. (2002) associaram o numero de Cl a presenca de
inflamacédo, sendo que quanto mais acentuado o processo inflamatorio, maior
seria a quantidade de CI observados. No entanto, Elis et al. (2004) associaram
a presenca de Cl a areas de processo inflamatério e malacia discretas a
moderadas. No presente estudo nédo foi encontrada relacdo entre escore de
lesdo e a presenca de Cl. Porém, das 7 areas que apresentaram corpusculos
de inclusdo, 6 também apresentaram malacia, semelhante ao descrito por Elias
et al. (2004). Elias et al. (2004) e Barros et al. (2006) relataram que a presenca
dos CI pode ser utilizada na confirmacdo do diagndéstico de meningoencefalite
pelo BoHV-5. No entanto, a presenca dos Cl é muito variavel e a auséncia
destes ndo exclui o diagnostico de meningoencefalite pelo BoHV-5 (Rissi et al.
2006).

Em nosso trabalho a meningite mononuclear foi pouco evidenciada,
sendo classificada como discreta na maior parte das se¢fes analisadas. A
meningite mononuclear foi descrita em muitos casos de meningoencefalite pelo
BoHV-5 (Belknap et al., 1994; Salvador et al., 1998; Perez et al. 2002; Elias et
al., 2004; Riet-Correa et al., 2006; Rissi et al., 2006, 2008; David et al., 2007,
Rissi et al., 2008, Lunardi et al., 2009; Arruda et al., 2010; Pedraza et al., 2010).
No entanto, esta alteracdo pode estar ausente (Cascio et al., 1999; Colodel et
al., 2002), ser discreta ou moderada (Lunardi et al., 2009) em alguns casos de
doenca neuroldgica causada pelo BoHV-5. Perez et al. (2002) observaram a
presenca de meningite apenas no cortex anterior e posterior.

A congestao foi um achado histopatologico constante em todos os casos
descritos por Elias et al. (2004), concordando com os achados deste estudo.
Gliose focal e difusa foram achados descritos em casos de meningoencefalite
por varios estudos (Elias et al., 2004, Riet-Correa et al., 2006; Rissi et al., 2006;
David et al., 2007). Diferente dos achados de Elias et al. (2004), Rissi et al.
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(2006) e Cunha et al. (2009), o infiltrado inflamatério de células
polimorfonucleares nao foi evidenciado neste estudo.

As médias dos escores das lesBes histopatoldgicas observadas nas
porcdes dorsal e cranial do encéfalo (bulbo olfatorio e coértex telencefalico)
foram significativamente maiores (p < 0,001) quando comparadas com as
demais regides (diencéfalo, tronco encefalico, cerebelo e medula cervical), o
gue vai ao encontro dos achados observados por Silva et al. (1999a), Meyer et
al. (2001) e Perez et al. (2002).

Todos o0s animais apresentaram alteragdes compativeis com
meningoencefalite causada pelo BoHV-5. O escore de lesao histopatoldgica foi
maior no animal 1 (sinais neuroldgicos), todavia, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa com as alteracdes evidenciadas nos animais 2
(encontrado morto 21 p.i.) e 3 (sem sinais neuroldgicos).

Os demais animais, 4 a 6, apresentaram escores de leséo
significativamente menores do que o animais 1. O fato de estes animais terem
apresentado lesdes inflamatérias, mas n&o apresentarem sinais clinicos
discorda de Perez et al. (2002), os quais acreditam que € improvavel que
animais com encefalite permanecam clinicamente saudaveis. Alteracdes
histopatolégicas moderadas em animais assintomaticos foram descritas por
Isernhagen (2005). Também foram descritos casos de coelhos inoculados com
0 BoHV-5 que permaneceram assintomaticos, mas apresentaram alteracdes
microscoépicas caracteristicas da doenca (Chowdhury et al., 1997). No presente
estudo, possivelmente o BoHV-5 tenha causado infeccéo, distribuindo-se pelo
encéfalo e provocado processo inflamatorio menos grave e nao progressivo,
resultando na auséncia de sinais neurologicos nos animais 3, 4, 5 e 6.

Apesar de o ganglio de Gasser ser considerado uma importante via de
infeccdo do SNC pelo BoHV-5 (Beltrdo et al., 2000; Perez et al., 2002; Diel et
al., 2005) nem sempre sdo evidenciadas alteracbes histopatologicas nesta
regiao (Rissi et al., 2008). Nenhum dos animais do presente estudo apresentou
alteracdes microscoépicas nessa regido, embora tenha sido encontrado DNA do
BoHV-5 no GG do animal 1. Em contrapartida, as alteracdes no Bulbo olfatorio
foram presentes em seis (100%) animais e a presenca do DNA viral foi

encontrada em 2 (33,3%) animais. Isto pode indicar que a via olfatéria foi mais
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importante do que a via ganglio de Gasser para entrada e disseminacdo do
virus nos animais deste estudo, corroborando com os achados de Beltréo et al.
(2000), Diel et al. (2005) e Fonseca et al. (2006) em coelhos.

A IHQ para o BoHV-5 teve sua eficiéncia méxima com relacdo a
intensidade e especificidade de coloracdo e auséncia de marcacdo de fundo
incubando-se as laminas com o Ac primario 2F9 por 1h a 37 °C, na diluicdo de
1:200. Marcacdes imunoistoquimicas bem sucedidas utilizando este anticorpo
foram descritas por Vogel et al. (2003), Oldoni et al. (2004) e Hubner et al.
(2005). Apesar de Chung et al. (1994), d'Offay et al. (1995) e Ely et al. (1996)
terem utilizado o Ac comercial L6G (VRMD), o mesmo ndo demonstrou ser (til
nas condicdes testadas devido a marcacdo neuronal tanto dos controles
positivos como dos controles negativos e a marcagao de fundo. Em nosso
estudo foi utilizado como controle negativo o encéfalo de um bovino coletado
em frigorifico, sendo que o0 mesmo néo apresentou alteracdes histopatologicas
nas 18 secfes avaliadas e foi negativo na PCR para a gC do BoHV-5. Chung et
al. (1994) nao descreveram o uso de controle de negativo. d'Offay et al. (1995)
substituiram o Ac priméario por fluido ascitico ndo-especifico de camundongo e
apenas Ely et al. (1996) realizaram o controle negativo das rea¢des com
cérebro de um bovino saudavel. Apds os trabalhos descritos por estes autores
nao foram encontrados na literatura pesquisada novos estudos utilizando o
AcM L6G.

Apesar do animal 1 ter apresentado a maior média entre os escores de
leséo, este parametro ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa
entre os animais 1, 2 e 3. Por outro lado, foi verificada diferenca
estatisticamente significativa entre o nimero de areas positivas na IHQ do
animal 1, com sinais neurologicos, em relagdo aos demais animais. Deste
modo, pode ser sugerido que maior positividade na IHQ possa estar ligada a
presenca de maior escore de lesdo do animal 1. No entanto, Meyer et al.
(2001) observaram que apenas cinco de sete animais com sinais neurologicos
e lesdes histopatoldgicas semelhantes foram positivos na IHQ para o BoHV-5.

No presente estudo, 32,41% das areas foram positivas na IHQ para o
BoHV-5. No experimento realizado por Meyer et al. (2001) 54,1% das areas

analisadas foram positivas para BoHV-5. No entanto, ao menos quatro
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diferencas importantes podem ser evidenciadas entre o0s estudos.
Primeiramente, em nosso experimento apenas um animal apresentou evolucao
clinica semelhante aos animais positivos como foi descrito por Meyer et al.
(2001), sendo que dentre os demais, um foi encontrado morto aos 21 dias p.i. e
quatro ndo apresentaram sinais neuroldgicos e foram eutanasiados aos 30 dias
p.i. Em segundo lugar, os anticorpos monoclonais utilizados nos experimentos
foram diferentes. Além disto, a estirpe viral utilizada na presente pesquisa e a
idade dos animais inoculados (Cunha, 2010) diferiram da estipe viral e idade
dos animais utilizados por Meyer et al. (2001).

A distribuicBo dos resultados positivos e negativos para IHQ néao
apresentou diferenca estatisticamente significativa entre o cértex cerebral e o
bulbo olfatério quando comparados as demais regides, corroborando com 0s
resultados de Meyer et al. (2001). No entanto, areas positivas na IHQ para o
BoHV-5 apresentaram, em média, escores de lesdo significativamente mais
elevados do que as areas negativas. Nao foi encontrado na literatura nenhum
trabalho correlacionando o escore de lesdo de areas positivas e negativas na
IHQ para o BoHV-5. Contudo, os resultados de Meyer et al. (1996) sugerem
gue possa haver uma associacdo entre a gravidade de lesdo e o resultado de
IHQ para BoHV-5. Meyer et al. (1996) descreveram alteracdes histopatolégicas
mais acentuadas e maior nimero de células positivas na IHQ no cértex
cerebral de coelhos inoculados experimentalmente com BoHV-5, concordando
com Belknap et al. (1994), o quais descreveram que areas com leséo
histopatolégica mais acentuada provavelmente apresentam maiores chances
de serem positivas na IHQ.

Vogel et al. (2003) realizaram estudo de distribuicdo e laténcia do DNA
do BoHV-5 no SNC de bovinos infectados experimentalmente usando a PCR.
No entanto, o uso do AcM 2F9 serviu apenas para confirmar se houve a
expressado de genes da gC durante a infeccao latente.

No presente estudo, 100% dos animais e 35,19% das areas foram
positivas para a PCR, sendo amplificado fragmento de 159 pb do gene que
codifica a gC do BoHV-5. Outros estudos realizados em tecido nervoso central
fixado em formalina e incluidos em parafina encontraram percentuais de
positividade de 21,8% (Ely et al., 1996), 75% (Ferrari et al., 2007) e 32,89%
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(Arruda et al., 2010) usando a PCR ou a PCR multiplex e 66,6% (Gomes et al.,
2002) e 33,3% (Pedraza et al., 2010) usando a PCR nested. No entanto, estes
resultados néo incluem o numero de areas analisadas, apenas se o animal foi
positivo ou negativo para a PCR. Cunha (2010) realizou a extragdo do tecido
encéfalo congelado e a PCR de 6 regides do SNC dos animais usados no
presente trabalho (bulbo olfatério, cortex frontal, cortex occipital, nucleos da
base, tdlamo e o ganglio do trigémeo), gerando o total de 36 areas analisadas.
Cunha (2010) observou que 66,67% (24/36) das areas foram positivas para
PCR do BoHV-5. Em nosso estudo, verificamos que estas mesmas areas
apresentaram 52,78% (19/36) de positividade. Algumas regifes positivas na
PCR realizada por cunha (2010) foram negativas na PCR realizada a partir do
tecido FFEP, também acontecendo o inverso. Utilizando as mesmas condi¢des
do presente estudo Claus et al. (2005), Isenhagen (2005) encontraram 100%
de animais positivos na PCR para o BoHV-5, corroborando com nossos
resultados.

Outros trabalhos realizaram o estudo de distribuicdo do DNA do BoHV-5
no SNC de bovinos. Meyer et al. (2001) utilizaram o protocolo da PCR descrito
por Ros e Belak (1999), o qual amplifica regides do DNA conservadas entre o
BoHV-1, BoHV-5 e o0 herpesvirus cervideo tipo 1. Estas regides foram
posteriormente clivadas por enzimas de restricdo, permitindo, deste modo, o
diagnéstico da infeccdo pelo BoHV-5. Meyer et al. (2001) inocularam oito
animais com a estirpe N569 do BoHV-5. Destes, sete animais foram
sacrificados in extremis entre 0 9° e 22° dias p.i. € um dos animais permaneceu
assintomatico até o 105° dia p.i, sendo entdo sacrificado. Cinco regibes do
SNC de apenas 3 animais foram examinadas para a presenca de DNA do
BoHV-5, apresentando 100% de areas positivas. Vogel et al. (2003),
detectaram o DNA viral em varias por¢cbes do SNC de 9 bezerros inoculados
experimentalmente com BoHV-5. No total, 108 areas do SNC foram analisadas
para a PCR do gene que codifica a gG do BoHV-5, apresentando 68 areas
positivas (62,96%). Nenhum padrao de distribuicio do DNA viral foi
evidenciado, corroborando com os achados de Isenhagen (2005) e Claus et al.

(2007). Isto vai de encontro ao resultado encontrado na presente pesquisa, as
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areas positivas para a PCR estavam mais presentes nas regides do bulbo
olfatorio e do cortex telencefalico.

Na literatura pesquisada nenhum trabalho foi encontrado comparando a
intensidade de lesdo das areas positivas e negativas para a PCR do BoHV-5,
visto que em nosso estudo a média dos escores de lesdo nas areas positivas
foi significativamente maior do nas areas negativas.

O animal com sinais neurolégicos apresentou mais chances de ser
positivo na PCR e IHQ (p < 0,05) para o BoHV-5. Este resultado concorda com
os resultados de Isenhagen (2005), onde os animais sintomaticos tiveram
34/40 (85%) areas positivas para a PCR do BoHV-5, enquanto os animais
assintométicos apresentaram apenas 13/30 (43%) das areas positivas,
havendo correlagdo estatistica significativa entre a presenca de sinais clinicos
e 0 maior nimero de areas positivas ha PCR (p < 0,0001) pelo teste exato de
Fisher.

Em nosso estudo as areas positivas na IHQ ndo foram, na sua maioria,
as mesmas é&reas positivas da PCR. N&o foram encontrados estudos na
literatura pesquisada que realizaram esta comparacao.

Em suma, a utilizacdo das técnicas da PCR e de imunoistoquimica em
tecido fixados em formol e incluidos em parafina sdo alternativas importantes
para a caracterizacdo de casos de meningoencefalite por BoHV-5. Essas
técnicas podem ser utilizadas em material de arquivo para a confirmacgédo de
casos de infeccdo por BoHV-5 o que, por sua vez, contribui para o estudo

epidemiolodgico da doenga.
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7. Conclusdes

1) As alteracbes microscopicas mais acentuadas foram manguitos
perivasculares compostos por células mononucleares, edema, gliose difusa,
congestao, gliose focal e necrose cerebrocortical, portanto deve-se dar énfase
a estas anormalidades na avaliacédo histolégica de casos clinicos suspeitos de
BoHV-5;

2) O bezerro que apresentou sinais clinicos neuroldgicos teve lesfes
microscopicas mais acentuadas que os demais animais e maior niumero de
areas positivas na IHQ e na PCR;

3) As areas com maior intensidade de les6es foram cortex frontal, talamo,
cortex parietal, cortex occipital, bulbo olfatério e os nucleos da base e, portanto,
as mais adequadas para o diagnostico microscopico;

4) A necrose cerebrocortical significativamente mais acentuada nos bezerros 1
e 2 com relacdo aos demais bezerros (assintomaticos) pode ter relacdo com o
aparecimento de sinais neurolégicos e com a morte subita do primeiros.

5) A imunoistoguimica com o AcM 2F9 realizada em amostras do sistema
nervoso central de bovinos fixadas em formalina e incluidas em parafina foi
eficiente no diagnéstico da infeccdo pelo BoHV-5 nas condi¢cdes avaliadas
neste estudo;

6) A PCR para a gC do BoHV-5 realizada em amostras do sistema nervoso
central de bovinos fixadas em formalina e incluidas em parafina foi eficiente no

diagnostico da infecgdo pelo BoHV-5 nas condi¢des avaliadas neste estudo;
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INSTRUCOES PARA AUTORES — PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA

Os trabalhos para submissédo devem ser enviados por via eletrénica, atraves
do e-mail <jurgen.dobereiner@terra.com.br>, com o0s 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 Dobereiner, Revista PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA,
Caixa Postal 74.591, Seropédica, RJ 23890-000.

Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda n&do publicados e nao
considerados para publicacdo em outra revista.

Para abreviar sua tramitacdo e aceitacdo, os trabalhos sempre devem ser
submetidos conforme as normas de apresentacdo da revista
(www.pvb.com.br) e o modelo em Word (PDF no site). Os originais
submetidos fora das normas de apresentacéao, serao devolvidos aos autores

para a devida adequacao.

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

submissao.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos
nos trabalhos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria Cientifica,
reserva-se o0 direito de sugerir ou solicitar modificacdes aconselhaveis ou

necessarias.

Os trabalhos submetidos sdo aceitos através da aprovacdo pelos pares (peer

review).

NOTE: Em complementacdo aos recursos para edicdo da revista (impressa e

online) e distribuicdo via correio é cobrada taxa de publicacéo (page charge)
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no valor de R$ 120,00 por pagina editorada e impressa, na ocasido do envio
da prova final, ao autor para correspondéncia.

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

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o conteudo do trabalho;
pormenores

de identificac&o cientifica devem ser colocados em MATERIAL E METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar oS nomes, tanto para
facilitar sua identificacdo 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 indexacéo, recomenda-se que os trabalhos tenham
0 maximo de 8 autores;

c) o ABSTRACT devera ser apresentado com 0s elementos constituintes do
RESUMO em portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros. Ambos
devem ser seguidos de “INDEX TERMS” ou “TERMOS DE INDEXACAOQ’,
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 INTRODUCAO deve ser breve, com citacéo bibliografica 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 experimentagdo com animais,
deve constar a aprovacdo do projeto pela Comisséo de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacéo concisa dos dados obtidos.
Quadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre
que indicado, médias de varias repeticbes. 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. N&o
convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a
evitar uma obrigacédo 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 s0 incluira a bibliografia citada no trabalho e a
que tenha servido como fonte para consulta indireta, deverd ser ordenada
alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se 0os 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 publicacéo e,
abreviado ou por extenso (se tiver duvida), o nome da revista ou obra, usando as
instrugdes 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 deverdo 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
“Instrucoes aos Autores” (www.pvb.com.br). A digitalizacdo deve ser na fonte
Helvética, corpo 11, entrelinha simples; a pagina deve ser no formato A4,
com 2cm de margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser
corrido e nao deve ser formatado em duas colunas, com as legendas das figuras

e os Quadros no final (logo ap6s as REFERENCIAS). As Figuras (inclusive
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graficos) 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 informacdes do
programa onde foram geradas, resultando, sempre, em ma qualidade;

b) a redagédo 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 apds a palavra ou frase
gue motivou a nota. Essa numeracao sera continua por todo o trabalho; as notas
serdo lancadas 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 niumeros e, sempre que possivel, na
ordem crescente destes. ABSTRACT e RESUMO seréo escritos corridamente em
um so paragrafo e ndo deverdo conter citacdes bibliogréficas.

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 de outros autores;

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

e) citagdes bibliograficas serao 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 n&o se distinguirem
por esses elementos, a diferenciacdo sera feita através do acréscimo de letras
minuUsculas ao ano, em ambos. Trabalhos ndo consultados na integra pelo(s)
autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no final da respectiva
referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud Fulano e o ano.)”; a referéncia do trabalho
gque serviu de fonte, sera incluida na lista uma s6 vez. A mencao de
comunicacao pessoal e de dados ndo publicados é feita no texto somente com
citacdo de Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais,
como a Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas citacdes de trabalhos colocados
entre parénteses, ndo se usara virgula entre o nome do autor e 0 ano, nem
ponto-e-virgula ap6s cada ano; a separacdo 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);
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f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada isenta do uso de caixa
alta, com os nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em conformidade
com o padrdo adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a

ordenacédo de seus varios elementos.

3. As Figuras (gréficos, 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 deverdao ser
enviados como obtidos (sem tratamento ou altera¢des). Quando obtidas em papel
ou outro suporte, deveréo ser anexadas ao trabalho, mesmo se escaneadas pelo
autor.

Nesse caso, cada Figura sera 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”. A chave das
convencOes adotadas serd incluida preferentemente, na area da Figura; evitar-se-
a o0 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 deverédo ser
colocados em envelope.

Na versao online, fotos e gréaficos poderdo ser publicados em cores; na versao
impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impressao das figuras

podera ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informagdes suficientes para
gue estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas , com
independéncia do texto) e serdo apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deverdo 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

tracos podera haver outros mais curtos, para grupamento de colunas. Nao ha

tracos verticais. Os sinais de chamada seréao alfabéticos, recomecando, se

possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdo lancadas logo abaixo do

Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um trago curto a esquerda.




Pesq. Vet. Bras. 31(1):41-52, janeiro 2011

Polioencefalomalacia experimental em bovinos induzida
por toxicose por enxofrel

Paulo H.J. Cunha %, Peres R. Badial®, Didier Q. Cagnini2, José P. Oliveira-Filho®,
Livia F. Moares®, Regina K. Takahira®, Renée L. Amorim? e Alexandre S. Borges®

ABSTRACT.- Cunha P.H.J., Badial P.R., Cagnini D.Q., Oliveira Filho J.P., Moraes L.F.,
TakahiraR.K., Amorim R.L. & Borges A.S. 2011. [Experimental polioencephalomalacia
in cattle induced by sulfur toxicosis.] Polioencefalomalacia experimental em bovinos
induzida por toxicose por enxofre. Pesquisa Veterinaria Brasileira 31(1):41-52. Departa-
mento de Medicina Veterinaria, Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Goiés,
Rua 13 no.278, Apto 400, Plaza Residencial Sol de La Plaza, Setor Oeste, Goiania, GO
74120-060, Brazil. E-mail: phcunhavet@yahoo.com.br

The aims of this study were to evaluate the clinical signs, the ruminal hydrogen sulfide
concentration and the histological lesions induced by sulfur toxicosis in cattle. Ten crossbred
calves were fed an experimental diet, four without sodium sulfate (G1) and six with (G2). The
calves were submitted to clinical (rectal temperature, cardiac and respiratory rate and ruminal
motricity) and laboratorial (hemogram, fibrinogen, total plasma protein, ruminal fluid pH, ruminal
hydrogen sulfide concentration, cerebrospinal fluid and histopathological) evaluations. Rectal
temperature, cardiac rate, hemogram, fibrinogen, total plasma protein, ruminal fluid pH and
cerebrospinal fluid values were within normal reference ranges in animals from both groups.
Ruminal hypomotricity and increased respiratory rate and ruminal hydrogen sulfide concentration
occurred in G2 animals. One out of six calves in G2 developed neurological signs and lesions of
PEM. Two calves of each Group were euthanized. Microscopic lesions of PEM were observed
in G2 animals. Histologically there were cortical neuronal necrosis and hemorrhagic lesions in
basal nuclei, thalamus, midbrain, pons and medulla oblongata. The experimental model consisting
of a diet with high carbohydrate and low in long fiber content with high sulfur concentrations
(0.52%) resulted in clinical and histological abnormalities and high ruminal hydrogen sulfide
concentration consistent with sulpur toxicosis in cattle.

INDEX-TERMS: Cerebrocortical necrosis, sulfur, cattle, experimental model, ruminal hydrogen
sulfide.

RESUMO.- O presente trabalho teve como objetivos ava-
liar os sinais clinicos, as concentracdes do sulfeto de hi-
drogénio ruminal e as alterag8es anatomopatoldgicas as-
sociadas a intoxicagédo experimental por enxofre em bovi-
nos. Foram utilizados dez bezerros mesticos leiteiros, sen-

1 Recebido em 9 de marco de 2010.

Aceito para publicacdo em 6 de setembro de 2010.

Parte da tese de Doutorado do primeiro autor. Financiado integral-
mente pela Fundacéo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo Paulo
(2006/05836-6).

2 Depto Medicina Veterinaria, Escola de Veterinaria, Universidade
Federal de Goias (UFG). Endereco particular: Rua 13 no.278, Apto 400,
Plaza Residencial Sol de La Plaza, Setor Oeste, Goiania, GO 74120060,
Brasil. *Autor para correspondéncia: phcunhavet@yahoo.com.br

3 Departamento de Clinica Veterinaria, Faculdade de Medicina Veteri-
naria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista (Unesp), Campus de
Botucatu, Distrito de Rubi&o Junior s/n, Botucatu, SP 18618-000, Brasil.
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do que quatro bovinos ingeriram ragédo sem sulfato de sodio
(G1) e seis consumiram racéo com sulfato de sodio (G2).
Exames clinicos (temperatura retal, frequéncia cardiaca e
respiratéria e motricidade ruminal) e laboratoriais (hemo-
grama, fibrinogénio, proteina plasmética, pH do fluido ru-
minal, concentracéo do sulfeto de hidrogénio ruminal, li-
quido cerebrospinal e histopatoldgico) foram realizados. A
temperaturaretal, frequéncia cardiaca, hemograma, fibri-
nogénio, proteina plasmatica, pH do fluido ruminal e os
valores do liquido cerebrospinal estavam dentro dos valo-
res de referéncia para a espécie. Taquipnéia, hipomotrici-
dade ruminal e elevados valores de sulfeto de hidrogénio
ruminal foram observados nos bezerros do grupo G2. Um
bezerro do grupo G2 apresentou sinais neurologicos e le-
sOes histopatoldgicas de PEM. Dois animais de cada gru-
po foram eutanasiados. LesGes microscopicas foram ob-
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servadas nos bezerros do G2. Histologicamente as altera-
¢Oes observadas foram necrose neuronal cortical e lesGes
hemorragicas nos nucleos basais, tAlamo, mesencéfalo,
ponte e bulbo. O protocolo experimental constituido por
uma dieta rica em carboidrato de alta fermentagéo, baixa
guantidade de fibra efetiva e altos niveis de enxofre (0,52%)
ocasionou alterac@es clinicas e histolégicas e elevadas
concentrac8es de sulfeto de hidrogénio ruminal compati-
veis com quadro de intoxicacao por enxofre.

TERMOS-INDEXACAO: Necrose cerebrocortical, enxofre, bo-
vinos, modelo experimental, sulfeto de hidrogénio ruminal.

INTRODUCAO

Polioencefalomalacia (PEM) é uma doenca cerebrocortical
degenerativa dos ruminantes sendo o termo utilizado para
indicar necrose laminar do cOrtex cerebral possuindo varios
fatores associados a sua ocorréncia (Gould 1998, Gould 2000,
Cebra & Cebra 2004, Burgess 2008, Sant’Ana et al. 2009a,b).

Na literatura internacional uma das principais causas de
PEM relatada tem sido a intoxicacao por enxofre (Raisbeck
1982, Gunert al. 1987, Gooneratne et al. 1989, Sager et al.
1990, Gould et al. 1991, Hamlen et al. 1993, Jeffrey et al.
1994, McAllister et al. 1997, Loneragan et al. 1998, Gould
1998, Gould 2000, Niles et al. 2000, Loneragan et al. 2001,
Niles et al. 2002, Haydock 2003, Loneragan et al. 2005, Kul
etal. 2006, Dewhurst et al. 2007, McKenzie et al. 2009). Outras
etiologias descritas foram deficiéncia da tiamina (Jensen et
al. 1956, Edwin & Jackman 1973), intoxicac¢&o por cloreto de
sodio associada a privagéo de agua (Trueman & Clague 1978,
Osweiler et al. 1995), intoxicacéo por chumbo (Christian &
Tryphonas 1971), ingest&o de melago (Mella et al. 1976) ou
de plantas ricas em tiaminases (Pritchard & Eggleston 1978)
e infecgdo por herpesvirus bovino 5 (BoHV-5) (Perez et al.
2003, Rissi et al. 2008).

No Brasil, existem relatos de surtos de PEM em bovi-
nos ocasionados por intoxicacao por cloreto de sédio asso-
ciada a privacéo de 4gua (Lemos et al. 1997, Nakazato et
al. 2000), intoxicacdo por chumbo (Lemos et al. 2004,
Traverso et al. 2004), forma aguda da intoxicacao por Phalaris
spp. (Souza & Irigoven 1999) e infec¢&o pelo BoHV-5 (Sal-
vador et al. 1998, Sanches et al. 2000, Claus et al. 2002,
Colodel etal. 2002, Elias et al. 2004, Riet-Correa et al. 2006,
Barros et al. 2006, Mendes et al. 2007, Rissi et al. 2006,
2007, 2008, Lunardi et al. 2009). O diagnéstico de PEM no
Brasil ja foi anteriormente sugerido ou associado a disturbio
no metabolismo da tiamina (Santos et al. 1983, Goncalves
et al. 2001, Mendes et al. 2007), intoxicacdo por enxofre
(Traverso etal. 2001, Lima et al. 2005) e alteracdes bruscas
na dieta (Moro et al. 1994). Estes diagnésticos foram esta-
belecidos correlacionando dados epidemiolégicos, sinais
neurolégicos, achados histopatolégicos e/ou resposta favo-
ravel a terapia com tiamina, sendo que as etiologias nao
foram confirmadas laboratorialmente.

A necessidade da melhor compreensao da etiopatogenia
da PEM no Brasil tem estimulado o estabelecimento de
modelos experimentais em ruminantes. Em um estudo
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experimental foi demonstrado que bovinos que tinham sido
inoculados anteriormente com BoHV-5 desenvolviam me-
ningoencefalite apds a inducdo de PEM mediante a admi-
nistracéo de amprdlio ou sulfato de sodio (David et al. 2007).
Cunha et al. (2008) induziram PEM em dois bovinos Nelore
fornecendo diariamente por via nasoesofagica enxofre a
1% da matéria seca e Sant’Ana et al. (2009c¢) intoxicaram
cinco ovinos administrando amprdlio por via oral em doses
diérias de 500 e 1.000 mg/kg de peso do animal.

Os objetivos desse trabalho foram de avaliar os sinais
clinicos, as concentracdes do sulfeto de hidrogénio rumi-
nal e as alterac8es anatomopatolégicas associadas a in-
toxicacdo experimental por enxofre em bezerros.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 10 bezerros mesticos leiteiros, machos, com
oito meses de idade, pesando entre 100-120 kg, mantidos
durante todo o periodo experimental em baias individuais. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos,
sendo que quatro bovinos receberam racdo sem adicdo de
sulfato de sodio (G1) e seis animais receberam a ragéo acres-
cida de sulfato de sédio (G2). O grupo G1 foi constituido pelos
Bovinos 3, 5, 10 e 11, e o grupo G2 pelos Bezerros 1, 4,6, 7, 8
e 9. Na ragdo do grupo G2 foi adicionado diariamente como
fonte de enxofre, o sulfato de sédio, totalizando um consumo
de 0,52% de enxofre na matéria seca.

O protocolo de intoxicagdo foi adaptado de Sager et al.
(1990) com algumas modificagdes. O periodo experimental foi
dividido em trés fases. A fase 1 constituiu a adaptagdo dos
bovinos com suplementacao exclusiva de feno por um periodo
de 14 dias, enquanto a fase 2 compreendeu um periodo de
sete dias de transi¢do do feno para ragédo, retirando-se 1/2 kg
do feno/dia/bezerro e adicionando-se 1/2 kg da ragao/dia/be-
zerro. Na ultima fase (fase 3), os animais receberam exclusiva-
mente racdo durante 14 dias. A ingestéo do feno coast-cross
(Cynodon dactylon) e o consumo da racéo foram de 2,5% do
peso animal.

A racgédo fornecida era constituida por casca de aveia (30%),
farelo de soja (18,5%), amido (17%), dextrose (17%), 6leo de
milho (4%), uréia (3%), bicarbonato de sodio (2%), fosfato de
célcio (2,5%), sulfato de sodio (0,8%), cloreto de potassio
(0,5%), 6xido de magnésio (0,2%) e agua (4,5%). Ainda foram
incorporados na ragdo 2.000 Ul/kg vitamina A, 100 Ul/kg vita-
mina D, 20 Ul/kg vitamina E, 80 mg/kg ferro, 40 mg/kg manganés,
20 mg/kg zinco, 1 mg/kg cobalto, 1 mg/kg iodo e 4 mg/kg cobre.

As andlises bromatolégicas do feno de Coast-cross
(Cynodon dactylon) (95,33% matéria seca; 10,28% proteina bru-
ta; 6,35% extrato etéreo; 4,54% minerais; 33,98% fibra bruta;
44,85% extrato ndo nitrogenado; 63,5% nutrientes digestiveis
totais; 76,89% fibra detergente neutra; 40,7% fibra detergente
acida) e da ragéo (90,45% matéria seca; 21,19% proteina bruta;
4,31% extrato etéreo; 10,7% minerais; 3,92% fibra bruta; 59,88%
extrato ndo nitrogenado; 87,27% nutrientes digestiveis totais;
29,34% fibra detergente neutra; 13,25% fibra detergente acida)
foram realizadas no Laboratério de Bromatologia do Departa-
mento de Melhoramento e Nutricdo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (FMVZ/Unesp-Botucatu).

As andlises de elementos minerais do feno de Coast-cross
(Cynodon dactylon) (14g/kg de nitrogénio, 1,1g/kg de fdsforo,
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15g/kg de potassio, 2g/kg calcio, 1,0g/kg de magnésio, 3,5g/kg
de enxofre, 14mg/kg de boro, 9mg/kg de cobre, 190mg/kg de
ferro, 156mg/kg de manganés e 16mg/kg de zinco) e da ragéo
(3,32g/kg de nitrogénio, 5g/kg de fosforo, 6,5g/kg de caélcio,
2,2g/kg de magnésio, 940mg/kg de enxofre, 227,5mg/kg de
ferro, 80mg/kg de manganés, 0,80mg/kg de selénio, 20mg/kg
de cobre, 77,5mg/kg de zinco, 5,5g/kg de sodio, 35mg/kg de
boro e 2,5mg/kg de molibdénio) foram realizadas, respectiva-
mente, nos Laboratérios de Nutricdo Mineral de Plantas do
Departamento de Recursos Naturais e Ciéncia do Solo da
Faculdade de Ciéncias Agronémicas da UNESP/Botucatu e
no Instituto Campineiro de Analise de Solo e Adubo Ltda. A
dosagem de enxofre da agua (11mg/L) do poco semi-artesiano
foi conduzida no Laboratorio de Fertilizantes e Corretivos da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP/Botucatu.

Os animais foram colocados em tronco de contencgdo para a
realizacdo do exame fisico. Em seguida, foram obtidas amostras
de sangue para a realizagdo de hemograma e avaliagéo do fibri-
nogénio e proteina plasmaticas, de gas ruminal para determinar
as concentrac@es do sulfeto de hidrogénio ruminal (H,S ou gas
sulfidrico) e o fluido ruminal para aferir o pH ruminal. Os animais
foram monitorados diariamente para deteccéo de sinais clinicos
encefalicos. O exame fisico, as dosagens de géas sulfidrico rumi-
nal e as colheitas das amostras de sangue e liquido ruminal fo-
ram realizadas com intervalos de sete ou 14 dias (Quadro 1) para
evitar estresse de manejo e interferéncia no consumo da racgao.
No final da fase 3 foram colhidas amostras do liquido cefalorra-
quidiano (LCR) dos Bovinos 4, 6, 7, 8 e 9 (G2).

As amostras de sangue total foram colhidas, por venopun-
¢do da jugular, em tubos contendo anticoagulante (EDTA) e
submetidas a contagem de células em camara hematimétrica
de Neubauer, a determinacdo do volume globular pelo méto-
do do microhematécrito e a dosagem de hemoglobina pelo
método da cianometahemoglobina, calculando-se posterior-
mente os indices hematimétricos (volume globular médio e
concentracdo de hemoglobina globular média). A contagem
diferencial de leucdcitos foi realizada em 100 células em es-
fregacos sanguineos corados pelo pandtico rapido*. Para a
mensuracdo do fibrinogénio utilizou-se a técnica de precipita-
¢do no tubo de microhematdcrito a 56°C e a proteina foi deter-
minada diretamente pela refratometria (Coles 1984).

A técnica da dosagem de sulfeto de hidrogénio ruminal
utilizada foi adaptada de Gould et al. (1997) com as modifica-
¢Oes descritas a seguir. Inicialmente foi realizada a tricotomia
da fossa paralombar esquerda e anti-sepsia com iodopovidona
(PVPI), sendo que a puncao ruminal foi realizada no ponto
médio da porgcdo mais dorsal da fossa paralombar esquerda
utilizando-se a agulha do cateter intravenoso 14G sem a canu-
la externa de teflon. Em seguida, foi encaixado ao conector da

Quadro 1. Momentos em que foram realizados os exames
fisicos, as colheitas de amostras de sangue total e de
fluido ruminal e as dosagens de sulfeto de hidrogénio

ruminal (H,S) dos bovinos do grupo que ingeriu ragdo sem

sulfato de sédio (G1) e com sulfato de sédio (G2) nas trés
fases do protocolo de indugao experimental de polioence-

falomalacia
Fases Exame fisico Sangue H,Sruminal  Fluido ruminal
(dia) (dia) (dia) (dia)
1 1°,7°el14° 1°eld® 1°7°eld° 1°,7°e 14°
2 7° 7° 7° 7°
3 7° e 14° 14°  3°,7°,10° e 14° 7°e14°

agulha um equipo de infuséo intravenosa com 15 cm de com-
primento, cortando e desprezando-se a extremidade com o
gotejador. A ponta cortada do equipo adaptado foi acoplada a
um tubo colorimétrico de dosagem de gas sulfidrico, que ja
estava previamente inserido na bomba manual de vacuo®. As
mensuragfes foram realizadas de acordo com o manual do
fabricante da bomba de véacuo, utilizando tubos colorimétricos
para valores entre 25 e 1.000 ppm® ou 1.000 a 40.000 ppm’ de
sulfeto de hidrogénio. Nos momentos em que n&do ocorreu
mudanca na coloragdo do tubo, repetiu-se a dosagem e ndo
se detectando alteracdo foi estabelecido que o valor aferido
estivesse abaixo do limite inferior de detec¢éo do tubo (<25ppm
de H,S ruminal).

As amostras do contetdo ruminal foram obtidas por meio
de uma bomba de sucgédo a vacuo, acoplada a um recipiente
de vidro e a uma sonda oroesofagica tipo Schambye e Soren-
sen (Dirksen et al. 1993). Para a avaliacdo do pH ruminal® os
primeiros 200mL foram desprezados para evitar contamina-
¢éo com a saliva, sendo colhidos aproximadamente 100mL de
cada animal.

As coletas de LCR foram realizadas segundo protocolo
proposto por Mayhew (1989). Apés sedacdo com 0,20 mg/kg/
IV de cloridrato de xilazina?®, tricotomia e anti-sepsia com PVPI,
a puncao foi realizada na cisterna atlanto-occipital com agulha
spinall®,

As amostras de LCR foram coletadas em trés tubos estéreis
sem EDTA. Para andlise do LCR foi utilizada uma fracéo da
amostra do terceiro tubo. O nimero de leucécitos e hemacias
por microlitro do LCR foi mensurado com o uso da camara de
Fuchs-Rosenthal. A contagem diferencial de leucécitos foi feita
em laminas preparadas por citocentrifugacdo®! e coradas pelo
pandtico rapido. As proteinas!? e a glicose!® foram dosadas com
kits comerciais, empregando o método colorimétrico, cujas lei-
turas das reagdes foram feitas em espectrofotdmetro®®.

4 Instant Prov, Newprov Produtos para Laboratério, Av. Primeiro de
Maio 590, Pinhais, PR.

5 Bomba modelo AP-20S, Sensidyne®, Sensidyne Industrial Health
and Safety Instrumentation, Clearwater, Florida, USA. Representante
no Brasil: AlImont do Brasil, Rua Horécio de Castilho 284, Vila Maria
Alta, S&o Paulo, SP.

6 Tubos colorimétricos modelo 120 SF, Sensidyne®, Sensidyne In-
dustrial Health & Safety Instrumentation, Clearwater, Florida, USA.
Representante no Brasil: Almont do Brasil, Rua Horacio de Castilho
284, Vila Maria Alta, Séo Paulo, SP.

7 Tubos colorimétricos modelo 120 SH, Sensidyne®, Sensidyne In-
dustrial Health & Safety Instrumentation, Clearwater, Florida, USA.
Representante no Brasil: Almont do Brasil, Rua Horacio de Castilho
284, Vila Maria Alta, S&o Paulo, SP.

8 Phtek®, modelo pH100, Tecnoglobo equipamentos para laborato-
rio, Rua Holanda 1166, Bairro Boa Vista, Curitiba, PR.

9 Vibaxil 2%, Virbac Saide Animal, Av. Engenheiro Eusébio Stevaux
1368, Jurubatuba, SP.

10 BD Spinal 20G x 31/2", Becton Dickison Ind. Cirdrgicas Ltda, Av.
Pres. Juscelino Kubitschek 273, Juiz de Fora, MG.

11 Citocentrifuga Citolégica Microprocessada modelo 200D, Cientec
Equipamentos para Laboratérios, Rua Buenos Aires 717, Parque Agua
Branca, Piracicaba, SP.

12 sensiprot, Labtest Diagndstica, Av. Paulo Ferreira da Costa 600,
Lagoa Santa, MG.

13 Glicose, Labtest Diagnostica, Av. Paulo Ferreira da Costa 600,
Lagoa Santa, MG.

14 Espectrofotdmetro Digital B 44242, Micronal, Rua Jo&o Rodrigues
Machado 25, Brooklin, S&o Paulo, SP.
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O bovino que morreu naturalmente (Bezerro 1) e os ani-
mais submetidos a eutanasia (Bezerros 4, 5, 7 e 10) foram
necropsiados. A eutanasia foi realizada utilizando cloridrato
de xilazina (0,10mg/kg/1V), tiopental sédico (8mg/kg/IV) e por
ltimo cloreto de potassio.

Amostras de tecido hepatico e renal do Animal 10 do grupo
G1 e dos Bovinos 1, 4 e 7 do grupo G2 foram coletadas para
dosagem de chumbo por espectrofotometria por absorcéo até-
mica no Centro de Assisténcia Toxicoldgica (CEATOX) do Ins-
tituto de Biociéncias da Unesp-Botucatu.

Uma porg¢édo do cortex frontal do Bezerro 1 foi colhida para
realizar a técnica da PCR para diagndstico diferencial do her-
pesvirus bovino 5. O processo de extragdo de DNA foi realiza-
do a partir de 20 mg da amostra de encéfalo utilizando kit de
extracdo’®. A técnica da PCR foi realizada segundo Claus et al.
(2005) com algumas modificagdes. Os “primers” utilizados fo-
ram B5 (senso) especifico para BoHV-5 (5- CGG ACG AGA
CGC CCT TGG-3' NT 322-339) e primer anti-senso denomina-
do Bcon (5-AGT GCA CGT ACA GCG GCT CG-3' NT 519-
538), que amplificaram fragmento com 159 pb do gene da
glicoproteina C do BoHV-5. Como controle positivo utilizou-se
amostra AA PAR do BoHV-5, isolada do cérebro de um bovino
apresentando sinais de encefalite cedida pelo Laboratério de
Virologia Animal do Centro de Ciéncias Agrarias da Universi-
dade Estadual de Londrina. Realizou-se a PCR com a enzima
GoTag® Green Master Mix!®. A reacéo foi padronizada para um
volume final de 50il e possuia 0,4iM de cada oligonucleotideo
iniciador (senso e anti-senso), 5il de DNA, 25il GoTag® Green
Master Mix, 8% DMSOe agua “nuclease-free” g.s.p. O pro-
cesso de amplificacéo foi realizado em termociclador!® de acor-
do com as seguintes condi¢Bes de tempo e temperatura: 1
ciclo de 2 min. a 95°C seguido por 40 ciclos de 40 segundos a
94°C (denaturagdo), 1 min. com temperatura de hibridizacéo
de 57,8°C, 1 min. a 72°C (extensdo) e um ciclo de extenséo
final de 5 min. a 72°C. Os produtos amplificados foram analisa-
dos por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com
GelRed™ 19 e visualizado sob luz ultra-violeta. Os géis foram
documentados no ImageQuant®2°.

Os fragmentos encefalicos (porgdo occipital do telencéfalo,
talamo, vermix do cerebelo e a porc¢éo final do tronco encefali-
co do Bezerro 1 foram congelados e encaminhados para exa-
me de imunofluorescéncia direta para diagndstico diferencial
de raiva no Departamento de Higiene e Saude Publica da
FMVZ/Unesp-Botucatu.

O exame macroscoépico sob aplicagédo da luz ultra-violeta
no comprimento de 365nm (laAmpada de Wood) foi realizado
na porcao do cortex frontal dos Bezerros 1, 4 e 7 do grupo G2,
de acordo com Edwin & Jackman (1981).

15 QlAamp® DNA Mini Kit (cat n° 51304), Qiagen Biotecnologia Brasil
Ltda, Av. Jabaquara 1909, Séo Paulo, SP.

16 promega, Madison, WI, EUA. Representante no Brasil: Prodimol
Biotecnologia, Praga Carlos Chagas 49, Santo Agostinho, Belo Hori-
zonte, MG.

17 Dimetilsulféxido (DMSO), Sigma-Aldrich®. Representante no Bra-
sil: Interjet produtos para laboratério, Rua Sobralia 254, Vila Gea, Sao
Paulo,SP.

18 Mastercycler® ep Eppendorf. Eppendorf Brasil, Rua Ferreira Ara-
Ujo 221, Sao Paulo, SP.

19 Biotium, Halward, CA, EUA. Representante no Brasil: Uniscence
do Brasil, Av. Candido Portinari 933/93, Sao Paulo, SP.

20 GE Healthcare. Ge Healthcare Life Sciences do Brasil, Av. Pau-
lista 37, Bairro Bela Vista, S&o Paulo, SP.
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Para o exame histopatol6gico foram colhidas as seguintes
por¢8es do sistema nervoso central (SNC): bulbo olfatério, cortex
frontal (anterior) na altura do joelho do corpo caloso, cortex oc-
cipital (posterior), cortex parietal (dorso-lateral), nicleos basais,
talamo, mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais, ponte com
pedunculos cerebelares, bulbo na altura do ébex e cerebelo.
Adicionalmente foram examinados em monobloco o ganglio de
Gasser (trigémeo), rete mirabile e hipéfise (GRH). As amostras
foram fixadas em formol tamponado a 10% para a realizagao do
exame histopatoldgico.

Na andlise histopatoldgica, a intensidade das lesdes foi es-
tabelecida considerando leséo discreta (1) quando menos de
25% do tecido estava afetado, moderada (2) referente a altera-
¢Oes de 25 a 50% e acentuadas (3) indicando comprometimen-
to acima de 50% do tecido avaliado. Os seguintes aspectos
foram computados para a obtencédo da intensidade das lesdes:
hemorragia, congestao, edema do neuropilo, infiltrado inflama-
tério, meningite, gliose focal, gliose difusa, neurdnios verme-
Ilhos (neurdnios com o citoplasma encolhido e eosinofilico e
nucleo picnético), neuronofagia, malacia (necrose do compo-
nente neuroectodérmico com manutengdo das estruturas me-
senquimais e infiltrado de macréfagos tumefeitos e com cito-
plasma espumoso [células Gitter]), e les&o residual (estruturas
vasculares e células Gitter remanescentes, formando uma es-
trutura cavitaria semelhante a um cisto). Cada um dos aspectos
avaliados foi relacionado a sec¢éo anatémica examinada, com o
objetivo de determinar a localizac&o das lesdes produzidas pela
doenca no SNC. Adicionalmente, foram avaliados qualitativa-
mente o tipo de infiltrado inflamatério e a presenca de corpuscu-
los de incluséo intranucleares caracteristicos de herpesvirus
(Rissi et al. 2006, Sant’Ana et al. 2009a).

Os resultados da temperatura retal, frequéncia cardiaca e
respiratéria, motricidade ruminal, do hemograma, do fibrino-
génio plasmatico, da proteina plasmatica, do pH ruminal e do
liquido cefalorraquidiano foram submetidos a andlise descriti-
va, constituida pelo célculo das médias aritméticas e dos des-
vios-padrdo. A média e os desvios padrdo para o parametro
da determinagdo da concentracdo do sulfeto de hidrogénio
ruminal foram calculados e submetidos a analise estatistica no
programa GraphPad InStat versédo 3.0 para Windows (GraphPad
Software) e foram avaliadas por analise de variancia (ANOVA),
seguido pelo teste de Tukey. Diferenca estatistica foi conside-
rada para p> 0,05 (Sampaio 1998). Para realizagdo da analise
estatistica foi considerado o valor de 24 ppm nas afericbes
referentes aos valores inferiores a 25ppm do sulfeto de hidro-
génio ruminal.

Todos os procedimentos realizados estavam de acordo com
as normas e principios éticos de experimentacdo animal, esta-
belecidos pela Camara de Etica em Experimentacdo Animal
da FMVZ/UNESP/Botucatu, sendo o experimento aprovado
pela mesma (Protocolo n° 117/2006-CEEA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O periodo inicial de 15 dias (fase 1) foi importante porque
proporcionou a adaptacéo dos animais nas baias, facilitan-
do 0 manejo dos mesmos no tronco para a realizacéo dos
exames fisicos e colheita das amostras para a execucao
dos exames complementares propostos. Na fase 2, a mu-
danca gradativa no intervalo de sete dias da dieta contendo
feno para alimentac&o exclusivamente com racdo, nao oca-
sionou disturbios metabolicos como acidose ruminal.



Polioencefalomalacia experimental em bovinos induzida por toxicose por enxofre 45

A composicao e a proporcao dos ingredientes da racao
do presente estudo, bem como os resultados da andlise
bromatol6gica e mineral foram muito similares a racéo ex-
perimental utilizada por Sager et al. (1990) no protocolo de
inducé&o por PEM por ingestao excessiva de enxofre.

Para calculo do consumo de enxofre pelos bovinos na
fase 1, verificou-se que a ingestao do feno foi de 2,5% do
peso vivo representando a ingestéo de 0,35% de enxofre na
matéria seca. Para o calculo da ingestéo de enxofre na agua
foi estimado que um bovino de 120 kg mantido em tempera-
tura ambiente de 28°C deve ingerir aproximadamente 20
litros de &gua por dia (Gould 2000), totalizando o consumo
de 220 mg de enxofre por dia (0,022% de enxofre). A inges-
tao de enxofre na agua e feno nafase 1 totalizou o consumo
de 0,37% na matéria seca, valor este acima do nivel reco-
mendado (0,15%) por Klasing et al. (2005). Este alto consu-
mo de enxofre na matéria seca ocorreu porque o valor deter-
minado no feno estava o dobro do descrito como normal por
Valadares Filho (2006). A explicacdo para incremento do
enxofre no feno pode ser justificada pela intensa adubacao
com sulfato de aménio realizada pela empresa que
comercializou o0 volumoso objetivando aumentar o seu va-
lor nutritivo. O sulfato de aménio quando utilizado como fer-
tilizante proporciona aumento na concentracdo de enxofre
naforragem (Arthington et al. 2002) e melhora a digestibilidade
da fibra em detergente acido e da fibra em detergente neutro
das forragens cultivadas nestes solos, quando fornecida aos
ruminantes (Ahmad et al. 1995).

Na fase 3, para o grupo G1, o célculo do consumo de
enxofre foi baseado na ingestéo de 2,5% do peso vivo da
matéria seca da racdo (0,09% de enxofre na matéria seca)
somado ao da agua (0,022% de enxofre por dia), totalizan-
do, aproximadamente, 0,11% de enxofre na matéria seca.
Para o grupo G2, acrescentou-se o sulfato de sédio na
racdo como fonte de enxofre, que somado a ingestdo do
enxofre na agua totalizou 0,52% de enxofre na matéria
seca. O estabelecimento do nivel toxico na dieta fornecida
para os bovinos do grupo G2 foi baseado nas recomenda-
¢bes do Klasing et al. (2005), que preconizaram o valor de
tolerancia méaxima de enxofre de 0,30% para dietas com-
postas com mais de 85% de concentrado.

A temperatura retal e a frequéncia cardiaca estavam

dentro dos valores considerados normais por Radostits et
al. (2007). Entretanto, episédios de taquipnéia foram ob-
servados nos Bezerros 3 e 5 do grupo G1 e nos animais 4
e 8 do grupo G2 na fase de adaptacéo e na fase 3 somente
no grupo G2 (Bezerros 4 e 8). Sager et al. (1990) e Gould
etal. (1997) ao induzirem PEM com protocolo semelhante
ao do presente estudo observaram episédios transitérios
de taquipnéia nos bezerros ao ingerirem racdo com exces-
so de enxofre. Os resultados das inducdes experimentais
e as descri¢gfes de surtos de PEM por enxofre indicaram
que antes dos animais apresentarem sinais neurologicos,
atemperaturaretal e as frequéncias cardiaca e respirato-
ria podem estar alteradas (Gunn et al. 1987, Mckenzie et
al. 2009) ou néo (Loneragan et al. 1998, Haydock 2003).
Nos ruminantes, 60% dos gases eructados podem ser ina-
lados, favorecendo a exposicéo do trato respiratorio ao gas
sulfidrico durante episddios de producdo exagerada de
sulfeto de hidrogénio ruminal, podendo ocasionar altera-
¢cOes respiratérias em bovinos (Kung et al. 1998), justifi-
cando os episédios de taquipnéia observados na fase 3
nos Bezerros 4 e 8 do grupo G2.

Com relagdo a motricidade ruminal (Quadro 2), nos dois
grupos experimentais observou-se valores normais (Dirksen
et al. 1993) somente na primeira fase. A hipomotricidade
ruminal observadas nas fases 2 e 3, em ambos o0s grupos,
néo foi relatada por Gould et al. (1997), mas estes autores
observaram em alguns animais timpanismo gasoso. A hi-
pomotricidade ruminal constatada na fase 2 ocorreu devi-
do a baixa quantidade de fibra oferecida, enquanto que na
fase 3 pelo fornecimento de dieta contendo exclusivamen-
te racdo. A motricidade ruminal é estimulada pela presen-
ca de fibra efetiva (Dirksen et al. 1993).

Os resultados do eritrograma (Quadro 3), leucograma
(Quadro 4), do fibrinogénio plasmatico e proteina plasmética
(Quadro 5) estavam dentro dos valores de referéncia cita-
dos por Radostits et al. (2007). Loneragan et al. (1998)
relataram surto de PEM em bezerros de corte recém des-
mamados e confinados ocasionado pela ingestéo exces-
siva de enxofre na matéria seca (0,9%) e também nao
observaram altera¢des nos resultados do leucograma, fi-
brinogénio e da proteina plasmatica. Entretanto, Gunn et
al. (1987) relataram surto de PEM ocasionado por flor de

Quadro 2. Valores médios e desvios-padrao (X + o) da temperatura retal (°C), frequéncia cardiaca
(batimentos/min.) e respiratéria (movimentos/min.) e motricidade ruminal (movimentos/cinco min.)
aferidas nas trés fases do protocolo de inducédo de polioencefalomalacia nos bezerros do grupo
gue ingeriu ragdo sem sulfato de soddio (G1) e com sulfato de sodio (G2)

Temperatura retal

Frequéncia cardiaca

Frequéncia respiratoria Motricidade ruminal

G1 G2 G1 G1l G2 G1l G2

Fase 1

1° dia 39+0,3 38,16+0,5 66,2+2,3 70,33t5,4 44+4.3 22+9,1 8,75+0,5 8,5+1,5
7° dia 38,72+0,2 39,41+0,6 65,5+1,9 65+6,1 37+10,5 37,6+6,3 7,5+0,5 8+0,6
14° dia 38,6+0,5 39,15+0,3 64,7+2,6 66,66+4,8 30,75+10,6 38,33%6,9 8,5+0,6 8,315
Fase 2

7° dia 39 39,44+0,3 70+8,2 66,4+6,8 31,7545 38,4+7,2 5,25+0,5 4,2+1,0
Fase 3

7° dia 38,42+0,2 39,26+0,1 69,2+11,6 76,4+6,0 30,25+5,18 39,6+6,0 3+0,8 3,2+0,4
14° dia 37,85+0,2 39,28+0,2 66,5+4,4 74+10,7 30+2,16 47,6+18,1 1,5+0,5 1,8+0,8
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Quadro 3. Valores médios e desvios-padrédo (X + 6) dos eritrogramas avaliados nas trés fases do protocolo de indugao
de polioencefalomalacia nos bezerros do grupo que ingeriu ragao sem sulfato de sddio (G1) e com sulfato de s6dio (G2)

Heméacias Hemoglobina Volume globular VGM(FI) CHGM(%)
(x108/mm3) (g/DI) (%)
G1 G2 G1 G2 G1 G2 G1 G2 G1 G2
Fase 1
1° dia 6,78+0,5 6,81+x1,1 9,72+1,2 10,56+1,1 29,25%3,7 32,16+3,3 43,07+3,1 48,01+7,0 33,24+0,1 32,18+14
14°dia  6,18+0,6 6,08+0,3 9,35+1,5 9,32+0,5  29,2+5,67 29,66+2,0 47,10+55 48,93+0,9 32,1+1,5 31,60+0,9
Fase 2
7° dia 6,37+0,6  6,49+0,5 9,3+1,0 9,76+1,0 28+3,5 29,8+2,7 43,9+2,9 45,89+1,6 33,2+1,4 32,71+0,7
Fase 3
14° dia 6,2+0,7 6,37+1,0 9,313 9,32+1,2 30+4,0 28,2+3,3 47,9+3,2 44,52+2,7 30,9+0,8 33,14+1,7

Quadro 4. Valores médios e desvios-padréo (X + o) dos leucogramas avaliados nas trés fases do proto-
colo deinducdo de polioencefalomalacia nos bezerros do grupo que ingeriu ragdo sem sulfato de sédio
(G1) e com sulfato de sddio (G2)

Leucocitos Segmentados Linfocitos Eosindfilos Mondcitos
(x103/mm3) (x103/mm3) (x103/mm3) (x103/mmB3) (x103/mm3)
G1 G2 G1 G2 G1 G2 G1 G2 G1 G2
Fase 1
1° dia 9,03+1,0 8,0+1,73 2,38+0,3 2,05+t0,8 6,33+0,9 5,5+1,63 0,33%0,1 0 0,13+0,05 0,11+0,09
14°dia  7,57+0,8 8,14+2,3 1,8+1,1 2,27+1,0 5,65+0,8 5,39+1,4 0,1+0,04 0,15+0,04 0,07+0,01 0,08+0,03
Fase 2
7° dia 6,6+1,3 7,74+1,7 1,17+0,3 1,69+0,4 5,35+1,2 5,75+1,7 0,12 1,24 0,12 0,07+0,01
Fase 3
14° dia 6,67+1,4 7,46+2,1 1,47+0,3 1,55+0,5 5,14+1,4 5,39+1,26 0,06 0,11+0,05 0 0,10+0,02

Quadro 5. Valores médios e desvios-padréo (X + 6) do
fibrinogénio plasmaético (g/dL) e proteina plasmatica (mg/
dL) avaliados nas trés fases do protocolo de indugéo de
polioencefalomalacianos bezerros do grupo que ingeriu

racao sem sulfato de sodio (G1) e com sulfato de sddio (G2)

Fibrinogénio plasmatico Proteina plasmatica

(mg/dL) (g/dL)
Gl G2 G1 G2

'Fase 1

1° dia 150+57,7 300+£109,5 8,1+0,2 6,88+0,2
14° dia 250+£100 266,66+103,2 7,15+0,34 6,33+0,7
Fase 2

7° dia 250+£100 440+89,4 6,910,11 7,0£0,2
Fase 3

14° dia 450£100 360+89,4 7,65+0,3 6,84+0,1

enxofre e observaram leucocitose por neutrofilia em alguns
bezerros. McKenzie et al. (2009) realizaram exames he-
matolégicos em bovinos com PEM devido a ingestéo de
Raphanus raphanistrum que continha elevado teor de en-
xofre (0,62%) e identificaram no eritrograma aumento da
hemoglobina, do volume globular e do nimero de hemaci-
as, possivelmente devido a desidratacao e leucocitose com
hiperfibrinogemia, indicando processo inflamatorio.
Durante o periodo experimental somente um bezerro
apresentou anormalidades encefalicas. No sexto dia da
fase 2, 0 Bezerro 1 do grupo G2 apresentou apatia, ataxia,
tremor de cabeca e nistagmo vertical com evolucéo agu-
da, levando cerca de 10 horas desde o inicio dos sinais
até a morte. Observacdes de sinais neuroldgicos seme-
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Ihantes foram relatados por Gould (2000), Cebra & Cebra
(2004), Burgess (2008) e Sant’/Ana et al. (2009a,b).

Sager et al. (1990) observaram sinais neurol6gicos em
apenas cinco de 14 bovinos alimentados com dieta seme-
Ihante ao da presente pesquisa, mas com teor de enxofre
inferior (0,26%). Os sinais neuroldgicos nos animais foram
identificados sete dias apods o inicio do fornecimento da
racao e caracterizados, inicialmente, por apatia, com evo-
lucéo para ataxia, amaurose, pressédo da cabeca contra
objetos e andar compulsivo. Gould et al. (1991) fornece-
ram dieta semelhante ao do presente trabalho e observa-
ram sinais neuroldgicos similares aos descritos por Sager
et al. (1990), mas em cinco de nove bovinos apoés trés
dias da introducdo da racdo com 0,36% de enxofre na
matéria seca. Em outro estudo desenvolvido por Gould et
al. (1997) com dieta semelhante a anterior, 0s autores iden-
tificaram amaurose e ataxia em trés bovinos de um lote de
guatro animais apos dois dias do fornecimento da dieta
contendo 0,41% de enxofre na matéria seca. Na presente
pesquisa ao fornecer racdo com 0,52% de enxofre acredi-
tava-se que o numero de animais doentes seria maior quan-
do comparado com os resultados obtidos por Sager et al.
(1990) e Gould et al. (1991, 1997), que suplementaram os
bovinos com teores inferiores de enxofre e obtiveram mai-
ores taxas de morbidade. Entretanto, os autores citados
anteriormente ndo observaram quadro clinico com evolu-
¢do aguda como identificado no bezerro 1. Provavelmente
estas diferencgas estejam associadas ao tipo de grupo ge-
nético empregado, pois, no protocolo experimental utiliza-
do por Gould et al.(1997) foram utilizados animais Bos
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Quadro 6. Valores médios e desvios-padréo (X + 6) do
sulfeto de hidrogénio ruminal (ppm) avaliados nas trés
fases do protocolo de inducéo de polioencefalomalacia
nos bezerros do grupo que ingeriu ragdo sem sulfato de

sodio (G1) e com sulfato de s6dio (G2)

G1 G2
Fase 1
1° dia 24Aa 461+51Aa
7° dia 1.300 + 621,82Ba 128,83 + 149,99Aa
14° dia 1.725 + 618,46Ba 1.255 + 928,15Aa
Fase 2
7° dia 47,25 + 35,45Aa 803,33 + 610,39Aa
Fase 3
3° dia 73,5 + 44,22Aa 3.900 + 1.282,57Bb
7° dia 50,5 + 53Aa 3.900 + 2.284,73Bb
100 dia 205 + 57,44Aa 3.960 + 1.289,57Bb
14° dia 49,75 £ 20,82Aa 3.240 + 1.533,94Bb

Letras mailsculas diferentes nas colunas indicam diferenga significa-
tiva (p<0,05) entre as fases do periodo experimental.

Letras minGsculas diferentes nas linhas indicam diferenca significativa
(p<0,05) entre os grupos Gle G2.

taurus, enquanto no presente estudo foram avaliados bo-
vinos mesti¢os leiteiros. Pesquisas comparativas entre Bos
taurus e Bos indicus sugerem que hé diferencas entre o0s
dois grupos quanto a ingestédo alimentar e eficiéncia de
utilizacdo de ragBes com alta ou baixa densidade de ener-
gia (Putrino et al. 2007).

Os valores de gas sulfidrico ruminal (Quadro 6) da fase
1 referente a primeira dosagem dos dois grupos experi-
mentais e da segunda afericdo (7° dia) do grupo G2 esta-
vam dentro da faixa de normalidade para a espécie (inferi-
or a 500ppm) determinada por Burgess (2008). Ainda na
fase 1, observou-se que na segunda afericao (7° dia) do
H,S ruminal do grupo G1 e naterceira (14° dia) dos dois
grupos experimentais, os valores foram superiores aos
considerados normais e corroboraram com os resultados
de Cunhaetal. (2008), que detectaram elevados teores de
gés sulfidrico ruminal (5000ppm) em bovinos alimentados
exclusivamente com feno que continha também elevados
teores de enxofre na analise mineral foliar. Acredita-se que
a ingestdo de 0,37% de enxofre na matéria seca tenha
proporcionado os elevados valores de géas sulfidrico rumi-
nal nos animais suplementados exclusivamente com vo-
lumoso (fase 1), justificando a importancia da determina-
¢ao deste elemento na dieta (Gould 2000), especialmente
no Brasil, onde diversos surtos de PEM foram relatados,
mas a etiologia nao foi esclarecida (Lemos 2005, Lima et
al. 2005). Sant'Ana et al. (2009a) ao realizar estudo retros-
pectivo de 31 casos naturais de PEM em bovinos do Rio
Grande do Sul e do Centro-Oeste brasileiro relataram a
possibilidade de que alguns dos casos descritos estariam
associados a intoxicagao por enxofre, embora essa hip6-
tese ndo tenha sido confirmada laboratorialmente.

ApOs o inicio do fornecimento da racdo (fase 3), os
bovinos que receberam sulfato de sodio (G2) apresenta-
ram valores de H,S ruminal acima do considerado normal
(Burgess 2008), enquanto no grupo G1 os valores foram

Fig.1. Box plot dos valores do sulfeto de hidrogénio ruminal
(ppm) aferidos nas trés fases do protocolo de inducéo de
polioencefalomalacia nos bezerros mesticos dos grupos
gue ingeriram ragdo sem (G1) e com sulfato de s6dio(G2).

inferiores a 280ppm (Fig.1). Com relagdo aos valores mé-
dios do gas sulfidrico foram verificadas diferencas signifi-
cativas (p<0,05) no G1 no 7° e 14° dias da fase 1 ao com-
parar com os demais momentos e, no G2, entre as fases
1 e 2 ao comparar com a fase 3. Além disso, foi observa-
da diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos G1 e
G2 somente na fase 3 (Quadro 6). Em determinados mo-
mentos, os valores de H,S ruminal do G2 foram 100 ve-
zes superior aos do G1, indicando que o sulfeto de hidro-
génio ruminal € um produto normal do metabolismo da mi-
crobiota ruminal, mas quando os bovinos consomem die-
tas com alto teor de enxofre, ocorre producéo excessiva
de H,S no rimen podendo ocasionar a PEM (Gould 2000).
Altos valores de gas sulfidrico ruminal, em bovinos que
ingeriram elevadas quantidades de enxofre, também fo-
ram descritos por Loneragan et al. (1998), Niles et al. (2002),
Loneragan et al. (2005) e Cunha et al. (2008).

Gould et al. (1997) ao compararem a técnica da dosa-
gem de gés sulfidrico ruminal utilizando tubos colorimétri-
cos com a cromatografia liquida de alta eficiéncia, nao
observaram diferencas significativas entre os resultados
obtidos, confirmando que a metodologia empregada no pre-
sente estudo reflete valores confiaveis da concentracao
de H,S ruminal, sendo desnecessario 0 uso de outras téc-
nicas para este propadsito.

Varia¢des nos valores do sulfeto de hidrogénio ruminal
entre os animais do mesmo grupo e na mesma fase do
protocolo experimental também foram relatadas por Niles
etal. (2002), que induziram PEM em novilhas fornecendo
dieta constituida por 70% de farelo de gluten de milho e
30% de casca de algodao associado com sulfato de sédio
em trés diferentes concentracfes, todas acima do reco-
mendado por Klasing et al. (2005). Isto indica que o meta-
bolismo ruminal do enxofre é rapido e que as concentra-
¢Oes do gas sulfidrico ruminal séo dinamicas e se modifi-
cam rapidamente em resposta ao consumo de enxofre e a
capacidade de absorcéo pela parede do rimen (Loneragan
etal. 1998).
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Gould et al. (1997), Gould (2000) e Burgess (2008)
enfatizaram que o odor de ovo em putrefacdo produzido
pela eructagdo do gas sulfidrico ruminal foi associado ao
aparecimento da PEM. Coghlin (1944) ao detectar odor
putrido de ovo em decomposigédo estabeleceu como cau-
sa do surto a ingestéo excessiva de enxofre pelos bovi-
nos. Apesar dos elevadores teores de sulfeto de hidrogé-
nio ruminal detectado em todos os animais do G2, especi-
almente na fase 3, em nenhum momento foi identificado
esse tipo de odor nos animais do presente trabalho.

Vérias investigacfes tém focado a associacao entre a
PEM e as altas concentracdes do gés sulfidrico ruminal
(Gould etal. 1991, Gould et al. 1997, McAllister et al. 1997,
Niles et al. 2002, Cunha et al. 2008). A dosagem do sulfeto
de hidrogénio ruminal do Bezerro 1, no momento em que o
mesmo apresentava sinais neurolégicos compativeis com
PEM, foi de 1250ppm, valor este 2,5 vezes acima do con-
siderado normal por Burgess (2008). Apesar de Gould et
al. (1997) e Loneragan et al. (1998) descreverem que em
bezerros submetidos a dietas com excesso de enxofre, 0
aparecimento dos sinais clinicos coincide com o0 aumento
dos valores do sulfeto de hidrogénio ruminal, no presente
estudo notou-se isto em apenas um bezerro, enquanto que
nos outros animais mesmo apresentando elevadas con-
centracdes de sulfeto de hidrogénio ruminal ndo foi identi-
ficada alteracéo neuroldgica no exame clinico.

A determinacao do gas sulfidrico ruminal tem sido im-
portante nas investigacdes dos surtos de PEM porque ele-
vadas concentrag8es do sulfeto de hidrogénio ruminal indi-
cam participacdo do enxofre na etiopatogenia desta
encefalopatia (Loneragan et al. 1998). A técnica de dosa-
gem de sulfeto de hidrogénio ruminal pelos tubos colorimé-
tricos utilizada neste estudo e por Gould et al. (1997), Niles
etal. (2002) e Cunha et al. (2008, 2009a,b) demonstrou ser
uma ferramenta Gtil para monitorar situacdes de risco e au-
xiliar no diagndstico definitivo da PEM por enxofre, podendo
ser perfeitamente utilizada a campo. A utilizacéo desta téc-
nica associada a analise de enxofre na dieta, pastos, agua
e suplementos (Gould 2000) estabeleceriam a participa¢ao
do enxofre nos casos de PEM no Brasil (Lima et al. 2005),
bem como auxiliaria no diagnostico diferencial de outras
causas de encefalopatias (Barros et al. 2006).

Os valores médios do pH do fluido ruminal dos animais
dos dois grupos experimentais (Quadro 7), independente
dafase, variaram de 6,2 a 7,1 e foram similares aos resul-
tados descritos por Gould et al. (1997). A determinacao do
pH ruminal de bovinos confinados submetidos a protoco-
los de inducg&o experimental deve ser realizada para des-
cartar a possibilidade da ocorréncia da PEM por alteracéo
no metabolismo da tiamina devido ao consumo excessivo
de racédo, que pode diminuir o pH. Na presente pesquisa,
mesmo oferecendo na fase 3 uma dieta exclusivamente
com ragdo, o menor valor aferido do pH ruminal foi de 6,2
para um animal, excluindo a possibilidade da ocorréncia
de acidose, pois, de acordo com Owens (2007), o pH de
fluido ruminal abaixo de 5,6 indica acidose crbnica, en-
quanto inferior a 5,2 sugere acidose aguda.
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Quadro 7. Valores médios e desvios-padréo (X + ¢) do pH
ruminal avaliados nas trés fases do protocolo de indugao
de polioencefalomalacia nos bezerros do grupo que
ingeriu ragdo sem sulfato de sédio (G1) e com sulfato
de sddio (G2)

pH ruminal
G1 G2

Fase 1

1° dia 7,06+0,12 6,90+0,23

7° dia 6,91+0,20 6,88+0,34

14° dia 6,59+0,22 6,73+0,16
Fase 2

7° dia 6,56+0,24 6,78+0,16
Fase3

7° dia 6,8+0,32 6,66+0,21

14° dia 7,15+0,19 6,87+0,27

Quadro 8. Valores individuais da contagem das hemacias,
do total e diferencial das células nucleadas, dos teores
deglicose (mg/dL) liquérica e proteina (mg/dL) das
amostras do liquido cefalorraquidiano colhidas no final
da 3fase do protocolo de indugéo de polioencefalomalacia
nos bezerros do grupo que consumiu ragcédo com sulfato
de sodio (G2)

Paréametros Bovinos (G2)

4 6 7 8 9
Hemacias (células/pL) <1 2 13 24 <1
Células nucleadas (células/pL) 1 6 <1 2 <1
Neutrdéfilos (%) 2 0 4 0 0
Células mononucleares (%) 5 6 4 8 1
Linfécitos (%) 2 40 92 48 0
Macréfagos (%) 3 54 0 44 0
Glicose (mg/dL) 51 32 33 33 41
Proteinas totais (mg/dL) 28,1 175 15,2 34,6 13,3

O Quadro 8 apresenta os resultados da analise do LCR
dos Bezerros 4, 6, 7,8 e 9 do grupo G2. O LCR do Bezerro
1 ndo foi colhido porque a evolu¢éo dos sinais neurol6gi-
cos foi aguda. As contagens totais e diferenciais das célu-
las, assim como as concentra¢des da glicose e da protei-
na estdo dentro dos valores de referéncia (Stober 1993). O
aumento na contagem total das células e na concentracéo
da proteina séo as alteracdes mais marcantes no LCR de
animais com PEM (Cebra & Cebra 2004). Loneragan et al.
(1998) ao analisarem o LCR de um animal que havia inge-
rido dieta rica em enxofre (0,9% matéria seca) e com si-
nais neurolégicos, detectaram aumento da concentracédo
das proteinas (149 mg/dL) e discreta pleocitose (12 leuco-
citos/pL), sendo que 90% eram células mononucleares,
6% linfocitos e 4% neutrofilos.

No Brasil, a raiva é a enfermidade neuroldgica mais
frequentemente diagnosticada nos bovinos revelando a
importancia sécio-econémica e de salde publica das en-
fermidades que acometem o SNC (Galiza et al. 2010). No
diagnéstico diferencial das neuropatias dos bovinos, além
daraiva, deve-se também incluir todas as causas de PEM
(Barros et al. 2006). O exame de imunofluorescéncia dire-
ta para raiva foi negativo para o Bezerro 1, assim como
nao foi identificada a presenca do DNA do BoHV-5 realiza-
do por meio da técnica da PCR. Além disso, as concentra-
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Quadro 9. Valores individuais dadosagem de chumbo
realizada nos fragmentos de tecido hepatico (ug/g) e renal
(ng/g) colhidas do bezerro 10 do grupo que ingeriu ragao
sem sulfato de sédio (G1) e dos bezerros 1,4 e 7 do que
consumiram rac&o com sulfato de sodio (G2)

Tecido G1 G2
10 1 4 7
Hepatico (ug/g) 0,24 <0,05 0,068 0,27
Renal (ug/g) 0,13 <0,05 0,05 0,16

¢Bes de chumbo nas amostras de tecido hepético e renal
(Quadro 9) nos Bezerros 1, 4, 7 e 10 estavam abaixo dos
niveis considerados toxicos (Lemos & Riet-Correa 2007).

As alteracdes macroscopicas do encéfalo observadas
no Bezerro 1 indicaram edema do cortex parietal e occipi-
tal esquerdo, caracterizado por tumefacéo com achatamen-
to dos giros cerebrais, sendo que este tipo de leséo foi
também descritos em casos naturais (Hamlen et al. 1993,
Loneragan et al. 1998, Haydock 2003, Kul et al. 2006) e
experimentais (Gould et al. 1991, 1997) de PEM por enxo-
fre. No mesmo animal observou-se que a tumefacéo do
cértex parietal e occipital ocasionou compresséo da por-
¢éo lateral esquerda do cerebelo (Fig.2), porém néo foi
suficiente para o animal desenvolver opistotono. Acredita-
se que neste animal n&o ocorreu o deslocamento caudal
(herniac&o) do bulbo e do cerebelo no sentido do forame
magno, conforme citado por Loneragan et al. (1998) e Kul
et al. (2006) porque a evolucéo clinica foi aguda.

No encéfalo dos animais 5 e 10 sacrificados do grupo
G1 e dos Bezerros 4 e 7 do grupo G2 ndo foram observa-
das les6es macroscoépicas, mas a ocorréncia destas de-
pende da severidade e duracao do quadro clinico (Sant'/Ana
etal. 2009a). Areas de hemorragia no encéfalo séo obser-
vadas macroscopicamente, principalmente no telencéfalo
e talamo, em surtos de PEM ocasionados por excesso de
enxofre detectado em diferentes fontes, como agua
(Hamlen et al. 1993, Haydock 2003), feno e agua (Lonera-
gan et al. 1998) e cevada de malte (Kul et al. 2006).

Fig.2. Tumefagdo com achatamento dos giros dos cortex parietal
e occipital (especialmente do hemisfério esquerdo) compri-
mindo a por¢éo lateral esquerda do cerebelo (Bezerro 1).

O exame macroscopico sob aplicacao pela lampada
de Wood foi realizado conforme recomendado por Edwin &
Jackman (1981) no encéfalo dos Bezerros 1, 4 e 7 do gru-
po G2 e néo foi evidenciada a autofluorescéncia. Jeffrey
et al. (1994), Gould et al. (1997), McAllister et al. (1997),
Loneragan et al. (1998) e Haydock (2003) evidenciaram
autofluorescéncia nos cérebros dos animais que desen-
volveram sinais neuroldgicos e no exame histopatoldgico
identificaram malacia no cortex referente as areas de au-
tofluorescéncia. Acredita-se que a fluorescéncia seja de-
vido a metabadlitos lipidicos em macrofagos (Little 1978)
ou material semelhante a colageno de alto peso molecular
(Edwin & Jackman 1981). Para Loneragan et al. (1998), o
exame de autofluorescéncia indica fortes evidéncias para
o diagnéstico preliminar de PEM.

Nos Bovinos 5 e 10 do grupo G1 néo foram observadas
alteracdes histopatoldgicas. Nos Bovinos 1, 4 e 7 do grupo
G2, as lesdes microscopicas predominaram no cortex fron-
tal, parietal e occipital e incluiram necrose neuronal (neur6-
nios vermelhos), edema de neurépilo e gliose, concordando
com Gould (2000). Estas lesdes foram acentuadas no be-
Zerro que apresentou sinais neuroldgicos (Bezerro 1) (Fig.3)
e com menor intensidade (discretas a moderadas) nos Bo-
vinos 4 e 7 do mesmo grupo que nao apresentaram sinais
clinicos. Somente no Bezerro 1 foram observadas altera-
¢Oes discretas, incluindo necrose neuronal e edema, nos
nucleos basais (Fig.4), tAlamo (Fig.5) e mesencéfalo. Em
nenhum animal foi observado infiltrado de macroéfagos es-
pumosos (células Gitter), manguitos perivasculares e lesfes
no cerebelo e no complexo ganglio de Gasser, rete mirabile
e hipéfise. Hemorragias discretas foram observadas no
mesencéfalo do Bovino 4 e no bulbo (Fig.6) do Bovino 7.
Necrose neuronal cortical associada a les6es no talamo,
ponte e bulbo como as descritas nesta pesquisa foram evi-
denciados nos casos naturais de PEM ocasionadas por
enxofre (Hamlen et al. 1993, Jeffrey et al. 1994, Loneragan
etal. 1998) e na indugéo experimental realizada por Cunha
etal. (2008). Para Hamlen et al. (1993), Jeffrey et al. (1994)
e Loneragan et al. (1998), lesdes hemorragicas em estrutu-

Fig.3. Neur6nios vermelhos (setas) no cortex parietal esquer-
do (Bezerro 1). HE, obj.20x.
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Fig.4. Edema (vacuolos) e necrose neuronal (setas) nos nu-
cleos da base (Bezerro 1). HE, obj.40x.

Fig.5. Neurdnios vermelhos (setas) no talamo (Bezerro 1). HE,
0bj.40x.

Fig.6. Area de hemorragia discreta perivascular no bulbo (Be-
zerro 7). HE, obj.20x.

ras mais ventrais do encéfalo como talamo, ponte e bulbo
associadas com necrose cortical podem auxiliar no diag-
néstico diferencial da PEM por enxofre daquela ocasionada
por deficiéncia de tiamina. Lesdes corticais de PEM em

Pesq. Vet. Bras. 31(1):41-52, janeiro 2011

associacdo a alteragfes em estruturas ventrais do encéfalo
também foram detectadas em casos naturais da doenca
em bovinos do Brasil (Sant’Ana et al. 2009a).

Necrose fibrindide de pequenas arteriolas no talamo e
mesencéfalo (Hamlen et al. 1993) e hemorragias focais no
talamo e mesencéfalo secundarias a degeneracgéo de vei-
as e vénulas (Loneragan et al. 1998) foram descritas em
dois surtos de PEM por enxofre. No presente trabalho, dis-
creta hemorragia no mesencéfalo somente foi identificada
em um bezerro do G2. Possivelmente, este tipo de anor-
malidade n&o foi constante, pois 0 consumo de enxofre na
dieta (0,52%) foi inferior ao dos dois estudos. Os animais
dos surtos diagnosticados por Hamlen et al. (1993) e Lo-
neragan et al. (1998) ingeriram respectivamente, 0,70% e
0,90% de enxofre na matéria seca. Para Loneragan et al.
(1998) a deteccao de lesdes profundas no encéfalo pode
ser uma consequiéncia da exposicao a elevadas quantida-
des de sulfeto de hidrogénio, determinada pela quantidade
de enxofre ingerido.

A identificacdo de alteracdes histolégicas sugestivas
de PEM em animais que ndo apresentam alteracdes neu-
rologicas, mas com elevados valores de sulfeto de hidro-
génio ruminal, como observada nos Bovinos 4 e 7 do gru-
po G2, também foram relatadas por Niles et al. (2002).

O protocolo utilizado no presente estudo baseado no for-
necimento de uma dieta rica em enxofre foi eficaz na inducéo
de PEM em bovinos. Além disso, para estabelecer o diag-
nostico definitivo da PEM por enxofre ficou evidenciado a
importancia de se utilizar na rotina métodos complementa-
res, tais como, dosagem de gas sulfidrico ruminal, detec-
¢&o do DNA do BoHV-5 pela PCR, imunofluorescéncia dire-
ta para raiva, determinacdo da concentracdo do chumbo
nos fragmentos de tecido hepético e renal e do enxofre na
dieta associados ao exame histopatolégico.

A necessidade de aumentar a produtividade da bovino-
cultura no pais tem exigido a utilizacao de novas estraté-
gias nutricionais, como a utilizagdo de dietas ricas em
energia e pobre em fibra associada com o uso de
subprodutos da agroindustria. Consequentemente criam-
se condicdes de risco para a ocorréncia da PEM por enxo-
fre, estimulando o desenvolvimento de pesquisas com o
estabelecimento de modelos experimentais que permitem
melhor compreensao da etiopatogenia da PEM no Brasil.

CONCLUSAO

O protocolo experimental constituido por uma dieta rica
em carboidrato de alta fermentacao, baixa quantidade de
fibra efetiva e altos niveis de enxofre (0,52%) ocasionou
alteragOes clinicas e histologicas e elevadas concentra-
¢Oes de sulfeto de hidrogénio ruminal compativeis com
quadro de intoxicacdo por enxofre.
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