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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
mesticos do grupo que ingeriu ragdo sem sulfato de sodio (G1) e
do que consumiu ragdo com sulfato de sddio (G2) nas trés fases
do protocolo de indugdo experimental de polioencefalomalacia
em bezerros mestigos.

Valores médios e desvios-padrio (X + o) da temperatura retal
(°C), frequéncia cardiaca (batimentos/min) e respiratoria
(movimentos/min) e motricidade ruminal (movimentos/cinco
min) aferidas nas trés fases do protocolo de indugdo de
polioencefalomalacia nos bezerros mesti¢os do grupo que ingeriu
racdo sem sulfato de sédio (G1) e do que consumiu ragdo com
sulfato de sédio (G2).

Valores médios e desvios-padrdo (X =+ o) dos eritrogramas
avaliados nas trés fases do protocolo de indugdo de
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racdo sem sulfato de sédio (G1) e do que consumiu ragdo com
sulfato de sdédio (G2).

Valores médios e desvios-padrdo (X+ o) do fibrinogénio
plasmatico (g/dL) e proteina plasmatica (mg/dL) avaliados nas
trés fases do protocolo de indugdo de polioencefalomalacia nos
bezerros mesticos do grupo que ingeriu ragdo sem sulfato de

sodio (G1) e do que consumiu ragdo com sulfato de sodio (G2).
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p.i. (M2), 14° dia p.i. (M3), 19° dia p.i (M4), 21° dia p.i (M5), 26°
dia p.i (M6) e 30° dia p.i (M7) dos bezerros mesti¢cos apods
infecgdo experimental com o herpesvirus bovino 5 (BoHV-5).
Valores médios e desvios-padrdo (X =+ o) do leucograma
avaliados antes da inoculacdo (MO) e no 5° dia p.i. (M1), 9° dia
p.i. (M2), 14° dia p.i. (M3), 19° dia p.i (M4), 21° dia p.i (M5), 26°
dia p.i (M6) e 30° dia p.i (M7) dos bezerros mesti¢cos apods
infecgdo experimental com o herpesvirus bovino 5 (BoHV-5).
Valores médios e desvios-padrdo (X =+ o) do fibrinogénio
plasmatico e proteina plasmadtica avaliados antes da inoculagéo
(MO) e no 5° dia p.i. (M1), 9° dia p.i. (M2), 14° dia p.i. (M3), 19°
dia p.i (M4), 21° dia p.i (M5), 26° dia p.i (M6) e 30° dia p.i (M7)
dos bezerros mesticos apds infecgdo experimental com o
herpesvirus bovino 5 (BoHV-5).

Valores médios e desvios-padrdo (X + o) da contagem total e
diferencial das células nucleadas, dos teores de glicose (mg/dL) e
proteina (mg/dL) do liquido cefalorraquidiano coletados 10 dias
p.i. M1), 17 dias p.i. (M2), 24 dias p.i. (M3) e 30 dias p.i. (M4)
dos bezerros mesticos apds infecgdo experimental com o

herpesvirus bovino 5 (BoHV-5).
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Figura 10 Distribui¢do e intensidade da soma de todas as alteracdes 116
histopatologicas (gliose focal, gliose difusa, edema de
neurdpilo, neurdnios vermelhos, congestdo, hemorragia,
neuronofagia, manguitos perivasculares, meningite) no
encéfalo dos seis bezerros mesticos apds infeccdo
experimental com herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5). BO,
bulbo na altura do obex; CF, coértex frontal; CP, cortex
parietal; CO, coértex occipital; NB, nuacleos basais; TA,
talamo; ME, mesencéfalo; PO, ponte; BU, Bulbo; GG,

Ganglio Gasser; CE, cerebelo.
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LISTA DE ABREVIACOES

SNC — Sistema Nervoso Central

PEM - Polioencefalomalacia

BoHV-5 — Herpesvirus Bovino 5

LCR - Liquido Cefalorraquidiano

H,S — Sulfeto de Hidrogénio ou Gas Sulfidrico

PCR — Reagdo em Cadeia da Polimerase

* Em virtude do uso consagrado na literatura técnica, algumas abreviagdes seguem sua
grafia no inglés.
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CUNHA, P.H.J. Polioencefalomalacia experimentalmente induzida pela ingestao
de dieta com alto teor de enxofre ou pelo herpesvirus bovino 5 em bovinos.
Botucatu, 2010. 128p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O objetivo da tese foi de verificar os achados clinicos e laboratoriais da
polioencefalomalacia (PEM) em bovinos ocasionada pela ingestdo de dieta com alto
teor de enxofre ou pelo herpesvirus bovino 5 (BoHV-5). No primeiro estudo realizou-
se inducdo de PEM pelo consumo excessivo de enxofre. Foram utilizados 10 bezerros,
sendo que quatro bovinos ingeriram ra¢do sem sulfato de sédio (G1), enquanto seis
consumiram ra¢do com sulfato de sodio (G2). Exames fisicos e laboratoriais
(hemograma, fibrinogénio plasmatico e proteina plasmatica, pH fluido ruminal,
concentragdo do sulfeto de hidrogénio ruminal, liquido cerebrospinal e
histopatologico) foram realizados. Um bezerro do grupo G2 apresentou sinais
neurologicos e em todos do mesmo grupo detectou-se elevados valores de sulfeto de
hidrogénio ruminal. Histologicamente as principais altera¢cdes observadas foram
necrose neuronal cortical e lesdes hemorragicas nos ntcleos basais, tdlamo,
mesencéfalo, ponte e bulbo. A ingestdo de dieta com alto teor de enxofre (0,52%)
induziu PEM nos bezerros. No segundo estudo foi realizada inoculag¢do experimental
em seis bezerros com o BoHV-5 pela via intranasal com instilagdo de 0,5mL do
inoculo em cada narina, totalizando a dose viral de 1072 DICTso/mL. Durante 30 dias
pos-infeccdo foram realizados exames fisicos e os mesmos testes laboratoriais
descritos no primeiro artigo. Foi investigada a presenc¢a do virus em seis por¢des do
encéfalo, no ganglio do trigmeo e no liquido cefalorraquidiano (LCR) pela reacéo
em cadeia da polimerase (PCR). Um bezerro apresentou sinais de encefalopatia.
Pleocitose foi identificada no bezerro sintomatico e nos assintomaticos. No exame
histopaldgico notou-se necrose cerebrocortical, encefalite e meningite ndo supurativa.
A infecg@o experimental com o BoHV-5 ocasionou PEM nos bezerros, podendo ser

assintomatica.

Palavras-chave: necrose cerebrocortical; enxofre; bovino; BoHV-5.
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CUNHA, P.H.J. Experimentally polioencephalomalacia induced by excess sulphur
intake or by bovine herpesvirus 5 in cattle. Botucatu, 2010. 128p. Tese (Doutorado)
— Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista.

ABSTRACT

The aim of this thesis was to verify clinical and laboratorial aspects of
polioencephalomalacia (PEM) in cattle caused by excess sulphur intake or by bovine
herpesvirus 5 (BoHV-5). The first paper describes an experimental model to induced
PEM with high sulphur intake. Ten calves were fed an experimental diet, four without
sodium sulfate (G1) and six with (G2). The calves were clinically evaluated and
laboratorial tests were performed (hematology, plasma fibrinogen, plasma protein,
ruminal fluid pH, ruminal hydrogen sulfide concentration, cerebrospinal fluid, gross
and histopathological). High ruminal hydrogen sulfide concentration was detected in
calves consuming sodium sulfate diet (G2). One out of six calves fed with high-
sulfate diet developed neurological signs. Cortical neuronal necrosis and hemorrhagic
lesions in basal nuclei, thalamus, midbrain, pons and medulla oblongata were detected
in calves from group G2. PEM in calves can result from excess sulphur intake (0.52%
dry matter). In the second paper, six calves were experimentally infected with BoHV-
5 with 0.5 mL of virus suspension (10" TCIDso) in each nasal cavity. During the 30
days of experimental postinfection (p.i.) calves were clinically evaluated. Laboratorial
tests were performed as described for the first study. Virus detection was investigated
in six brain regions, trigeminal ganglia and cerebrospinal fluid (CSF) by polimerase
chain reaction (PCR) assay. One out of the six calves developed signs of neurological
disease. It was possible to detect CSF pleocytosis in all symptomatic and
asymptomatic calves. The histology revealed cerebrocortical necrosis and non
suppurative encephalitis and meningitis. PEM was induced in calves by experimental

infection with BoHV-5 and can remain asymptomatic.

Key-words: cerebrocortical necrosis; cattle; sulphur; BoHV-5.



1. INTRODUCAO

A pecudria desempenha um papel importante no cenario econdomico nacional, porém a
necessidade de aumentar a producgdo de alimentos para atender a demanda crescente de consumo
exigira dos sistemas de producdo aumento na produtividade. Associadas ao incremento da
produtividade, as questdes sanitirias como a rastreabilidade e a seguranca do alimento passam a
interessar a todos. Assim, os potenciais riscos a saude humana mostram claramente a necessidade de
profissionalizacdo de todos os componentes da cadeia produtiva, principalmente na questdo da
sanidade.

No Brasil, a raiva ¢ a enfermidade neuroldgica mais frequentemente diagnosticada nos
bovinos revelando a importancia socio-economica e de saude publica das enfermidades que
acometem o sistema nervoso central (SNC). Ao se realizar o diagndstico diferencial das
encefalopatias dos bovinos, além da raiva deve-se também incluir a polioencefalomalacia (PEM)
(Barros et al. 2006).

A PEM ou necrose cerebrocortical ou necrose cortical laminar ¢ uma sindrome
cerebrocortical degenerativa dos ruminantes e o termo ¢ utilizado para descrever uma alteragdo
morfoldgica caracterizada por amolecimento (malacia) da substancia cinzenta (polio) do encéfalo
(Gould 1998, 2000, Cebra & Cebra 2004, Burgess 2008, Sant’ Ana et al. 2009ab).

A primeira descricio da PEM na América do Norte foi realizada por Jensen et al. (1956),
que descreveram uma desordem neuroldgica em bovinos e ovinos caracterizada clinicamente por
cegueira, ataxia, dectbito e convulsdes e nos achados histopatologicos identificaram necrose do
cortex cerebral. Estudos subsequentes confirmaram a descri¢@o inicial do aspecto ndo infeccioso da
doenca (Loew et al. 1969). Por varios anos, o diagnéstico da PEM foi realizado baseado nos sinais
clinicos e resposta ao tratamento com tiamina, pois, além de ndo se conhecer a etiologia, as lesdes

de PEM ndo caracterizavam uma Unica doenga. Algumas hipdteses associadas ao metabolismo da



tiamina foram estabelecidas, como a descrita por Edwin & Jackman (1973), que demonstraram que
a PEM no Reino Unido estava associado com altos niveis de tiaminase ruminal e baixos niveis de
tiamina no cérebro e figado, sendo identificados como organismos produtores das tiaminases, o
Clostridium sporogenes (Shreeve & Edwin 1974) e o Bacilus sp (Morgan & Lawson 1974).

A tendéncia em se considerar a PEM como sendo uma desordem no metabolismo da
tiamina ocorreu devido os resultados obtidos por Edwin & Jackman (1973) e também ao sucesso
terapéutico da tiamina na recuperag¢@o de alguns animais doentes (Davis, 1965). Entretanto, este
efeito terapéutico ndo € exclusivo de animais com PEM, pois, Copoock et al. (1991) e Dey et al.
(1995) demonstraram resposta positiva da administracdo da tiamina em animais com encefalopatia
devido a intoxicagdo por chumbo.

Na literatura internacional a principal causa de PEM relatada tem sido a intoxicagdo por
enxofre (Raisbeck 1982, Gunn et al. 1987, Gooneratne et al. 1989, Sager et al. 1990, Hamlen et al.
1993, Jeftrey et al. 1994, McAllister et al. 1997, Loneragan et al. 1998, Gould 1998, 2000, Niles et
al. 2000, Gould et al. 2001, Loneragan et al. 2001, Niles et al. 2002, Haydock 2003, Loneragan et al.
2005, Kul et al. 2006, Dewhurst et al. 2007, McKenzie et al. 2009). Outras etiologias descritas
foram deficiéncia da tiamina (Jensen et al. 1956), intoxicagdo por sal associada a privacdo de dgua
(Trueman & Clague 1978, Osweiler et al. 1995), intoxicag¢@o por chumbo (Christian & Tryphonas
1971), ingestdo de melago (Mella et al. 1976) e ingestdo de plantas ricas em tiaminases (Pritchard &
Eggleston 1978) e infec¢@o por herpesvirus bovino 5 (BoHV-5) (Perez et al. 2003).

No Brasil, existem relatos de ocorréncia de surtos de PEM nos bovinos ocasionado por
intoxica¢do por sal associada a privacdo de agua (Lemos et al. 1997, Nakazato et al. 2000),
intoxicag@o por chumbo (Lemos et al. 2004, Traverso et al. 2004), forma aguda da intoxicagdo por
Phalaris spp. (Souza & Irigoven 1999) e infeccdo por BoHV-5 (Salvador et al. 1998, Sanches et al.
2000, Claus et al. 2002, Colodel et al. 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



associado com disturbio no metabolismo da tiamina (Santos et al. 1983, Gongalves et al. 2001,
Mendes et al. 2007), intoxicagdo por enxofre (Traverso et al. 2001, Sant'Ana et al. 2009b) e
alteragdes bruscas na dieta (Moro et al. 1994) foram estabelecidos correlacionando dados
epidemioldgicos, sinais neuroldgicos, achados histopatoldgicos e/ou resposta favoravel a terapia
com tiamina (diagnostico terapéutico), sendo as etiologias determinadas a partir de suposi¢des, ndo
sendo confirmadas laboratorialmente.

Considerando as diversas causas da PEM e a semelhanga clinica entre elas (Claus et al.
2002, Elias et al. 2004, Barros et al. 2006), o diagndstico ante-mortem ¢ dificil de ser estabelecido,
visto que essas enfermidades possuem sinais clinicos semelhantes. Desta forma, os métodos
laboratoriais sdo de importancia fundamental para o diagndstico diferencial entre os agentes
etiologicos da PEM.

A literatura nacional ¢ escassa em relagdo as alteragdes hematoldgicas e liquéricas e valores
da dosagem de sulfeto de hidrogénio ruminal como métodos complementares que possam auxiliar
no diagndstico diferencial da PEM causada pela ingestdo excessiva de enxofre ou pelo BoHV-5.

O objetivo da tese foi de verificar os achados clinicos e laboratoriais da PEM em bovinos
ocasionado pela ingestdo de dieta com alto teor de enxofre ou pelo BoHV-5.

As atividades experimentais tiveram inicio em agosto de 2007 com grupo experimental
constituido por dois bezerros Nelore suplementados com feno e intoxicado com sulfato de amonio,
por via oroesofagica, totalizando o consumo de 1% de enxofre na matéria seca. Os animais vieram a
obito em intervalo inferior a sete dias apresentando alteracdes respiratdrias e entéricas, mas nao
sendo observados sinais evidentes de encefalopatia.

Em junho de 2008 foi realizado em Campo Grande-MS, o II Encontro Nacional de
Diagnostico Veterinario (ENDIVET) onde apresentamos resumo com os resultados clinicos e
laboratoriais dos dois bezerros intoxicados com enxofre a 1% na matéria seca. No evento

encontramos o professor Daniel Gould da Universidade do Colorado que ficou bastante surpreso



com os resultados do protocolo experimental com os bezerros Nelore. Na ocasido, discutiu-se a
possibilidade do metabolismo do enxofre ser diferente entre os Bos taurus e o Bos indicus, podendo
interferir na fisiopatogenia da enfermidade e, consequentemente, na manifestagdo clinica. Desta
forma, a sugestdo dada pelo referido professor foi utilizar protocolo descrito por Sager et al. (1990)
utilizando bezerros Nelore.

No segundo semestre de 2008 foi realizado dois grupos experimentais sendo que quatro
bovinos da raga Nelore ingeriram ragdo sem sulfato de sddio, enquanto seis consumiram ragdo com
sulfato de sdédio. Apesar de estabelecermos as mesmas condi¢des do protocolo experimental
descrito por Sager et al. (1990), ndo conseguimos induzir PEM nos bovinos da raga Nelore porque a
ingestio da raco foi extremamente baixa, com niveis de 1 a 1,75% de consumo por peso vivo. Na
literatura pesquisada utilizando este protocolo, os consumos dos animais foram em torno de 2,5%
do peso vivo.

Discutindo a questio da baixa ingestdo da racdo pelos bovinos da raga Nelore com
professores de Nutricdo Animal do Departamento de Melhoramento e Nutricio Animal da
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (FMVZ/UNESP/Botucatu), os mesmos afirmaram que possivelmente o problema
estava associado com particularidades nutricionais correlacionadas com a raga Nelore. O fato de a
ragdo possuir altos niveis de energia e proteina associado com a auséncia de fibra efetiva poderia
esta limitando o consumo.

Outro fator negativo observado foi a dificuldade de manejo dos bovinos da raga Nelore.
Mesmo realizando uma adaptacdo com 14 dias no feno, foi extremamente dificil realizar os exames
clinicos e laboratoriais propostos. Inicialmente as colheitas de amostras de sangue e do fluido
ruminal, além das dosagens de gés sulfidrico ruminal, foram planejadas de serem realizadas com
intervalos de 72 em 72 horas. Mas, este manejo ocasionou intenso estresse nos animais, inclusive

alguns bovinos ficaram até dois dias sem ingerir a racdo.



Considerando que os artigos de inducdo de PEM por ingestdo excessiva de enxofre foram
realizados em bovinos B0s taurus optou-se por repetir o protocolo descrito por Sager et al. (1990),
mas com bezerros mesticos leiteiros e fornecendo dieta contendo 0,52% de enxofre na matéria seca
(segundo capitulo da tese).

Outro experimento realizado foi avaliagdo da concentragdo do sulfeto de hidrogénio ruminal
utilizando tubos colorimétricos em bovinos Nelore sadios criados extensivamente visando
fornecendo dados técnicos para que diante de um surto de PEM em bovinos a campo seja possivel
comparar os valores de sulfeto de hidrogénio ruminal com os obtidos na referida pesquisa (anexos
da tese).

Além destes experimentos, foi realizado compara¢do dos pardmetros citologicos e
bioquimicos do liquido cefalorraquidiano (LCR) coletado em dois diferentes momentos de bovinos
sadios. O objetivo do presente trabalho foi verificar se uma primeira coleta de LCR em bovinos
clinicamente sadios interfere nos resultados das andlises citologicas e bioquimicas de uma segunda
amostra obtida com intervalo de 96 horas (anexos da tese). Os resultados desta pesquisa forneceram
informagdes importantes para o delineamento do intervalo de tempo entre as coletas do LCR do
ultimo grupo experimental da tese, onde se avaliou aspectos clinicos e laboratoriais da inducgdo da
necrose cerebrocortical em bovinos pela inoculagdo experimental com BoHV-5 (terceiro capitulo da

tese).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Polioencefalomalacia ocasionada por ingestao excessiva de enxofre

O termo PEM foi inicialmente utilizado para designar uma doenga especifica de ruminantes
caracterizada por necrose da substancia cinzenta do cérebro (Jensen et al. 1959) e causada por
deficiéncia de tiamina (Edwin & Jackman 1973). Entretanto, estudos realizados nos anos seguintes
demonstraram que nem todos os casos de PEM em ruminantes estavam associados aos distirbios da
tiamina e que varias outras etiopatogenias estavam envolvidas no desenvolvimento desta lesdo
(Gould et al. 1997, Gould 1998, 2000, Burgess 2008).

A associagdo entre dietas com alto teor de enxofre e a ocorréncia de PEM em bovinos
foi confirmada por varios autores, tanto na forma de surtos (Coghlin 1944, Davies 1965,
Dickie et al. 1979, Raisbeck 1982, Harris 1987, Hamlen et al. 1993, Jeffrey et al. 1994,
McAllister et al. 1997, Niles et al. 2000, Traverso et al. 2001, Haydock 2003, Kul et al. 2006,
Mckenzie et al. 2009) ou por indugcdes experimentais (Mella et al. 1976, Sager et al.1990,
Gould et al. 1991, McAllister et al. 1992, Cummings et al. 1995, Gould et al. 1997, Niles et

al. 2002, Cunha et al. 2008).

2.1.1. Fontes de enxofre

As principais fontes de enxofte relatadas que ocasionaram PEM, tanto na forma de surtos ou
por indugdo experimental, foram: melaco (Mella et al. 1976, Gooneratne et al. 1989), aditivos
alimentares como o gipso (Raisbeck 1982), flor de enxofre (Gunn et al. 1987), sulfato de sodio
(Sager et al. 1990, Gould et al. 1991, Gould et al. 1997), sulfato de aménio (Jefrey et al. 1994,

Cunha et al. 2008), 4gua com elevado teor de sulfatos (Hamlen et al. 1993, McAllister et al. 1997),



associacdes entre diferentes fontes da dieta (feno e melago) e dgua (Loneragan et al. 1998),
subprodutos de graos (Niles et al. 2000, Niles et al 2002), cevada (Kul et al. 2006) e ingestdo de
gramineas da familia Brassicaceae (Mckenzie et al. 2009).

Plantas como a alfafa podem conter elevado teor de enxofre naturalmente (Olkowski 1997)
ou devido a utilizacdo de fertilizantes (sulfato de amonio) que contenham na constituigdo sulfatos
(Hardt et al. 1991). Trabalhos como de Spears et al. (1985) e Buttrey et al. (1986) mostraram que a
fertilizacdo do solo com sulfato de amonio melhorou a digestibilidade da fibra em detergente acido e
da fibra em detergente neutro das forragens cultivadas nestes solos, quando fornecida aos
ruminantes. Os microrganismos do rimen podem incorporar enxofre inorganico em compostos

organicos, especialmente aminoécidos sulfurados (Kandylis 1984).

2.1.2. Epidemiologia

2.1.2.1. Surtos

Coghlin (1944) descreveu surto de intoxica¢do por enxofre em bovinos ocasionado pela
adi¢do de enxofre na silagem. Esta pratica era comum entre os produtores e tinha como objetivo
prevenir infestacdo por piolho. O diagnostico foi realizado principalmente pela identificacdo do odor
desagradéavel do sulfeto de hidrogénio ruminal (gas sulfidrico ou H»S), que foi facilmente detectado
nos currais e ao realizar a inspe¢do da boca dos animais afetados.

Raisbeck (1982) realizou estudo retrospectivo dos casos de PEM diagnosticadas no
Laboratorio de Diagnostico de Medicina Veterinaria da Universidade do Missouri nos Estados
Unidos da América (EUA), referente aos anos de 1979 e 1980. Durante este periodo, o referido
autor observou a ocorréncia de PEM em 18 de 21 rebanhos alimentados com ragdo contendo

elevados teores de sulfato. Uma pratica comum identificada em muitas propriedades foi a inclusdo



de 2% de sulfato inorgéanico (gipso) na ra¢do com objetivo de limitar o consumo, ocasionando PEM
apos um periodo de uma a quatro semanas de introdug@o deste aditivo. Em outro relato, 30 vacas de
um lote de 300 animais criados extensivamente, apresentaram sinais de PEM apos serem
suplementadas com ragdo contendo 1,5% de sulfato inorganico. Em um rebanho de 1.100 bovinos
confinados, foram detectados sinais clinicos de PEM em 400 animais ap6s duas semanas do
fornecimento de uma ragdo em que adicionavam 85 gramas de sulfato de amonio por animal. Este
estudo retrospectivo foi importante porque sugeriu uma possivel relagio do enxofre com a
ocorréncia de PEM, estimulando diversos pesquisadores (Gooneratne et al. 1989, Sager et al. 1990,
Gould et al. 1991, Gould et al. 1997) a elaborarem protocolos de indugdo experimental para
comprovar esta hipotese.

Gunn et al (1987) descreveram 6bito de 14 vacas holandesas ap6s a adi¢@o acidental de flor
de enxoftre na ragdo de 120 vacas Holandesas, estimando o consumo de enxofre de 0,85 a 3,8 g de
enxofre por Kg.

Jefrey et al. (1994) relataram surtos de PEM em ovinos e bovinos em cinco fazendas
associados com a ingestdo de racdo contendo sulfato de aménio. A ragdo era fornecida por duas
diferentes empresas que substituiram o bicarbonato de amoénio, normalmente utilizado para
acidificar urina e evitar urolitiase, por sulfato de amonio. Entretanto, ao realizar esta substituicdo
para reduzir custos na producdo, aumentaram o teor de enxofre na ragdo, ocasionando a PEM em
alguns animais.

Hamlen et al. (1993) descreveram surto de PEM em 11 bovinos a pasto de um lote de 110
ocasionado por elevada quantidade de sulfato de sodio (7200 ppm) na a4gua. Em uma investigacdo
de surto de PEM em bovinos confinados consumindo dgua contendo aproximadamente 2500 mg/L
de sulfato, a maioria dos casos de PEM ocorreu entre o 15° e 35° dia p6s entrada no confinamento e

nos meses mais quentes do ano (McAllister et al. 1997).



Loneragan et al. (1998) relataram associagdo entre o consumo excessivo de enxofre e o
aumento da concentracdo de sulfeto de hidrogénio ruminal de bovinos de corte recém desmamados
com PEM. As determinagdes da concentragdo do gés sulfidrico ruminal em duas novilhas, que nao
apresentavam sinais clinicos, foram de 6.900 e 13.500 ppm, valores acima do normal (500 ppm).
Apds andlise da concentragdo do enxofre na agua (664 ppm de enxofre) e na dieta, composta
basicamente por feno de “tristle” Canada (1.699,33 ppm de enxofre) e suplemento mineral com
melaco (6.637 ppm de enxofre), conclui-se que os bovinos estavam ingerindo 0,9% de enxofre na
matéria seca.

Segundo Gould (2000) nas regides centro-norte e oeste dos EUA, a 4gua contém elevada
quantidade de sulfato. O sal do sulfato precipita quando ocorre a evaporagdo da agua. A
concentracdo do sulfato na dgua pode aumentar quando a 4gua evapora nas estagdes do ano mais
quentes. O consumo de dgua pelos bovinos ¢ dependente da temperatura ambiental e aumenta
significativamente em elevadas temperaturas. Em estacdes climaticas quentes, o consumo de
enxofre oriundo da 4gua pode estar elevado porque ocorre concomitantemente o aumento do
consumo de agua e da concentracdo do sulfato na dgua podendo ultrapassar os limites toleraveis
estabelecidos pelo Klasing et al. (2005).

Niles et al. (2000) descreveram trés surtos em bezerros confinados que receberam
subprodutos de milho (farelo de gliten de milho) e suplementos contendo melago. Nos EUA a
utilizagdo de subprodutos da agroindustria tem sido frequente porque proporcionam ganho de peso
satisfatorio com baixo custo.

Kul et al. (2006) relataram achados clinicos e histopatoldgicos de PEM em bovinos apos
mudangca brusca da dieta em duas fazendas contendo 2.750 bovinos tipo leite e 2.300 tipo corte. Os
principais achados clinicos incluiram andar em circulos, hipersensibilidade, salivagdo excessiva,
hipermetria, ataxia, amaurose e morte. Os animais tratados ndo responderam a inje¢do com tiamina.

O teor de enxofre total da dicta contendo malte de cevada foi estimado em 0,45%.
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A PEM tem sido também descrita em bovinos pastejando plantas acumuladoras de enxofte,
como Kochia scoparia (Dickie et al. 1979), Chenopodium spp. (Gould 2000), brotos de cevada
(Hordeum vulgare) (Kul et al. 2006), Descurainia pinnata (Afip 2005-2006), Brassica oleracea
(Hill & Ebbett 1997), B. rapa e B. napus (Gould 2000).

McKenzie et al. (2009) relataram dois surtos de PEM na Australia. No primeiro, oito de 20
novilhas Aberdeen Angus morreram enquanto pastavam em um piquete contendo 60% de
Sisybrium irio e 40% de Capsella bursapastoris. No segundo surto, dois bovinos adultos de um lote
de 150 vieram a obito apds serem mantidos em um pasto contendo exclusivamente Raphanus
raphanistrum. Foi calculado o teor de enxofre nas plantas e na fonte hidrica, obtendo
respectivamente, 0,62% e 1,01% de enxofre na matéria seca. Estas plantas s3o classificadas como
cruciferas (Brassicaceae) e possuem a capacidade de acumular enxofre. Mas, nenhuma dessas
plantas acumuladoras de enxofre (citadas acima) tem sido associada a surtos de PEM em
ruminantes no Brasil (Sant’Ana et al. 2009b).

Traverso et al. (2001) relataram surto de PEM por enxofre em dois terneiros de 6 meses de
idade em uma propriedade com 35 vacas, que recebiam pasto verde, silagem e ragdo comercial na
qual era adicionado enxofre pelo proprietario aproximadamente duas vezes por semana em dose que
ndo soube especificar. No Rio Grande do Sul ndo ¢ raro encontrar-se produtores que adicionam
enxofre ventilado na ragdo concentrada dos animais. Acreditam que esta suplementagdo melhore o

desempenho dos animais e os proteja do ataque de ectoparasitas.
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2.1.2.2. Indugéo experimental

Mella et al. (1976) ocasionaram PEM fornecendo uma mistura de melaco e uréia em
bovinos da raca Holandesa. A inducdo experimental foi realizada fornecendo capim napier durante
trés dias, seguido por reducgdo gradativa de 0,5 Kg/cabega/dia do quarto ao décimo dia, de tal forma
que do 11° ao 40° dia os bovinos foram alimentados exclusivamente com melago e uréia. A partir do
16° dia os animais comegaram a apresentar sinais neuroldgicos, sendo que no final do experimento
todos foram sacrificados e os achados histopatoldgicos confirmaram a presenca de lesdes
compativeis com PEM. De acordo com Gould (2000), esse foi o primeiro relato de PEM
ocasionado por enxofte, pois, 0 melaco contem 0,45% de enxofre na matéria seca, teor considerado
alto por Klasing et al. (2005).

A partir do estudo retrospectivo de Raisbeck (1982) e de um surto de PEM na Nova
Zelandia, Gooneratne et al. (1989) desenvolveram estudo para monitorar os niveis de tiamina ¢ do
cobre e avaliar interagdes entre fatores nutricionais que poderiam favorecer a ocorréncia da PEM. A
dieta basica era constituida por forragem, cevada e farinha de canola totalizando 0,38% de enxofte
na matéria seca. Os resultados indicaram que a combinag¢@o do consumo de elevado teor de enxofre
e baixo de cobre foi responsavel pela deplecdo da tiamina no sangue e cobre plasmatico. Além
disso, os autores sugeriram que altas concentragdes de sulfeto no rimen poderiam estar atuando
como antagonista da tiamina.

Sager et al. (1990) estabeleceram protocolo de inducdo experimental de PEM por enxofre
(sulfato de sdédio) em bezerros fornecendo ragdo com carboidrato de alta fermentagdo, baixa
quantidade de fibra e composi¢do variada de cobre e molibdénio. Duas ragdes foram formuladas,
uma com niveis normais e outra com baixos teores de cobre, sendo que ambas induziram PEM. A

dieta experimental continha aproximadamente 0,26% de enxofre na matéria seca. Os animais
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suplementados com dieta rica em enxofre desenvolveram PEM e foram detectadas elevadas
concentracdes de sulfeto ruminal e da tiamina plasmatica e ruminal.

A pesquisa desenvolvida por Sager et al. (1990) apresentou resultados das concentragdes da
tiamina plasmatica e ruminal divergentes das realizadas por Loew et al (1975) e Gooneratne et al.
(1989). Para os referidos autores, esta variacdo pode ser justificada pelo fato das pesquisas terem
utilizado diferentes metodologias de avaliagdo da tiamina. Sager et al. (1990) utilizaram
cromatografia liquida de alta performance, que permite a separacdo de compostos que possuem as
mesmas caracteristicas fluorescentes, enquanto Loew et al. (1975) empregaram método de detecgio
fluométrica, que mensura todos os componentes fluorescentes a partir do momento que sdo
excitados.

A associagdo do enxofre com a PEM continuou sendo investigada por Gould et al. (1991),
que utilizaram protocolo de indugdo desta doenga semelhante ao descrito por Sager et al. (1990),
fornecendo para os bovinos 0,36% de enxofre na matéria seca. A elevada concentragdo de sulfeto
ruminal coincidiu com o aparecimento dos sinais neurologicos, sugerindo que este composto estava
envolvido na patogenia da PEM por enxofte.

Para melhor compreensdo da PEM ocasionada por ingestdo excessiva de enxofte,
Cummings et al. (1995) avaliaram alteracdes microbioldgicas ruminais associadas com a produgio
de sulfeto de hidrogénio ruminal em novilhas submetidas a0 mesmo protocolo de indugéo descrito
por Sager et al. (1990). Para estes autores, a capacidade de produgdo de sulfeto de hidrogénio
ruminal a partir do sulfato no fluido ruminal “in vitro” foi significativa somente ap6s 10 a 12 dias de
suplementacdo com dieta rica com enxofre, coincidindo com o aparecimento dos sinais
neuroldgicos. A baixa capacidade de produgdo do sulfeto de hidrogénio ruminal observada no inicio
do fornecimento da dieta experimental rica em sulfato sugeriu que os microrganismos ruminais

necessitam de um periodo de adaptagdo para poderem produzir quantidades tdxicas de sulfeto.
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As pesquisas desenvolvidas por Gould et al. (1991) e Cummings et al. (1995) indicaram a
participagdo do sulfeto de hidrogénio ruminal na patogenia da PEM ocasionada por ingestdo
excessiva de enxofre, mas para detecgcdo deste composto foi utilizado cromatografia liquida de alta
performance, ndo sendo um teste laboratorial comumente utilizado na rotina devido principalmente
ao custo por amostra. Desta forma, Gould et al. (1997) adaptaram uma técnica de detecg¢@o de
sulfeto de hidrogénio ruminal utilizando tubos colorimétricos, possibilitando a quantificacio deste
composto nas fazendas e de forma imediata.

Loneragan et al. (2001) forneceram agua com variados teores de enxofre (125, 250, 500,
1.000 e 2.000 mg/L) para novilhas confinadas e avaliaram a performance, o consumo de 4gua e as
caracteristica das carcagas. O aumento da concentracdo de enxofre na 4gua reduziu de forma
significativa a performance (ganho de peso diario, consumo de matéria seca e peso final) e o
rendimento de carcaga das novilhas confinadas.

Niles et al. (2002) utilizaram 14 novilhas para avaliar o efeito de trés diferentes
concentracdes de enxofre na ragdo. A alimentagdo fornecida era constituida por 70% de farelo de
gluten de milho (subproduto de grios) e 30% de casca de algoddo. Como fonte de enxofre
adicionou-se o sulfato de sddio na dieta basal constituindo os tratamentos designados como nivel
moderado (3.860 ppm de enxoftre), moderamente alto (5.540 ppm de enxofte) e alto (7.010 ppm de
enxofre). Sinais clinicos de PEM foram observados nos grupos classificados como moderamente
alto e alto de ingestdo de enxofre. Lesdes microscdpicas compativeis de PEM foram observadas em
todos os bovinos, inclusive no grupo que ndo apresentou sinais clinicos.

Loneragan et al. (2005) avaliaram o efeito da ingestdo de agua com alto teor de enxoftre
acrescentando sulfato na fonte hidrica em trés diferentes concentragdes (125, 500 e 2.000 mg/L)
para novilhas confinadas e observaram aumento da producio de gés sulfidrico associado com maior

ocorréncia de PEM.
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No Brasil, Cunha et al. (2008) objetivando descrever os achados clinicos e laboratoriais
causados pela intoxicagdo experimental por enxofre em bovinos Nelore induziram PEM fornecendo

diariamente, por via nasoesofagica, enxofre a 1% da matéria seca.

2.1.3 Fisiopatogenia

O organismo animal contém aproximadamente 0,2% de enxofre, podendo ser encontrado
tanto na forma mineral como organica constituindo os aminoécidos sulfurados (cistina, cisteina e
metionina) e vitaminas (tiamina e biotina) (Ortolani et al. 2001). A quantidade inadequada deste nas
dietas pode prejudicar o metabolismo da microbiota ruminal, reduzindo a digestdo de carboidratos
dietéticos e o suprimento de aminoacidos para o metabolismo dos tecidos do hospedeiro. Tais
mudangas causam a redug¢@o no consumo voluntario, no suprimento de energia e na taxa de sintese
da proteina corporal (Weston et al. 1988).

O alto consumo de enxofre pode afetar os bovinos de duas formas. A primeira esta
correlacionada com a redug¢@o ruminal do enxofre que produz complexos intermedidrios com o
cobre ocasionando reducdo na absor¢@o e uso deste elemento (Gould et al. 2001). Essa deficiéncia
de cobre secundaria resultou em diminui¢do do desempenho dos bovinos (Loneragan et al. 2001). A
segunda forma estd associada a capacidade dos microrganismos ruminais em gerar sulfeto de
hidrogénio, que aumenta sob condi¢cdes de alto consumo de enxofre na alimentagdo, sendo os
microrganismos redutores de sulfato responsaveis por este processo de conversdo (Cunmmings et
al. 1995).

Acredita-se que a base da patogenia da PEM por elevada ingestdo de enxofre esteja
associada com producdo excessiva de sulfeto realizada pelas bactérias ruminais. As formas ndo
reduzidas do enxofre como sulfato e enxofre elementar ndo sdo tdxicas, mas o sulfeto de hidrogénio

e suas variagdes i0nicas (sulfito) sdo substancias altamente toxicas (Kandylis 1983, Gould, 1998,
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2000, Burgess, 2008), que interferem na respiragdo celular (Kandylis 1984, Beauchamp et al. 1984)
¢ favorecem a manifestacao clinica da PEM.

A toxicidade do enxofre e de seus metabdlitos como sulfetos e sulfitos, pode causar o
desenvolvimento de lesdes necroticas no encéfalo, mas dividas ainda persistem de como a
quantidade de gas sulfidrico produzida no ramen de bovinos submetidos a dieta com elevada
quantidade de enxofre é suficiente para causar danos ou se um complexo metabdlico ndo pode estar
envolvido. A compreensdo do mecanismo de eliminagdo do sulfito e sulfeto ¢ fundamental para o
esclarecimento da patogenia das lesdes necroticas do encéfalo (Olkowski 1997).

Em ruminantes, o esquema de eliminagio do sulfeto (S?) via processo oxidativo é
importante, visto que neste processo o sulfito (S03”) é um metabdlito intermediario. O sulfito é um
anion nucleofilico relativamente forte que pode reagir com uma variedade de estruturas celulares e
causar toxidade. Varias anormalidades cerebrais, incluindo processos degenerativos progressivos do
cérebro foram observados em pacientes com deficiéncia de sulfito oxidase. O tecido do cérebro por
conter altas concentragdes de lipideos torna-se mais vulnerdvel aos danos oxidativos. Assim, o
cérebro possui elevadas taxas de metabolismo oxidativo e poucos mecanismos antioxidativos.
Radicais derivados do sulfito podem ser formados pelas reacdes cataliticas da peroxidase e causar
peroxidacdo lipidica e lesdes nas membranas bioldgicas. Uma taxa insuficiente de oxidagdo do
sulfito devido sobrecarga de enxofte e, subsequente acumulag@o deste metabdlico no cérebro pode
ser importante na patogénese das lesdes necrdticas no cérebro devido ingestdo excessiva de enxofre
(Olkowski 1997).

Nos ruminantes as formas do enxofre podem ser oxidadas para sulfatos ou reduzidas para
sulfeto, processo este conhecido como ciclo do enxofre. Existem dois tipos de bactérias que
reduzem sulfato: dissimilatorias e assimilatorias. As bactérias dissimilatorias usam enxofre como
um receptor de elétrons e produzem sulfetos como um produto metaboélico final necessério e as

assimilatorias reduzem enxofre objetivando sintetizar aminoédcidos que contenham enxofte.
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Producdo e acimulo excessivos de sulfeto no rimen poderiam ser causados pela predominancia de
bactérias dissimilatorias ou por capacidade assimilatéria insuficiente (Gould 2000).

O gas sulfidrico ou sulfeto de hidrogénio (H,S) ¢ um produto normal do metabolismo da
microbiota ruminal (Kandylis 1983) e as bactérias do género Desulfovibrio e Desulfotomaculum sdo
as responsaveis pela degradacdo do sulfato especialmente em sulfeto de hidrogénio, sendo este
eructado ou absorvido ou usado na sintese da proteina microbiana (Gould 1998, 2000, Burgess
2008). A maioria do enxofre ¢ reduzida em H,S no rimen. O sulfeto de hidrogénio absorvido ¢
oxidado em sulfato no figado e ¢ distribuido para fluidos extracelulares. O sulfato ¢ reciclado no
ramen pela saliva ou diretamente pelo intestino grosso (Kandylis 1983).

O H,S ¢ rapidamente absorvido pela mucosa ruminal para a corrente sanguinea e se estiver
em elevadas concentragdes, inibe a fungdo da anidrase carbonica, dopa oxidase, catalases,
peroxidases, desidrogenases, ou seja, compromete diversos mecanismos de metabolismo oxidativo
e de producdo de ATP (Kung et al. 1998).

Nos ruminantes, 60% dos gases eructados podem ser inalados, favorecendo a exposi¢do do
trato respiratdrio ao gas sulfidrico durante episodios de producgdo patologica ruminal de sulfeto,
podendo ocasionar pneumonia intersticial em bovinos (Kung et al. 1998).

Gould (2000) e Burgess (2008) enfatizaram que o odor de “ovo podre” produzido pela
eructagdo do gés sulfidrico foi associado ao aparecimento da PEM em novilhas suplementadas com
excesso de enxoftre, estabelecendo uma correlagdo positiva entre a elevada concentragdo de gas
sulfidrico no fluido ruminal e o aparecimento dos sinais clinicos da PEM induzida
experimentalmente com dieta rica em enxofre. Desta forma, acredita-se que a PEM ocorra como
consequéncia direta da a¢do do gas sulfidrico e ndo como resultado de neurotoxinas derivadas do
rimen associadas com alteragdes das condi¢des ruminais (Gould 1998).

A produgio de gas sulfidrico ruminal pode ser afetada pelo tipo de carboidrato, pH do fluido

ruminal e concentragdo de determinados minerais da dieta. A fonte de carboidrato afeta o
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metabolismo microbiano € o pH do fluido ruminal. A concentracdo do gas sulfidrico no rimen
muda de acordo com o pH e condi¢des que favoregam acidificagdo do pH proporcionam aumento
da concentragdo do gés sulfidrico ruminal (Gould 2000).

Uma interrelacdo entre enxofre, cobre e molibdénio foi primeiramente relatada por Dick &
Bull (1945) citados por McDowell (1992), mostrando que dietas com elevada concentracdo de
molibdénio diminuem o acumulo de cobre hepatico, assim como os sulfatos inorganicos tem efeito
antagonista aos elementos cobre e molibdénio. Os minerais como zinco, cobre, ferro e molibdénio
podem interferir na produgfo patoldgica do gas sulfidrico ruminal. O molibdénio, cobre e enxofre
combinam formando o cobre-tiomolibdato que € insoltvel (Burgess 2008). O cobre, zinco e ferro,
formam sal insolivel com o sulfeto. A formacdo de sulfeto diminui a absor¢do da maioria dos
minerais, sendo que quantidades extras de cobre, zinco e ferro podem ser necessarios para bovinos
que consomem elevada quantidade de enxofre (Gould 1998). Ingestdes de elevadas quantidades de
enxofre diminuem a biodisponibilidade de cobre. O molibdénio pode inibir a acdo das bactérias

redutoras de enxofre (Gould 2000).

2.1.4. Sintomatologia Clinica

Existem duas formas da PEM ocasionada por enxofre: subaguda e aguda. A forma
subaguda desenvolve dentro de horas a dias. Os animais acometidos se isolam do rebanho e
apresentam alguns dos seguintes sinais: anorexia, incoordenacao, hipermetria, hiperestesia, diarréia
¢ tremores musculares, movimentos involuntarios das orelhas ou contragdes dos musculos faciais,
nistagmo, estrabismo ou desvio da cabega. Os sinais clinicos progridem para cegueira cortical com
diminui¢do do reflexo de ameaga, compressdo da cabeca contra parede, opistotono, estrabismo
dorsomedial, miose, disfagia e ptialismo. A maioria dos animais responde de forma favoravel a

terapia quando apresentam esta forma clinica. Entretanto, os sinais podem evoluir para decubito,
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convulsdes tonico-clonicas e morte (Kandylis 1983, Olkowski 1997, Gould 2000, Cebra & Cebra
2004, Radostitis et al. 2007, Burgess 2008). Apesar da diminui¢do de reflexo de ameaga visual, o
reflexo pupilar esta presente devido a cegueira originar-se da lesdo do cortex occipital (Mendes et al.
2007).

A forma aguda manifesta com cegueira, decubito e com episddios de convulsdes tonico-
clonicos. O animal pode evoluir para estado comatoso ou pode ser encontrado morto. O prognostico
¢ desfavoravel para os animais que apresentam a forma aguda ou os sinais mais graves da subaguda.
Alguns animais que recuperam podem apresentar sequelas como baixa performance, ataxia e
cegueira (Kandylis 1983, Olkowski 1997, Gould 2000, Cebra & Cebra 2004, Radostitis et al. 2007,
Burgess 2008).

Dentre os sinais clinicos deve-se destacar a cegueira, que foi identificada em todos os
animais acompanhados em um estudo no Estado de Sado Paulo (Gongalves et al. 2001). Apesar de a
lesdo afetar inicialmente o cortex cerebral causando cegueira e outros sinais cerebrais, pode-se
observar estrabismo e nistagmo devido a compressdo do tronco encefalico e opistdtono por
compressio do cerebelo (Riet-Correa et al. 2007).

Um achado clinico bastante relatado e facilmente identificado ¢ o odor de ovo em
putrefacio exalado pelos animais intoxicados, ocorrendo devido a produgdo excessiva de sulfeto de

hidrogénio ruminal (Gould 2000, Cebra & Cebra 2004, Radostitis et al. 2007, Burgess 2008).

2.1.5. Diagnostico Diferencial

O diagnéstico diferencial de PEM ocasionada por enxofre deve incluir as outras causas de
necrose laminar do cortex cerebral como distirbio do metabolismo da tiamina, intoxicag@o por sal
associada a privagdo de 4gua, intoxicagdo por chumbo, assim como as demais causas de

encefalopatias que acometem os bovinos, como a raiva.
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2.1.5.1 Hemograma e bioquimica sérica

Avaliagdes hematologicas ndo apresentam alteragdes significativas na PEM ocasionada por
enxofre (Olkowski 1997) e por tiaminases (Radostitis et al. 2007).

Na PEM ocasionada pela inoculagdo experimental por BoHV-5, Isernhagen (2005) relatou
que a avaliagdo hematologica ndo apresentou nenhuma variagio significativa para as variaveis do
eritrograma, enquanto os resultados do leucograma, por outro lado, caracterizaram, nos bezerros
com encefalopatia, tendéncia a elevagio dos leucdcitos acompanhada por aumento significativo dos
neutréfilos segmentados circulantes, mas possivelmente associado com estresse. Lisboa et al. (2009)
observaram leucocitose com neutrofilia em alguns animais infectados naturalmente por BoHV-5,
mas identificaram pneumonia simultaneamente com meningoencefalite.

O saturnismo ¢ uma intoxicagdo que ocorre em virtude de ingestdo acidental de quantidade
toxica de chumbo, especialmente por bovinos jovens. A curiosidade natural, habito de lamber e
pouca seletividade oral dos bovinos fazem de qualquer material disponivel (baterias, pilhas), uma
possivel fonte de intoxicagdo. Os achados hematoldgicos incluem anemia regenerativa, presenca de
pontilhado basofilico eritrocitico e, em alguns casos aumento na concentragdo de porfirina
eritrocitaria sanguinea (Radostitis et al. 2007).

A estimativa dos niveis séricos de chumbo € geralmente utilizada para determinar os valores
desse elemento nos tecidos do animal. Os niveis sanguineos considerados normais sdo de 0,05 a
0,25 ppm, enquanto nos bovinos intoxicados sao de 0,36 a 1 ppm. As concentracdes de chumbo no
sangue ndo devem ser utilizadas como unico critério de diagndstico, pois flutuam marcadamente
apos ingestio desse metal pesado e ndo permitem avaliar exposig¢des prolongadas (Radostitis et al.
2007). A confirmagdo da intoxicagdo pode ser feita pela determinacdo dos niveis de chumbo em
fragmentos de tecidos renal (> 25 ppm) e hepatico (> 10 ppm) de animais afetados (Riet-Correa et

al. 2007).
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Em dois surtos de intoxicagdo de chumbo diagnosticados no Brasil, os niveis de chumbo no
rim e no figado dos bovinos afetados foram, respectivamente 2.037ppm e 110 ppm (Traverso et al.

2004) e de 39 ppm e 51,7 ppm (Lemos et al. 2004).

2.1.5.2. Determinacgéo da tiamina sérica

Diversas pesquisas ndo foram capazes de demonstrar que os niveis de tiamina eram
reduzidos nos tecidos e no fluido ruminal de animais acometidos por PEM (Loew et al. 1970, Mella
et al. 1976, Sager et al. 1990, Gould et al. 1991), inclusive a concentragdo sanguinea da tiamina
permaneceu elevada durante aparecimento de sinais neuroldgicos em ovinos submetidos a indugéo
experimental de PEM (Gooneratne et al. 1989). A atividade da trancetolase sanguinea e das
tiaminases gastrointestinais pode ser alterada de forma inespecifica e em condi¢des diversas além da
PEM (Loew et al. 1970).

Goud et al (1991) questionaram a participacdo da tiamina na patogénese da PEM pois
conseguiram induzir experimentalmente necrose cerebrocortical em bovinos suplementados com
excesso de enxofre sem observar alteragdes significativas no nivel da tiamina no sangue, liquido

cefalorraquidiano, cérebro e figado.

2.1.5.3. Andlise do liquido cefalorraquidiano

A andlise do LCR ¢ um exame complementar util e rapido para o diagndstico etiologico das
doencas do SNC. A contagem total e diferencial das células e a concentragdo de proteina podem
fornecer informagdes para deteccdo de alteracdes inflamatdrias, confirmando que existe uma
anormalidade neuroldgica e, em alguns casos, podendo definir a etiologia do processo (D’Angelo et

al. 2009).
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Nas encefalites virais um achado comum na analise do LCR ¢ a pleocitose mononuclear
e/ou aumento na concentragdo de proteinas (Radostitis et al. 2007, Lisbda et al. 2009). Isernhagen
(2005) avaliou aspectos da evolugdo clinica e do diagnostico da meningoencefalite herpética em
bezerros experimentalmente infectados com o BoHV-5 e concluiu que a pleocitose mononuclear ¢
uma alteracdo marcante no liquor e, quando presente, pode auxiliar no diagndstico ante-mortem.

A andlise do liquor da PEM ocasionada por enxofre ou chumbo apresenta as mesmas
caracteristicas, com pleocitose e aumento da concentracdo das proteinas (Cebra & Cebra 2004).
Valores acima de 160 mEq/L de sddio no LCR sdo sugestivos de intoxicag¢@o por sal em bovinos

(Loneragan et al. 2005).

2.1.5.4. Achados de necropsia e histopatoldgico

Os achados de necropsia da PEM variam de acordo com a severidade e duragdo do quadro
clinico (Sant’Ana et al. 2009ab), podendo estar ausentes quando a evolucao for aguda (Nakazato et
al. 2000). Na fase inicial a tumefacdo do encéfalo pode ndo ser facilmente identificada, mas com
agravamento do edema, o encéfalo pode se deslocar caudalmente (herniagdo) do bulbo e do
cerebelo no sentido do forame magno. Nos casos mais avangados, pode ser visualizado
achatamento das circunvolugdes cerebrais, areas amareladas, amolecidas, gelatinosas e deprimidas,
hemorragias meningeas e subcorticais, ou até mesmo, cavitagdes preenchidas por liquido amarelo.
Essas alteragdes ocorrem especificamente na substancia cinzenta do encéfalo, que ¢ mais bem
observada na superficie de corte (Sant’Ana et al. 2009a). As areas mais afetadas geralmente
correspondem aos giros corticais dorsais e estdo localizadas principalmente nos sulcos das
circunvolu¢des (Nakazato et al. 2000, Lemos 2005).

No exame histopatologico, nos casos agudos ha necrose laminar e segmentar dos neurdnios

corticais do telencéfalo, caracterizada por encarquilhamento e eosinofilia citoplasmatica,
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cromatodlise e picnose nuclear (neurénios vermelhos) (Sant’Ana et al. 2009ab). Edema também ¢
uma alteragdo comum e consiste de aumento dos espagos perineuronais e perivasculares e formagao
de numerosos vactiolos no neuropilo (espongiose). A progressao dessa lesdo pode, em alguns casos,
formar fendas entre as camadas de neurdnios corticais ou entre as substdncias cinzenta e branca
(Barros et al. 2006, Sant’ Ana et al. 2009b)

Os achados de necropsia no encéfalo de bovino intoxicados por chumbo podem ser
semelhantes aos descritos na PEM ocasionados pelas outros fatores ja descritos, exceto o fato de que
as areas de malacia ocorrem preferencialmente no topo dos giros cerebrais (Lemos et al. 2004,
Traverso et al. 2004). Christian & Tryphonas (1971) relataram que dependendo da evolugio clinica,
as lesdes podem ser mais evidentes em determinadas por¢des do SNC. A degeneragdo epitelial dos
tubulos renais associada a corpusculos de inclusdo eosinofilicos intranucleares alcoolacidos
resistentes ¢ também citado por Traverso et al. (2004) como um achado frequente em bovinos
intoxicados.

Na intoxicagdo experimental por Phalaris spp., as alteragdes macroscopicas foram
observadas apenas no encéfalo e eram caracterizadas por focos de coloragdo verde-azulada no
tdllamo, mesencéfalo e medula oblonga. Microscopicamente observou-se pigmento granular
marrom-amarelado no citoplasma de neurdnios das regides macroscopicamente afetadas (Souza &
Irigoyen 1999).

Na intoxicagdo por sal, os achados de necropsia s@o caracterizados por hemorragia subdural,
congestdo dos vasos meningeos ou diminui¢do de consisténcia da por¢do caudal do cérebro
(Sant’Ana et al. 2009b). Lemos et al (1997) relataram que além da necrose neuronal laminar do
cortex telencefélico, alguns casos de intoxicac@o por sal apresentaram acimulos de eosindfilos nos
espagos de Virchow-Robin, nas regides submeningeas e, menos comumente, no neurdpilo.

A encefalite por BoHV-5, devido a semelhanca dos sinais clinicos e, principalmente pelas

lesdes histoldgicas caracterizadas por extensas areas de malacia no cdrtex cerebral de animais
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afetados, pode ser muitas vezes confundida com PEM ocasionada por ingestdo excessiva de enxofre
(Riet-Correa et al. 2007). Os achados sdo caracterizados por infiltrado inflamatorio perivascular
linfoplasmocitario ou misto nos espagos de Virchow-Robin ou ao redor de vasos meningeos,
infiltracdo difusa de neutrofilos no neurdpilo, necrose neuronal, caracterizada por encolhimento e
eosinofilia do citoplasma e nucleo picndtico (Salvador et al. 1998, Colodel et al. 2002, Elias et al.

2004, Rissi et al. 20006).

2.1.5.5. Diagndstico viroldgico do BoHV-5

As técnicas confirmatorias do BoHV-5 incluem o isolamento do virus do encéfalo ou de
secregdes nasais (d'Offay et al. 1995), identifica¢@o do agente por anticorpos monoclonais (Roehe et
al. 1997, Souza et al. 2002, Kunrath et al. 2004, Oldoni et al. 2004), técnicas moleculares como a
PCR (Ashbaugh et al. 1997, Alegre et al. 2001, Claus et al. 2005, 2007, Del Médico Zajac et al.

2009) e imunoistoquimica (Ordonez 2003, Hiibner et al. 2005, De Paula et al. 2005).

2.1.6. Diagnostico Definitivo

O diagnostico da PEM atribuidos a dietas ricas em enxofre deve ser realizado com base na
epidemiologia, quadro clinico, na dosagem do teor de gas sulfidrico ruminal, do enxofre na dieta e
pelas alteragdes macroscopicas e microscopicas no SNC (Gould 2000; Radostitis et al. 2007,
Burgess 2008, Sant’Ana et al. 2009ab).

Para estabelecer o diagnostico da PEM ocasionada por enxofre devem-se realizar as
dosagens dos teores de enxofre da agua e da pastagem consumida pelos animais, e soma-las a
quantidade do elemento ingerida ra¢@o e na mistura mineral, verificando se o total consumido néo

estd acima dos 4000 ppm de enxofre na matéria seca recomendada (Klasing et al. 2005). Para
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Olkowski (1997) dietas com niveis de enxofre que variam de 0,3 a 0,4% podem causar intoxicagdo
por enxoftre.

Para Loneragan et al. (1998) o método semi-quantitativo de dosagem de gés sulfidrico
ruminal desenvolvido por Gould et al. (1997) utilizando tubos colorimétricos foi util para
ivestigac@o da etiologia do surto de PEM em bezerros de corte recém desmamados e confinados,
principalmente por disponibilizar rapidamente os valores do sulfeto de hidrogénio ruminal. Um
detalhe importante desta técnica € a necessidade de se realizar a dosagem em animais clinicamente
normais e que estejam recebendo a mesma dieta, pois, os doentes por estarem em anorexia podem
apresentar baixos valores.

A técnica utilizada para a determinagdo da concentragdo de gés sulfidrico ruminal foi
adaptada de Gould et al. (1997) com as modificagdes descritas por Cunha et al. (2009). Inicialmente
foi realizada a tricotomia da fossa paralombar esquerda e anti-sepsia com iodopovidona (PVPI). A
pungdo ruminal foi realizada no ponto médio da por¢ao mais dorsal da fossa paralombar esquerda
utilizando-se agulha do cateter intravenoso 14G sem a canula externa de teflon. Em seguida, foi
encaixado ao conector da agulha um equipo intravenoso com 15 cm de comprimento, cortando e
desprezando-se a extremidade com o gotejador. A ponta cortada do equipo adaptado foi acoplada ao
tubo colorimétrico de dosagem de gés sulfidrico, que ja estava previamente inserido na bomba
manual de vacuo (modelo AP-20S, Sensidyne®, Florida, EUA). As mensuragdes foram realizadas
de acordo com o manual do fabricante da bomba de vacuo, padronizando em 100 mL de gas para
valores entre 25 a 1.000 ppm (modelo 120 SF, Sensidyne®, Florida, EUA) e de 1.000 a 40.000 ppm
(modelo 120 SH, Sensidyne®, Florida, EUA) de sulfeto de hidrogénio com tempo de amostragem
de 1,5 minutos. Para Loneragan et al. (1998) valores de sulfeto de hidrogénio ruminal inferiores a
500 ppm foram considerados como normais pelo método descrito por Gould et al. (1997).

Loneragan et al. (1998) relataram surto de PEM em bezerros de corte recém

desmamados e confinados ocasionado pela ingestdo excessiva de sulfato (9.000 ppm enxofre
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na matéria seca). Na andlise do LCR de um animal com sintomatologia nervosa detectou-se
aumento da concentragdo das proteinas (149mg/dL) e leve pleocitose (12 leucdcitos/uL),

sendo que 90% eram células mononucleares, 6% linfocitos e 4% neutrofilos.

O exame macroscopico sob aplicacdo da luz ultra-violeta no comprimento de 365nm
(lampada de Wood) ¢ indicado como método auxiliar para diagnostico da PEM causada tanto por
deficiéncia da tiamina como por ingestdo excessiva de enxofre (Little 1978, Edwin & Jackman
1981, Shibahara et al. 1999, Gould 2000), mas existem varias teorias que tentam detectar a
substancia autofluorescente no cérebro. Para Little (1978) a fluorescéncia ¢ produzida pela
autofluorescéncia da lipofuscina-ceroide presente nos macrofagos. Falhas no teste podem ocorrer
em animais no inicio da doenga porque os macréfagos ainda ndo engolfaram as células necréticas e
incorporaram nos lisossomos ou em fases intermedidrias, em que a quantidade de lipofuscina-
ceroide presente nos macrofagos ndo ¢ suficiente para emitir fluorescéncia. Entretanto, Edwin &
Jackman (1981) descrevem que a fluorescéncia estaria correlacionada com elementos estruturais do
cérebro como material semelhante a colageno de alto peso molecular.

As lesdes da PEM por enxofre sdo caracterizadas por necrose cerebrocortical neuronal.
Inicialmente os neurdnios estdo retraidos e com citoplasma homogéneo e eosinofilico. O nucleo esta
picnotico, desbotado ou ausente. Além disso, a neurdpila perde o modelo dendritico normal e torna-
se homogénea e algumas vezes hipereosinofilica. Em estdgios mais avancados, o tecido cortical
afetado sofre cavitagdes, infiltram-se macréfagos e tecidos necréticos sdo removidos. Apesar das
cavitagdes serem bastante evidentes, neste estagio a autofluorescéncia ndo ¢ observada. Este nivel
de lesdo ¢ o mais comumente observado, na forma subaguda da doenca envolvendo cegueira e
ataxia (Gould 2000).

Além das lesdes corticais descritas anteriormente, podem ocorrer alteragdes de malacia e
edema em estruturas profundas do encéfalo, como mesencéfalo, tdlamo, nudcleos basais e

hipocampo (McAllister et al. 1992, Hamlen et al. 1993, Jeffrey et al. 1994, Low et al. 1996,
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Loneragan et al. 1998, Sant’Ana et al. 2009ab). Em bovinos intoxicados naturalmente por enxofte,
hemorragias focais no tdlamo e mesencéfalo ocorrem secundariamente a degeneracdo de veias e
vénulas (Loneragan et al. 1998) e necrose fibrinoide de pequenas arteriolas (Hamlen et al. 1993, Hill
& Ebbett 1997). Jeftrey et al. (1994) e Low et al. (1996) sugerem que nos casos em que ha necrose
neuronal cortical associada a lesdes em estruturas mais ventrais do encéfalo, o quadro € sugestivo de
PEM ocasionada por enxofre, favorecendo a diferenciacdo da PEM relacionada a deficiéncia de

tiamina.

2.1.7. Tratamento

Bovinos afetados com PEM devido toxicose por enxofre e tratados com tiamina podem
apresentar resposta eficaz em alguns casos (Harries et al. 1987, Gooneratne et al. 1989). Para
Olkoswi et al. (1992) a eficécia da resposta do tratamento com tiamina nos caso de intoxicagdo por
enxofre nos bovinos estaria correlacionada inversamente com o grau de lesdo do encéfalo, pois, na
maioria dos casos a terapia teve sucesso nos animais que apresentavam sinais neurologicos brandos,
indicando que era fase inicial da PEM.

A molécula de tiamina possui caracteristicas quimicas que conferem protecdo contra os
metabolicos toxicos do enxofre, como sulfeto e sulfito, os quais sdo constantemente produzidos no
ramen. A tiamina age limpando os radicais livres, sendo que a deficiéncia pode aumentar a
intensidade da peroxidacdo lipidica. A capacidade de reagir rapidamente com ions sulfito pode ser
considerada como processo de desintoxicacdo. Este processo ocasiona destruicdo de um grande
nimero de moléculas de tiamina, ocasionando deficiéncia secundaria. A conformacdo molecular de
tiamina € um anel aberto de tiazole com exposi¢do do grupo —SH que pode servir como conjugado
para desintoxicar derivados de sulfitos. Desta forma, a hipotese de que maior demanda por tiamina

livre pode ser necessaria nos casos de intoxicagdo por enxofre € plausivel (Olkoswi et al. 1992)
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Entretanto, a literatura compilada recomenda como tratamento da PEM independente da
causa, exceto pelo BoHV-5, a administrag@o de tiamina e glicocorticoides associado com a imediata
substitui¢do da alimentagdo e da agua.

A terapia de suporte recomendada consiste na administracdo de 10 a 20 mg de tiamina por
Kg de peso vivo por via intravenosa, a cada oito horas no primeiro dia, seguindo-se de dose similar,
por via intramuscular, por mais trés dias. Administra-se também 0,2 mg de dexametasona por Kg de
peso vivo por via intravenosa para reducdo do edema cerebral (McKenzie et al. 2009). Radostitis et
al. (2007) recomenda a administragdo de 10 a 20 mg de tiamina por Kg de peso vivo, por via
intramuscular, devendo ser repetido de 4 em 4 h ou de 6 em 6 h, durante trés dias Em condi¢des de
campo, onde ha dificuldade para a realizagdo de um desses esquemas terapéuticos, tem sido
utilizada a repeti¢do das doses indicadas de 24 em 24 h por trés dias consecutivos (Riet-Correa et al.
2007).

Loneragan et al. (1998) administraram dexametasona (0,2 mg/Kg, IV, dose tinica), tiamina
(10 mg/Kg, IV, 12/12 h) e cetfiour sédico (1,1 mqg/Kg, IM, 24/24 h) para uma novilha que
apresentava sinais de ataxia, depressdo, amauose e “head pressing” ocasionada pela ingestdo de
0,9% de enxoftre na dieta. Apds trés dias de tratamento o animal apresentava melhora substancial do
apetite e do comportamento.

Loneragan et al. (2005) relataram que uma novilha do grupo experimental que recebia
sulfato (2360 mg/L), via fonte hidrica, apresentou cegueira e ataxia com 17 dias de confinamento.
Na dosagem de gés sulfidrico ruminal realizada trés dias antes do aparecimento dos sinais foi
detectado valor de 13.448 ppm. Apds uma semana de tratamento com 30 mg de dexametasona por
via intramuscular e 2 g de tiamina pela via intravenosa, a novilha retornou para o confinamento
apresentando somente dificuldade visual. Ao finalizar o periodo experimental de 113 dias, a novilha
foi sacrificada e foram observadas alteracdes macroscopicas e histopatoldgicas compativeis com

PEM.
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O prognostico do animal est4 diretamente associado com a administra¢@o da terapia suporte

logo apos o aparecimento dos sinais clinicos (Radostitis et al. 2007, McKenzie et al. 2009).

2.1.8. Medidas de prevencao e controle

A determinagdo da concentragdo de sulfeto de hidrogénio ruminal fornece evidéncias de
consumo excessivo de enxofre podendo inclusive ser usada para monitorar situagdes de risco. Apds
a determinac@o de altos valores de gas sulfidrico, fontes alternativas de dgua e alimento devem ser
disponibilizadas enquanto se espera os resultados da andlise laboratorial da concentragdo de enxoftre
nos componentes da dieta e na 4gua (Loneragan et al 1998).

Kung et al. (1998) apds avaliarem a capacidade do 9,10-anthraquinone de reduzir a
produgdo excessiva de sulfeto de hidrogénio na fermenta¢do ruminal in vitro, em diferentes tipos de
culturas de microrganismos ruminais suplementados com varias formas do enxoftre, concluiram que
este produto pode ser utilizado pra prevenir a producdo excessiva de sulfeto de hidrogénio ruminal.

Como medidas de controle deve-se fornecer adequadamente a suplementacdo mineral,
evitar a privagdo de agua e mudangas bruscas ou excesso de enxofre na alimentacdo (Riet-Correa et

al. 2007).
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CAPITULO I
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Trabalho a ser enviado para a revista Pesquisa Veterinaria Brasileira.

Polioencefalomalacia experimental em bovinos com dieta contendo alto teor de enxofre

(Experimental polioencephalomalacia in calves fed a diet with high sulphur concentration)

ABSTRACT: Polioencephalomalacia (PEM) in cattle has been caused by excess sulphur intake.
The aim of this study was to induce PEM in calves fed a diet high in carbohydrate and low in long
fiber with high sulphur concentrations (0.52% dry matter). Ten crossbred calves were fed an
experimental diet, four without sodium sulfate (G1) and six with (G2). The calves were clinically
evaluated (retal temperature, cardiac and respiratory rate and ruminal motricity) and laboratorial
(hematology, plasma fibrinogen, total protein, ruminal fluid pH, ruminal hydrogen sulfide
concentration, cerebrospinal fluid, gross and histopathological). Retal temperature, cardiac rate,
hematology, plasma fibrinogen, total protein, ruminal fluid pH and cerebrospinal fluid values were
within references ranges in both groups. Ruminal hipomotricity and increased in respiratory rate and
ruminal hydrogen sulfide concentration occurred in calves consuming the diet with added sodium
sulfate. One of the six calves fed the high-sulfate diet developed neurological signs and lesions of
PEM. Two calves of the groups 1 and 2 were euthanized. Evidences of microscopic lesions of PEM
were observed only in calves of group 2 although clinic signs were not seen. Histologically the
maily alterations noted were cortical neuronal necrosis and hemorrhagic lesions in basal nuclei,
thalamus, midbrain, pons and medulla oblongata. PEM in calves can result from excess sulphur

intake (0.52% dry matter) associated with a diet high in carbohydrate and low in long fiber.

INDEX-TERMS: cerebrocortical necrosis, sulphur, cattle, experimental model, ruminal hydrogen

sulfide.
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RESUMO: Polioencefalomalacia (PEM) nos bovinos tem sido ocasionada pelo consumo excessivo
de enxofte. O presente trabalho teve como objetivo verificar se uma dieta rica em carboidrato de alta
fermentacdo, baixa quantidade de fibra efetiva e alta concentragdo de enxofre (0,52% na matéria
seca) pode induzir PEM em bovinos. Foram utilizados dez bezerros mestigos leiteiros, sendo que
quatro bovinos ingeriram ragdo sem sulfato de sodio (G1), enquanto seis consumiram ragdo com
sulfato de sodio (grupo 2). Exames clinicos (temperatura retal, frequéncia cardiaca e respiratoria e
motricidade ruminal) e laboratoriais (hemograma, fibrinogénio e proteina plasmatica, pH fluido
ruminal, concentragdo do sulfeto de hidrogénio ruminal, liquido cerebrospinal e histopatoldgico)
foram realizados. A temperatura retal, a frequéncia cardiaca, o hemograma, o fibrinogénio e
proteina plasmatica, o pH do fluido ruminal e os valores do liquido cerebrospinal estava dentro dos
valores de referéncia. Taquipnéia, hipomotricidade 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 lesdes histopatologicas de PEM. Dois animais de cada grupo foram
eutanasiados. Evidéncias de lesdes microscdpicas foram observadas somente nos bezerros G2,
apesar dos dois animais ndo apresentarem sinais clinicos. Histologicamente as principais alteragdes
observadas foram necrose neuronal cortical e lesdes hemorragicas nos nucleos basais, talamo,
mesencéfalo, ponte e bulbo. A PEM em bezerros foi ocasionada pelo consumo excessivo de enxofre
(0,52% matéria seca) associado com dieta rica em carboidrato de alta fermentacdo e baixa

quantidade de fibra efetiva.

TERMOS-INDEXACAO: necrose cerebrocortical, enxofre, bovinos, modelo experimental, sulfeto

hidrogénio ruminal.
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INTRODUCAO

A polioencefalomalacia (PEM) é uma doenga cerebrocortical degenerativa dos ruminantes
sendo o termo utilizado para indicar lesdo de necrose laminar do cértex cerebral possuindo varios
fatores associados a sua ocorréncia (Gould 1998, 2000, Cebra & Cebra 2004, Burgess 2008,
Santana et al 2009ab).

Na literatura internacional a principal causa de PEM relatada tem sido intoxicagdo por
enxofre (Raisbeck 1982, Gunn et al 1987, Gooneratne et al 1989, Sager et al 1990, Hamlen et al
1993, Jeffrey et al 1994, McAllister et al 1997, Loneragan et al. 1998, Gould 1998, Gould 2000,
Niles et al 2000, Gould et al 2001, Loneragan et al. 2001, Niles et al 2002, Haydock 2003,
Loneragan et al. 2005, Kul et al. 2006, Dewhurst et al 2007, McKenzie et al. 2009). Outras
etiologias descritas foram deficiéncia da tiamina (Jensen et al 1956, Edwin & Jackman 1973),
intoxicagdo por sal associada a privagdo de dgua (Trueman & Clague 1978, Osweiler et al 1995),
intoxicagdo por chumbo (Christian & Tryphonas 1971), ingestdo de melago (Mella et al. 1976) e
ingestdo de plantas ricas em tiaminases (Pritchard & Eggleston 1978) e a infec¢do com o
herpesvirus bovino 5 (BoHV-5) (Perez et al. 2003).

No Brasil, existem relatos de ocorréncia de surtos de PEM em bovinos ocasionados por
intoxicacdo por sal associada a privacdo de agua (Lemos et al. 1997, Nakazato et al. 2000),
intoxicagdo por chumbo (Lemos et al. 2004, Traverso et al. 2004), forma aguda da intoxicagdo por
Phalaris spp. (Souza & Irigoven 1999) e infecc@o pelo BoHV-5 (Salvador et al. 1998, Sanches et al
2000, Claus et al 2002, Colodel et al 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
associado com distiirbio no metabolismo da tiamina (Santos et al 1983, Gongalves et al. 2001,
Mendes et al 2007), intoxicagdo por enxofre (Traverso et al 2001, Sant’Ana et al. 2009b) e

alteragdes bruscas na dieta (Moro et al. 1994) foram estabelecidos correlacionando dados
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epidemioldgicos, sinais neuroldgicos, achados histopatoldgicos e/ou resposta favoravel a terapia
com tiamina (diagnostico terapéutico), sendo as etiologias determinadas a partir de suposi¢des, ndo
sendo confirmadas laboratorialmente.

A necessidade da melhor compreensdo da etiopatogenia da PEM no Brasil tem estimulado o
estabelecimento de modelos experimentais em ruminantes. Em um estudo experimental foi
demonstrado que bovinos que tinham sido inoculados anteriormente com BoHV-5 desenvolviam
meningoencefalite apds a indugdo de PEM mediante a administragdo de amprolio 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 Santana et al (2009¢) intoxicaram
cinco ovinos administrando por via oral amprolio nas doses didrias de 500 e 1.000 mg/Kg de peso
Vivo.

O objetivo desse trabalho foi avaliar se o consumo excessivo de enxofre associado com
dieta rica em carboidrato de alta fermentac@o e baixa quantidade de fibra efetiva pode induzir PEM

em bovinos mestigos leiteiros.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 10 bezerros mestigosleiteiro, machos, de oito meses de idade, com peso
entre 100-120 kg e mantidos durante todo o periodo experimental em baias individuais. Os animais
foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos, sendo que quatro bovinos ndo tiveram adi¢do de
sulfato de sddio na ragdo (G1), enquanto que para seis animais foi acrescentado o sulfato de sddio
(G2). O grupo G1 foi constituido pelos bovinos 3, 5, 10 e 11, enquanto o grupo G2 pelos bezerros
1,4,6,7,8¢9. Naragdo do grupo G2 foi adicionado diariamente como fonte de enxofre, o sulfato

de sadio, totalizando consumo de 0,52% de enxofre na matéria seca.
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O protocolo de intoxicacdo foi adaptado de Sager et al. (1990) com algumas modificacdes.
O periodo experimental foi dividido em trés fases. A fase 1 constituiu a adaptagdo dos bovinos com
suplementag@o 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 ragdo, retirando-se 1/2 Kg do feno/dia/bezerro e
adicionando-se 1/2 kg da ragdo/dia/bezerro. Na ultima fase (fase 3), os animais receberam durante
14 dias exclusivamente rag¢do. A ingestdo do feno Coast-cross (Cynodon dactylon) e o consumo da
ragdo foram de 2,5% do peso vivo.

A ragdo fornecida era constituida por casca de aveia (30%), farelo de soja (18,5%), amido
(17%), dextrose (17%), 6leo milho (4%), uréia (3%), bicarbonato de sodio (2%), fosfato de calcio
(2,5%), sulfato de sodio (0,8%), cloreto de potassio (0,5%), oxido de magnésio (0,2%) e agua
(4,5%). Ainda foram incorporados na ragdo 2.000 Ul/kg vitamina A, 100 Ulkg vitamina 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.

A analise bromatologica do feno de Coast-cross (Cynodon dactylon) (95,33% matéria seca;
10,28% proteina bruta; 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 4cida) e da ragdo (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 4cida) foram realizadas no
Laboratério de Bromatologia do Departamento de Melhoramento e Nutri¢do 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) (14 g/Kg de
nitrogénio, 1,1 g/Kg de fosforo, 15 g/Kg de potéssio, 2 g/Kg calcio, 1,0 g/Kg de magnésio, 3,5 g/Kg

de enxofre, 14 mg/Kg de boro, 9 mg/Kg de cobre, 190 mg/Kg de ferro, 156 mg/Kg de manganés e
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16 mg/Kg de zinco) e da ragdo (3,32 g/Kg de nitrogénio, 5 g/Kg de fosforo, 6,5 g/Kg de célcio, 2,2
g/Kg de magnésio, 940 mg/Kg de enxofre, 227,5 mg/Kg de ferro, 80 mg/Kg de manganés, 0,80
mg/Kg de selénio, 20 mg/Kg de cobre, 77,5 mg/Kg de zinco, 5,5 g/Kg de sddio, 35 mg/Kg de boro
e 2,5 mg/Kg de molibdénio) foram realizadas, respectivamente, nos Laboratorios de Nutricdo
Mineral de Plantas do Departamento de Recursos Naturais e Ciéncia do Solo da Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas da UNESP/Botucatu e no Instituto Campineiro de Andlise de Solo e Adubo
Ltda. A dosagem de enxofre da dgua (11 mg/L) do pogo semi-artesiano foi conduzida no
Laboratério de Fertilizantes e Corretivos da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da
UNESP/Botucatu.

Os animais foram retirados das baias, localizadas ao lado do local de exame e
imediatamente colocados em tronco de contencdo para a realizagdo do exame fisico. Em seguida,
foram obtidas amostras de sangue para realizacdo do hemograma, fibrinogénio e proteina
plasmaticos, de gds ruminal para determinar as concentracdes do sulfeto de hidrogénio ruminal (H,S
ou gas sulfidrico) e por ultimo colhido o fluido ruminal para realizar afericdo do pH ruminal.
Diariamente os animais foram monitorados visando deteccdo de sinais clinicos neurologicos,
enquanto o exame fisico, as dosagens de gés sulfidrico ruminal e as colheitas das amostras de
sangue e liquido ruminal foram realizadas com intervalos sete ou 14 dias (quadro 1) para evitar
estresse de manejo e interferéncia no consumo da ragdo. No final da fase 3 foram colhidas amostras
do liquido cefalorraquidiano (LCR) dos animais 4, 6, 7, 8 € 9.

As amostras de sangue total foram colhidas por venopung¢ao da jugular em tubos contendo
anticoagulante (EDTA) e submetidas a contagem de células em cdmara hematimétrica de Neubauer,
a determinagdo do volume globular pelo método do microhematdcrito e a dosagem de hemoglobina
pelo método da cianometahemoglobina, calculando-se posteriormente os indices hematimétricos
(volume globular médio e concentracdo de hemoglobina globular média) (Coles, 1984). A

contagem diferencial de leucdcitos foi realizada em 100 células em esfregacos sanguineos corados
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pelo panotico rapido. Para mensuragdo do fibrinogénio utilizou-se a técnica de precipitacdo no tubo
de microhematdcrito a 56°C, enquanto a proteina foi determinada diretamente pela refratometria
(Coles, 1984).

A técnica da dosagem de sulfeto de hidrogénio ruminal utilizada foi adaptada de Gould et al.
(1997) com as modificacdes descritas a seguir. Inicialmente foi realizada a tricotomia da fossa
paralombar esquerda e anti-sepsia com iodopovidona (PVPI), sendo que a punc¢do ruminal foi
realizada no ponto médio da por¢ao mais dorsal da fossa paralombar esquerda utilizando-se agulha
do cateter intravenoso 14G sem a canula externa de teflon. Em seguida, foi encaixado ao conector
da agulha um equipo intravenoso com 15 cm de comprimento, cortando e desprezando-se a
extremidade com o gotejador. A ponta cortada do equipo adaptado foi acoplada ao tubo
colorimétrico de dosagem de gés sulfidrico, que ja estava previamente inserido na bomba manual de
vacuo (modelo AP-20S, Sensidyne®, Florida, EUA). As mensurag¢oes foram realizadas de acordo
com o manual do fabricante da bomba de vacuo, padronizando em 100 mL de gés para valores entre
25 a 1.000 ppm (modelo 120 SF, Sensidyne”, Florida, EUA) e de 1.000 a 40.000 ppm (modelo 120
SH, Sensidyne®, Florida, EUA) de sulfeto de hidrogénio com tempo de amostragem de 1,5 minutos.
Nos momentos em que ndo ocorreu mudanga na coloragdo do tubo, repetiu-se a dosagem e nao
detectando alteracdo foi estabelecido que o valor aferido estivesse abaixo do limite inferior de
deteccdo do tubo (<25 ppm de H,S ruminal).

As amostras do conteudo ruminal foram obtidas por meio de uma bomba de succdo a vacuo,
acoplada a um recipiente de vidro e a sonda oroesofagica tipo Schambye e Sorensen (Dirksen et al.
1993). Para avaliagdo do pH ruminal (Phtek®, modelo pH100) os primeiros 200 mL foram
desprezados para evitar contaminagdo pela saliva, sendo colhidos aproximadamente 100 mL de
cada animal.

As coletas de LCR foram realizadas segundo protocolo proposto por Mayhew (1989). Apos

sedacdo com 0,20 mg/kg/IV de cloridrato de xilazina (Vibaxil 2%, Virbac Saude Animal,
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Jurubatuba, SP, Brasil), tricotomia e anti-sepsia com iodopovidona (PVPI) foi realizada pun¢do na
cisterna atlanto-occipital com agulha spinal 20G x 3 '2”( BD, CAT.408373, Sao Paulo, SP, Brasil).
As amostras de LCR foram coletadas em trés tubos estéreis sem EDTA. Para andlise do
LCR foi utilizada uma fracdo da amostra do terceiro tubo. O numero de leucocitos e hemécias por
microlitro do LCR foi mensurado com o uso da cadmara de Fuchs-Rosenthal. A contagem
diferencial de leucdcitos foi feita em laminas preparadas por citocentrifugagdo (Citocentrifuga
Citolégica Microprocessada, 200D, CIENTEC, Piracicaba, SP, Brasil) e coradas com método
Panético (Instant Prov, NEWPRO, Pinhais, PR, Brasil). As proteinas (Sensiprot, Labtest
Diagnostica, Lagoa Santa, MG) e a glicose (Glicose Pap, Labtest Diagndstica, Lagoa Santa, MG)
foram dosadas com kits comerciais, empregando o método colorimétrico, cujas leituras das reagdes
foram feitas em espectrofotometro (Espectrofotometro Digital B 44242 —Micronal- Sao Paulo — SP

— Brasil).

O bovino que morreu naturalmente (bezerro 1) ¢ os animais submetidos a eutanasia (bezerros 4,
5, 7 e 10) foram necropsiados. A eutandsia foi realizada utilizando cloridrato de xilazina (0,10
mg/Kg por via intravenosa), tiopental sédico (8 mg/Kg por via intravenosa) e por ultimo cloreto de
potassio.

Amostras de tecido hepatico e renal dos animais 1, 4, 7 e 10 foram coletadas para dosagem
de chumbo por espectrofotometria por absor¢@o atdmica no Centro de Assisténcia Toxicoldgica
(CEATOX) do Instituto de Biociéncias da UNESP/Botucatu.

Uma porg¢do do cortex frontal do bezerro 1 foi colhida para realizar a técnica da PCR para
detecc@o do DNA do herpesvirus bovino 5. O processo de extragdo de DNA foi realizado a partir de
20 mg da amostra de encéfalo utilizando kit de extracdo QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN® cat
n°. 51304). A técnica da PCR foi realizada segundo Claus et al. (2005) com algumas modificacdes.
Os “primers” utilizados foram B5 (senso) especifico para BoHV-5 (5> — CGG ACG AGA CGC

CCT TGG-3* NT 322-339) e primer anti-senso denominado Bcon (5’- AGT GCA CGT ACA GCG
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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 Universidade Estadual de Londrina. Realizou-se a PCR com a
enzima GoTaq" Green Master Mix (Promega, Madison, WI, EUA). A reagdo foi padronizada para
um volume final de 50 pl e possuia 0,4 UM de cada oligonucleotideo iniciador (senso e anti-senso),
5 pl de DNA, 25 pl GoTaq" Green Master Mix, 8% DMSO (Sigma®) e 4gua “nuclease-free” q.s.p.
O processo de amplificagdo foi realizado em termociclador (Mastercycler® ep Eppendorf) de
acordo com as seguintes condi¢des de tempo e temperatura: 1 ciclo de 2 min a 95°C seguido por 40
ciclos de 40 segundos a 94°C (denaturago), 1 min com temperatura de hibridizagdo de 57,8 °C, 1
min a 72°C (extens@o) e um ciclo de extensdo final de 5 min a 72°C. Os produtos amplificados
foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com GelRed™ (Biotium,
Halward, CA, EUA) e visualizado sob luz ultra-violeta. Os géis foram documentados no
ImageQuant® (GE Healthcare).

Os fragmentos encefélicos (por¢do occipital do telencéfalo, tdlamo, vermix do cerebelo e a
porcdo final do tronco encefélico apds o dbex) do bezerro 1 foram congelados e encaminhados para
exame de imunofluorescéncia direta para diagnostico diferencial de raiva no Departamento de
Higiene e Saiude Publica da FMVZ/UNESP/Botucatu.

Para o exame histopatologico foram colhidas as seguintes por¢des do sistema nervoso
central (SNC): bulbo olfatdrio, cortex frontal (anterior) na altura do joelho do corpo caloso, cortex
occipital (posterior), cortex parietal (dorso-lateral), nucleos basais, tdlamo, mesencéfalo na altura
dos coliculos rostrais, ponte com pedinculos cerebelares, bulbo na altura do dbex e cerebelo.
Adicionalmente foram examinados em monobloco o ganglio de Gasser (trigémeo), rete mirabile e
hipofise (GRH). As amostras foram fixadas em formol tamponado a 10% para a realizagdo do

exame histopatologico.
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Na andlise histopatologica, a intensidade das lesdes foi estabelecida considerando lesdo
discreta (1) quando menos de 25% do tecido estava afetado, moderado (2) referente a alteragdes de
25 a 50% e acentuadas (3) indicando comprometimento acima de 50% do tecido avaliado. Os
seguintes aspectos foram computados para a obten¢do da intensidade das lesdes: hemorragia,
congestdo, edema do neurdpilo, infiltrado inflamatorio, meningite, gliose focal, gliose difusa,
neurdnios vermelhos (neurdénios com o citoplasma encolhido e eosinofilico e nucleo picndtico),
neuronofagia, malacia (necrose do componente neuroectodérmico com manutencdo das estruturas
mesenquimais ¢ infiltrado de macréfagos tumefeitos e com citoplasma espumoso [células Gitter]), e
lesdo residual (estruturas vasculares e células Gitter remanescentes, formando uma estrutura
cavitdria semelhante a um cisto). Cada um dos pardmetros avaliados foi relacionado a secdo
anatomica examinada, com o objetivo de determinar a localizagdo das lesdes produzidas pela
doenca no SNC. Adicionalmente, foram avaliados qualitativamente o tipo de infiltrado inflamatdrio
e a presenga de corpusculos de inclusdo intranucleares caracteristicos de herpesvirus (Rissi et al.
2006, Sant’ Ana et al. 2009a).

Para a avaliacdo das diferengas entre as médias dos resultados obtidos, foram utilizados os
testes de andlise de variancia (ANOVA) para comparac@o entre as fases do periodo experimental
por grupo e de Mann-Whitney para verificar diferengas entre os grupos G1 e G2. Para todos os
resultados, foram consideradas significantes as analises que apresentaram p<0,05. Para as avaliagdes
estatisticas, foi utilizado o software estatistico GraphPad InStat versdo 3.0 para Windows (GraphPad
Software). Para realizacdo da andlise estatistica foi considerado o valor de 24 ppm nas aferi¢des
referentes aos valores inferiores a 25 ppm do sulfeto de hidrogénio ruminal.

Todos os procedimentos realizados encontram-se de acordo com as normas e principios
éticos de experimentagdo animal, estabelecidos pela Camara de Etica em Experimentacio Animal
da FMVZ/UNESP/Botucatu, sendo o experimento aprovado pela mesma (Protocolo n°117/2006-

CEEA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O periodo inicial de 15 dias (fase 1) foi importante porque proporcionou adaptagdo dos
animais nas baias, facilitou manejo dos mesmos no tronco para a realizacdo dos exames fisicos e
colheita das amostras para a execuc¢do dos exames complementares propostos. Na fase 2, a mudanga
no intervalo de sete dias, de forma gradativa, da dieta contendo feno para alimentagdo
exclusivamente com ragdo, ndo ocasionou disturbios metabdlicos como acidose ruminal. No final
da fase de transi¢do a ingestdo de ragdo foi de 2,5% do peso vivo, consumo que se manteve em
todos os animais durante os 14 dias da fase 3.

A composi¢do e a propor¢do dos ingredientes da ra¢do do presente estudo, bem como os
resultados da analise bromatoldgica e mineral foram muito similares a ragdo experimental utilizada
por Sager et al (1990) no protocolo de indugdo por PEM por ingestdo excessiva de enxoftre.

Para célculo do consumo de enxofre pelos bovinos na fase 1, verificou-se que a ingestdo do
feno foi de 2,5% do peso vivo representando a ingestdo de 0,35% de enxofre na matéria seca. Para o
célculo da ingestdo de enxofre na agua foi estimado que um bovino de 120 Kg mantido em
temperatura ambiente de 28°C deve ingerir aproximadamente 20 litros de agua por dia (Gould
2000), totalizando o consumo de 220 mg de enxofre por dia (0,022% de enxofre). A ingestdo de
enxofre na dgua e feno na fase 1 totalizou o consumo de 0,37% na matéria seca, valor este acima do
nivel recomendado (0,15%) por Klasing et al. (2005). Este alto consumo de enxofre na matéria seca
ocorreu porque o valor determinado no feno estava o dobro do descrito como normal por Valadares
Filho (2006). A explicagdo para incremento do enxofre no feno pode ser justificada pela intensa
adubacdo com sulfato de amonio realizada pela empresa que comercializou o volumoso objetivando
aumentar o seu valor nutritivo. O sulfato de amodnio quando utilizado como fertilizante

proporcionou aumento na concentragio de enxofre na forragem (Arthington et al. 2002) e melhorou
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a digestibilidade da fibra em detergente 4cido 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 calculo do consumo de enxofre foi baseado na ingestdo de
2,5% do peso vivo da matéria seca da racdo (0,09% de enxofre na matéria seca) somado ao da dgua
(0,022% de enxofre por dia), totalizando, aproximadamente, 0,11% de enxofre na matéria seca. Para
o grupo G2, acrescentou-se na racdo como fonte de enxofre, o sulfato de sddio, que somado a
ingestdo do enxofte 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 recomendagdes do Klasing et
al. (2005), que preconizaram o valor de tolerancia maxima de enxofre de 0,30% para dietas
compostas com mais de 85% de concentrado.

Na avaliacdo da temperatura retal foram verificadas diferengas significativas (p<0,05) ao
comparar no grupo G1 a Fase 3 com as demais, no grupo G2 o primeiro dia da Fase 1 com os outros
momentos avaliados e ao comparar os grupos Gl e G2. Com relacdo a frequéncia cardiaca e
respiratdria ndo foram observadas diferencas significativas entre as fases do periodo experimental e
entre os grupos Gle G2. Os valores médios e desvios-padrdo da temperatura retal e frequéncia
cardiaca (quadro 2) permaneceram dentro da faixa de normalidade para a espécie bovina (Radostitis
et al. 2007). Entretanto, episodios de taquipnéia foram observados em alguns animais dos dois
grupos na fase de adaptagdo e na fase 3 somente no grupo G2. Gould et al. (1997) ao induzirem
PEM com protocolo semelhante ao do presente estudo e também ao descrito por Sager et al. (1990),
observaram episddios transitorios de taquipnéia nos bezerros ao ingerirem racdo com excesso de
enxofre. Os resultados das indugdes experimentais e as descri¢des de surtos de PEM por enxoftre
indicaram que antes dos animais apresentarem sinais neuroldgicos, a temperatura retal e as
frequéncias cardiaca e respiratdria podem estar alteradas (Gunn et al. 1987, Mckenzie et al. 2009)

ou ndo (Loneragan et al. 1998, Haydock 2003).
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Com relacdo a motricidade ruminal (quadro 2), observou-se no grupo G1 e G2 diferenca
significativa (p<0,05) da Fase 1 com as Fases 2 e 3, mas ndo se notou diferenga ao comparar os
grupos G1 e G2. 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 os
grupos, ndo foi relatada por Gould et al. (1997), mas estes autores observaram em alguns animais
timpanismo gasoso. A hipomotricidade ruminal constatada na fase 2 ocorreu devido a baixa
quantidade de fibra oferecida, enquanto que na fase 3 pelo fornecimento de dieta contendo
exclusivamente racdo. A motricidade ruminal € estimulada pela presencga de fibra efetiva, sendo que
o fornecimento de concentrado em alta propor¢@o, como estabelecido nas fases 2 e 3, ocasionou
baixa motricidade ruminal (Dirksen et al. 1993).

No sexto dia da fase 2 identificou-se um animal (bezerro 1) do grupo G2 com apatia, ataxia,
tremor de cabega e nistagmo vertical com quadro agudo, levando cerca de 10 horas desde o inicio
dos sinais até a morte. Observacdes de sinais neurologicos semelhantes foram relatados por Gould
(2000), Cebra & Cebra (2004), Burgess (2008) e Sant’Ana et al. (2009ab).

Sager et al. (1990) observaram sinais neurologicos em apenas cinco de 14 bovinos
alimentados com dieta semelhante ao da presente pesquisa, mas com teor de enxofre inferior
(0,26%). Os sinais neurologicos nos animais foram identificados sete dias apds inicio do
fornecimento da ragdo e caracterizados, inicialmente, por apatia, com evolugdo para ataxia,
amaurose, pressdo da cabega contra objetos e andar compulsivo. Gould et al. (1991) forneceram
dieta semelhante ao da presente pesquisa e observaram sinais neurologicos similares aos descritos
por Sager et al (1990), mas em cinco de nove bovinos apds trés dias da introdugdo da ragdo com
0,36% de enxofre na matéria seca. Em outro estudo desenvolvido por Gould et al. (1997) com dieta
semelhante a anterior, os autores identificaram amaurose € ataxia em trés bovinos de um lote de
quatro animais apds dois dias do fornecimento da dieta contendo 0,41% de enxofre na matéria seca.

Na presente pesquisa ao fornecer ragdo com 0,52% de enxofre acreditava-se que o niimero de
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animais doentes seria maior quando comparado com os resultados obtidos por Sager et al. (1990),
Gould et al. (1991) e Gould et al. (1997), que suplementaram os bovinos com teores inferiores de
enxofre e obtiveram maiores taxas de morbidade. Entretanto, os autores citados anteriormente nio
observaram quadro clinico com evolugdo aguda como identificado no bezerro 1. Provavelmente
estas diferencas estejam associadas ao tipo de grupo genético empregado, pois, no protocolo
experimental americano foram utilizados animais Bos taurus, enquanto no presente estudo foram
avaliados bovinos mesti¢os. Pesquisas comparativas entre Bos taurus e Bos indicus sugerem que ha
diferencas entre os dois grupos quanto a ingestdo alimentar e eficiéncia de utilizagdo de ragdes com alta
ou baixa densidade de energia (Putrino et al. 2007).

Na avaliagdo do eritrograma (quadro 3), leucograma (quadro 4) e fibrinogénio plasmatico
(quadro 5) ndo foram verificadas diferencas significativas (p<0,05) entre as fases do periodo
experimental e entre os grupos G1 e G2. Com relagdo a proteina plasmatica (quadro 5) notou-se
diferenca significativa no grupo G1 entre o 14° dia da Fase 1 e 7 © dia da Fase 2 com os demais
momentos, enquanto no grupo G2 ndo foram observadas diferengas entre os momentos e ao
comparar os grupos G1 e G2 observou-se diferenga significativa (p<0,05) no 1° e 14° dias da Fase 1
e 14° dia da Fase 3. Os resultados dos eritrogramas e leucogramas, assim como do fibrinogénio e da
proteina plasmatica (quadro 5) estavam dentro dos valores considerados normais por Radostitis et
al. (2007). Loneragan et al. (1998) relataram surto de PEM em bezerros de corte recém
desmamados e confinados ocasionado pela ingestdo excessiva de enxofre na matéria seca (0,9%) e
também ndo observaram alteragdes nos resultados do leucograma, fibrinogénio e da proteina
plasmatica. Entretanto, Gunn et al. (1987) relataram surto de PEM ocasionado por flor de enxofre e
observaram leucocitose com neutrofilia em alguns animais. Mckenzie et al. (2009) realizaram
exames hematoldgicos em bovinos com PEM devido ingestdo de Raphanus raphanistrum que

continha elevado teor de enxoftre (0,62%) e identificaram no eritrograma aumento da hemoglobina,
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do volume globular e do nimero de hemaécias, possivelmente devido a desidratagdo e leucocitose
com hiperfibrinogemia indicando processo inflamatdrio.

Os valores de gas sulfidrico ruminal (quadro 6) da fase 1 referente a primeira dosagem dos
dois grupos experimentais e da segunda afericdo (7° dia) do grupo G2 estavam dentro da faixa de
normalidade para a espécie (inferior a 500 ppm) determinada por Burgess (2008). Ainda na fase 1,
observou-se que na segunda aferi¢ao (7° dia) do H,S ruminal do grupo G1 e na terceira (14° dia) dos
dois grupos experimentais, os valores foram superiores aos considerados normais e corroboraram
com os resultados de Cunha et al. (2008), que detectaram elevados teores de gas sulfidrico ruminal
(5000 ppm) em bovinos alimentados exclusivamente com feno que continha também elevados
teores de enxofre na andlise mineral foliar. Acredita-se que a ingestdo de 0,37% de enxofre na
matéria seca tenha proporcionado os elevados valores de gas sulfidrico ruminal nos animais
suplementados exclusivamente com volumoso (fase 1), justificando a importancia da determinagio
deste elemento na dieta (Gould 2000), especialmente no Brasil onde diversos surtos de PEM foram
relatados, mas a etiologia ndo foi esclarecida (Lemos 2005, Barros et al. 2006). Sant'Ana et al.
(2009a) ao realizar estudo retrospectivo 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 intoxica¢@o por enxofre, embora essa hipdtese ndo tenha sido confirmada
laboratorialmente.

Ap0s o inicio do fornecimento da ragdo (fase 3), os bovinos que receberam sulfato de sddio
(G2) apresentaram valores de sulfeto de hidrogénio ruminal acima do considerado normal (Burgess
2008), enquanto no grupo G1 os valores foram inferiores a 280 ppm (figura 1). Com relagdo aos
valores médios do gas sulfidrico foram verificadas diferencas significativas (p<0,05) no G1 no 7° e
14° da fase 1 ao comparar com os demais momentos e no G2 a fase 1 e 2 ao comparar com a fase 3.
Além disso, foi observada diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos G1 e G2 somente na Fase

3 (quadro 6). Em determinados momentos, os valores de H,S ruminal do G2 foram 100 vezes



45

superior aos do GI, indicando que o sulfeto de hidrogénio ruminal ¢ um produto normal do
metabolismo da microbiota ruminal, mas quando os bovinos consomem dietas com alto teor de
enxofre, ocorre producdo excessiva de H,S no rimen podendo ocasionar a PEM (Gould 2000).
Altos valores de gés sulfidrico ruminal em bovinos que ingeriram elevadas quantidades de enxoftre
também foram descritos por Loneragan et al. (1998), Niles et al. (2002) e Loneragan et al. (2005) e
Cunha et al. (2008).

Gould et al. (1997) ao compararem a técnica da dosagem de gés sulfidrico ruminal
utilizando tubos colorimétricos com a cromatografia liquida de alta eficiéncia, ndo observaram
diferencas significativas entre os resultados obtidos, confirmando que a metodologia empregada no
presente estudo reflete valores confidveis da concentracdo de H,S ruminal, sendo desnecessario o
uso de outras técnicas para este propdsito.

Variagdes 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 et al. (2002), que
induziram PEM em novilhas fornecendo dieta constituida por 70% de farelo de gluten de milho
(subproduto de graos) e 30% de casca de algoddo associado com sulfato de sddio em trés diferentes
concentragdes, todas acima do recomendado por Klasing et al. (2005). Isto indica que o
metabolismo ruminal do enxofre € rapido e que as concentragdes do gés sulfidrico ruminal sdo
dindmicas e modificam rapidamente em resposta ao consumo de enxofre e a capacidade de
absor¢ao pela parede do rimen (Loneragan et al. 1998).

Gould et al. (1997), Gould (2000) e Burgess (2008) enfatizaram que o odor de “ovo podre”
produzido pela eructag@o do gas sulfidrico ruminal foi associado ao aparecimento da PEM. Coghlin
(1944) ao inspecionar a boca dos animais doentes e detectar o odor putrido de “ovo podre”
estabeleceu como causa do surto a ingestdo excessiva de enxofre pelos bovinos. Apesar dos

elevadores teores de sulfeto de hidrogénio ruminal detectado em todos os animais do G2,
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especialmente na fase 3, em nenhum momento foi identificado odor de ovo em putrefagdo exalado
pelos animais.

Virias investigacdes t€m focado a associacdo entre a PEM e as altas concentragdes do gas
sulfidrico ruminal (Gould et al. 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
0 mesmo apresentava sinais neuroldgicos compativeis com PEM foi de 1250 ppm, valor este 2,5
vezes acima do considerado 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, o
aparecimento dos sinais clinicos coincide com o 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 concentragdes de sulfeto de hidrogénio ruminal ndo foi identificada
alterac@o neuroldgica no exame clinico.

A determinacdo do gas sulfidrico ruminal tem sido importante nas investigagdes dos surtos
de PEM porque elevadas concentracdes do sulfeto de hidrogénio ruminal indicam participagdo do
enxofre na etiopatogenia desta encefalopatia (Loneragan et al. 1998). A técnica de dosagem de
sulfeto de hidrogénio ruminal pelos tubos colorimétricos utilizada neste estudo e por Gould et al.
(1997), Niles et al. (2002), Cunha et al. (2008) e Cunha et al (2009ab) demonstrou ser uma
ferramenta 1til para monitorar situagdes de risco e auxiliar no diagnéstico definitivo da PEM por
enxofre, podendo ser perfeitamente utilizada no campo. A utilizacdo desta técnica associada a
analise de enxofre na dieta, pastos, dgua e suplementos (Gould 2000) estabeleceriam a participacdo
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).

Na avaliagdo do pH ruminal foram verificadas diferengas significativas (p<0,05) somente no
grupo G1 entre o 14° dia da Fase 3 com 14° dia da Fase 1 e 7° dia da Fase 2, ndo sendo observada

diferenca entre os grupos G1 e G2 (quadro 7). Os valores médios do pH do fluido ruminal dos
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animais dos dois grupos experimentais independente da fase experimental variaram de 6,2 a 7,1 e
foram similares aos resultados descritos por Gould et al. (1997). A determinagido do pH ruminal de
bovinos confinados submetidos a protocolos de indugdo experimental deve ser realizada para
descartar a possibilidade da ocorréncia da PEM por alteragdo no metabolismo da tiamina devido
consumo excessivo de ra¢do, que pode diminuir o pH. Na presente pesquisa, mesmo oferecendo na
fase 3 uma dieta exclusivamente com ra¢do, 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) pH
de fluido ruminal abaixo de 5,6 indica acidose cronica, enquanto inferior a 5,2 sugere acidose aguda.

O quadro 8 apresenta os resultados da analise do LCR dos bezerros 4, 6, 7, 8 ¢ 9 do
grupo G2. Nao foi colhido o LCR do bezerro 1 porque a evolugdo dos sinais neuroldgicos foi
aguda. As contagens totais e diferenciais das células, assim como as concentragdes da glicose
e da proteina estdo dentro dos valores normais (Stober 1993). Aumento na contagem total das
células e na concentragdo da proteina s@o as alteragdes mais marcantes no LCR de animais
com PEM (Cebra & Cebra 2004). Loneragan et al. (1998) ao analisarem o LCR de um animal
que havia ingerido dieta rica em enxofre (0,9% matéria seca) e com sintomatologia nervosa,
detectaram aumento da concentragdo das proteinas (149mg/dL) e discreta pleocitose (12

leucécitos/pL), sendo que 90% eram células mononucleares, 6% linfocitos e 4% neutréfilos.

No Brasil, a raiva ¢ a enfermidade neuroldgica mais frequentemente diagnosticada nos
bovinos revelando a importancia socio-econdmica e de saude publica das enfermidades que
acometem o SNC. Ao se realizar o diagnostico diferencial das neuropatias dos bovinos, além da
raiva deve-se também incluir todas as causas de PEM (Barros et al. 2006). O exame de
imunofluorescéncia direta para raiva foi negativo para o bezerro 1, assim como nao foi identificada
a presenca do DNA do BoHV-5 realizado por meio da técnica da PCR. Além disso, as
concentracdes de chumbo nas amostras de tecido hepéatico e renal (quadro 9) nos bezerros 1, 4, 7 e

10 estavam abaixo dos niveis considerados toxicos por Lemos & Riet-Correa (2007).
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As alteragdes macroscopicas do encéfalo observadas no bezerro 1 indicaram edema do
cortex parietal e occipital esquerdo, caracterizado por tumefagdo com achatamento dos giros
cerebrais, sendo que este tipo de lesdo foi também descritos tanto nos casos naturais (Hamlen et al.
1993, Loneragan et al. 1998, Haydock 2003, Kul et al. 2006) quanto experimentais (Gould et al.
1991, 1997) de PEM por enxofre. No mesmo animal observou-se que a tumefacdo do cortex
parietal e occipital ocasionaram compressdo da porgdo lateral esquerda do cerebelo (figura 2), mas
ndo foi suficiente para o animal desenvolver opistotono. Acredita-se que neste animal ndo ocorreu o
deslocamento caudal (herniag@o) do bulbo e do cerebelo no sentido do forame magno conforme
citado por Loneragan et al. (1998) e Kul et al. (1996) porque a evolugido clinica foi aguda.

No encéfalo dos animais 5 e 10 sacrificados do grupo G1 e dos bezerros 4 ¢ 7 do grupo G2
ndo foram observadas lesdes macroscopicas, mas a ocorréncia destas depende da severidade e
duragio do quadro clinico (Sant’Ana et al. 2009a). Areas de hemorragia no encéfalo nio foram
observadas macroscopicamente, mas foi um achado comum, principalmente no telencéfalo e
tdlamo, nos surtos de PEM ocasionados por excesso de enxofre detectado em diferentes fontes,
como a agua (Hamlen et al. 1993, Haydock 2003), o feno e 4gua (Loneragan et al. 1998) e a cevada
de malte (Kul et al. 2006).

O exame macroscopico sob aplicacdo pela lampada de Wood foi realizado conforme
recomendado por Edwin & Jackman (1981) no encéfalo dos trés animais do grupo G2 e nédo 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 desenvolveram sinais neurologicos e no histopatoldgico identificaram lesdes de malacia no
cortex referente as dareas de autofluorescéncia. Acredita-se que a fluorescéncia seja devida a
metabdlitos lipidicos em macrdfagos (Little 1978) ou material semelhante a colageno de alto peso

molecular (Edwin & Jackman 1981). Para Loneragan et al. (1998), o exame de autofluorescéncia
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indica fortes evidencias para o diagnostico preliminar de PEM, necessitando de exames
complementares para definir a causa.

Nos animais 5 ¢ 10 do grupo G1 nao foram observadas alteragdes histopatoldgicas. Nos
animais 1, 4 e 7 do grupo G2, as lesdes microscopicas predominaram no cortex frontal, parietal e
occipital e incluiram necrose neuronal (neuronios vermelhos), edema de neurdpilo e gliose,
concordando com Gould (2000). Estas lesdes foram acentuadas no bezerro que apresentou sinais
neuroldgicos (figura 3) e com menor intensidade (discretas a moderadas) nos animais 4 ¢ 7 do
mesmo grupo que ndo apresentaram sinais clinicos. Somente no bezerro 1 foram observadas
alteragdes discretas caracterizadas como necrose neuronal e edema nos nucleos basais (figura 4),
tdlamo (figura 5) e mesencéfalo. Em nenhum animal foi observado infiltrado de macrofagos
espumosos (c€lulas gitter), manguitos perivasculares e lesdes no cerebelo e no complexo ganglio de
Gasser, rete mirabile e hipdfise. Hemorragias discretas foram observadas no mesencéfalo do animal
4 e na ponte (figura 6) e bulbo (figura 7) do bovino 7. Necrose neuronal cortical associada a lesdes
no tdlamo, ponte e bulbo como as descritas nesta pesquisa foram evidenciados nos casos naturais de
PEM ocasionadas por enxofre (Hamlen et al. 1993, Jeffrey et al. 1994, Loneragan et al. 1998) e na
indugdo experimental realizada por Cunha et al. (2008). Para Hamlen et al. (1993), Jeffrey et al.
(1994) e Loneragan et al. (1998), lesdes hemorragicas em estruturas mais ventrais do encéfalo
como tdlamo, ponte e bulbo associadas com necrose cortical podem auxiliar no diagnostico
diferencial da PEM por enxofre daquela ocasionada por deficiéncia de tiamina.

Em dois surtos de PEM por enxoftre, pode-se identificar hemorragias focais no talamo e
mesencéfalo ocorrendo secundariamente a degenerac@o de veias e vénulas (Loneragan et al. 1998) e
necrose fibrindide de pequenas arteriolas no tdlamo e mesencéfalo (Hamlen et al. 1993). No
presente trabalho foi somente identificada discreta hemorragia no mesencéfalo de um animal e
provavelmente ndo foi um achado constante porque os animais dos surtos diagnosticados por

Loneragan et al. (1998) e Hamlen et al. (1993) ingeriram respectivamente, 0,90% e 0,70% de
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enxofre na matéria seca, induzindo um quadro mais grave da doenca (Gould 2000), devido o
consumo de enxofre muito mais alto do que os bovinos da presente pesquisa. Para Loneragan et al.
(1998) a deteccdo de lesdes profundas no encéfalo pode ser uma simples conseqiiéncia da exposicao
a elevadas quantidades de sulfeto de hidrogénio, determinada pela quantidade de enxofre ingerido e
produzido e absorvido.

A identificacdo de alteragdes histologicas sugestivas de PEM em animais que nio
apresentam alteracdes neurologicas, mas com elevados valores de sulfeto de hidrogénio ruminal,
como observada nos animais 4 e 7 do grupo G2, também foram relatadas por Niles et al. (2002).

O protocolo utilizado no presente estudo baseado no fornecimento de uma dieta rica em
enxofre foi eficaz na indu¢do de PEM em bovinos. Além disso, para estabelecer o diagndstico
definitivo da PEM por enxofre ficou evidenciado a importancia de se utilizar na rotina métodos
complementares, tais como, dosagem de gas sulfidrico ruminal, deteccdo do DNA do BoHV-5 pela
PCR, imunofluorescéncia direta para raiva, determina¢do da concentragdo do chumbo nos
fragmentos de tecido hepatico e renal e do enxofre na dieta associados aos exames histopatologicos.

A necessidade de aumentar a produtividade na bovinocultura no pais tem exigido a
utilizagdo de novas estratégias nutricionais, como a utilizacdo de dietas ricas em energia e pobre em
fibra associada com o uso de subprodutos da agroindustria. Consequentemente, cria-se condig¢des de
risco para ocorréncia da PEM por enxofre, estimulando o desenvolvimento de pesquisas com o
estabelecimento de modelos experimentais que permitem melhor compreensédo da etiopatogenia da

PEM no Brasil.
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CONCLUSAO

A PEM em bezerros mestigos leiteiros foi ocasionada pelo consumo excessivo de enxofre
(0,52% matéria seca) associado com dieta rica em carboidrato de alta fermentacdo e baixa

quantidade de fibra efetiva.
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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 sodio (G1) e do que consumiu ragdo com sulfato de sodio

(G2) nas trés fases do protocolo de indugcdo experimental de polioencefalomalacia em bezerros

mesticos.
Fases Exame fisico Sangue H,S ruminal Fluido ruminal
(dia) (dia) (dia) (dia)
1 1°,7° ¢ 14° 1°¢ 14° 1°,7° ¢ 14° 1°,7° ¢ 14°
2 7° 7° 7° 7°
3 7° e 14° 14° 3°,7°,10°¢ 14° 7° e 14°
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Quadro 5. Valores médios e desvios-padrao ( X = o) do fibrinogénio plasmatico (g/dL) e proteina

plasmatica (mg/dL) avaliados nas trés fases do protocolo de indugdo de polioencefalomalacia nos

bezerros do grupo que ingeriu ragdo sem sulfato de sddio (G1) e do que consumiu ragdo com

sulfato de sodio (G2).

Fibrinogénio plasmatico (mg/dL)

Proteina plasmatica (g/dL)

Gl G2 Gl G2
Fase 1
1° dia 150+57,7Aa 300+109,5 Aa 8,1+0,2 Aa 6,88+0,2Ab
14° dia 250+100 Aa 266,66£103,2 Aa  7,15+0,34Ba 6,334+0,7Ab
Fase 2
7° dia 250+£100 Aa 440+89.,4 Aa 6,9+0,11 Ba 7,0+0,2Aa
Fase 3
14° dia 450+100 Aa 360+£89.4 Aa 7,65+0,3Aa 6,84+0,1Ab

Letras maiusculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as fases do periodo experimental.
Letras mintsculas diferentes nas linhas indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos Gle G2.
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Quadro 6. Valores médios e desvios-padrdo (X £ o) do sulfeto de hidrogénio ruminal (ppm)

avaliados nas trés fases do protocolo de indu¢do de polioencefalomalacia nos bezerros do grupo que

ingeriu racdo sem sulfato de sodio (G1) e do que consumiu ra¢ao com sulfato de sédio (G2).

Gl G2

Fase 1

1° dia 24Aa 46+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 4725 +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
10° dia 205 £57,44Aa 3.960 + 1.289,57Bb
14° dia 49,75 +20,82Aa 3.240+ 1.533,94Bb

Letras maiusculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as fases do periodo experimental.
Letras mintsculas diferentes nas linhas indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos Gle G2.
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Quadro 7. Valores médios e desvios-padrao (X = ¢) do pH ruminal avaliados nas trés fases do

protocolo de indugdo de polioencefalomalacia nos bezerros do grupo que ingeriu racdo sem sulfato de

sodio (G1) e do que consumiu ragdo com sulfato de sodio (G2).

Fase 1

1°dia

7° dia

14° dia

Fase 2

7° dia

Fase3

7° dia

14° dia

pH ruminal
Gl G2
7,06+0,12ACa 6,90+0,23 Aa
6,91+0,20ACa 6,88+0,34Aa
6,59+0,22Aa 6,73+0,16Aa
6,56+0,24Aa 6,78+0,16Aa
6,8+0,32ACa 6,66+0,21Aa
7,15+0,19BCa 6,87+0,27Aa

Letras maiusculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as fases do periodo experimental.

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



Quadro 8. Valores individuais da contagem das hema4cias, do total e diferencial das células
nucleadas, dos teores de glicose (mg/dL) liquérica e sérica e proteina (mg/dL) das amostras do
liquido cefalorraquidiano colhidas no final da 3 fase do protocolo de indugdo de

polioencefalomalacia nos bezerros do grupo que consumiu ragdo com sulfato de sodio (G2).

Parametros Bovinos (G2)
4 6 7 8 9
Hemaécias (células/uL) <1 2 13 24 <l
Células nucleadas (células/pL) 1 6 <1 2 <1
Neutrdfilos (%) 2 0 4 0 0
Células mononucleares (%) 5 6 4 8 1
Linfocitos (%) 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 17,5 15,2 34,6 13,3
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Quadro 9. Valores individuais da dosagem de chumbo realizada nos fragmentos de tecido hepatico
(ug/g) e renal (ng/g) colhidas do bezerro 10 do grupo que ingeriu ragdo sem sulfato de sédio (G1) e

dos bezerros 1, 4 e 7 do que consumiram ra¢@o com sulfato de sédio (G2)

Tecido Gl G2
10 1 4 7
Hepatico (ng/g) 0,24 <0,05 0,068 0,27

Renal (ng/g) 0,13 <0,05 0,05 0,16
ne/g
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CAPITULO Il
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Trabalho a ser enviado para a revista Pesquisa Veterinaria Brasileira.

Polioencefalomalacia em bezerros induzida por inoculagdo experimental com herpesvirus bovino 5

(Polioencephalomalacia in calves induced by experimental infection with bovine herpesvirus 5)

ABSTRACT: Bovine herpesvirus 5 (BoHV-5) is an important cause of polioencephalomalacia (PEM)
in cattle from different Brazilian geographical regions. In this study, calves were infected with BoHV-5
to induce experimental PEM. Six crossbred calves were infected with 0.5 mL of virus suspension (10"
TCIDsy/mL) in each nasal cavity. During the 30 days of experimental postinfection (p.i.), calves were
clinically evaluated (retal temperature, cardiac and respiratory rates and ruminal motricity) and
laboratorial (hematology, plasma fibrinogen, total protein, ruminal fluid pH, ruminal hydrogen sulfide
concentration, cerebrospinal fluid, gross and histopathological). Virus detection was investigated in six
brain regions, trigeminal ganglia and cerebrospinal fluid (CSF) by polimerase chain reaction (PCR)
assay. One of the six calves developed signs of neurological disease beginning at day 12 and died 6
hours later. The other five animals remained asymptomatics and were euthanized at the end of
experimental period. Cardiac and respiratory rate, plasma fibrinogen, total protein, ruminal fluid pH
and hydrogen sulfide concentration were within references ranges, but the rectal temperature tended to
increase between days 9 and 11 p.i. Alterations in erythrogram and leukogram were slight and
unspecific. It was possible to verify CSF pleocytosis in all symptomatic and asymptomatic calves. The
BoHV-5 DNA was detected in several brain areas and in the trigeminal ganglia and PCR was positive
in CSF only in the symptomatic animal. The histology revealed cerebrocortical necrosis and non
suppurative encephalitis and meningitis. PEM was induced in calves by experimental infection with

BoHV-5 and can remain asymptomatic.

INDEX-TERMS: cerebrocortical necrosis, BoOHV-5, cattle, experimental model, diagnosis.
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RESUMO: O herpesvirus bovino 5 (BoHV-5) é uma importante causa de polioencefalomalacia
(PEM) em bovinos nas diferentes regides do Brasil. O objetivo do trabalho foi induzir PEM em
bezerros pela inoculagdo experimental com BoHV-5. Seis bezerros foram inoculados com o BoHV-5
pela via intranasal com instilagdo de 0,5mL do in6culo em cada narina, totalizando uma dose viral de
10" DICTs¢/mL). Durante os 30 dias pés inoculagio (p.i.) experimental, exames clinicos (temperatura
retal, frequéncia cardiaca e respiratéria e motricidade ruminal) e laboratoriais (hemograma,
fibrinogénio plasmatico e proteina plasmatica, pH fluido ruminal, concentragdo do sulfeto de
hidrogénio ruminal, liquido cerebrospinal e histopatoldgico) foram realizados. A presenga do virus foi
investigada em seis por¢des do encéfalo, no ganglio do trigémeo e no liquido cefalorraquidiano (LCR)
pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Um bezerro apresentou sinais neuroldgicos comegando no
12° dia p.i., vindo a 6bito apds seis horas. Os outros cinco bezerros permaneceram assintomaticos e
foram eutanasiados no final do periodo experimental. A frequéncia respiratoria e cardiaca, a
motricidade ruminal, o fibrinogénio e proteina plasmatica, o pH do fluido ruminal e os valores da
concentracdo do sulfeto de hidrogénio ruminal estavam dentro dos valores de referéncia. A temperatura
retal exibiu uma tendéncia a se elevar entre 0 9° e 11° dias p.i. As alteragdes no eritrograma e no
leucograma foram discretas e inespecificas. No LCR foi possivel identificar pleocitose no bezerro
sintomatico e nos assintomaticos. O DNA do BoHV-5 foi identificado em vérias por¢des do encéfalo,
nos ganglios do trigémeo e no LCR do bezerro no momento em que apresentou encefalopatia.
Microscopicamente observaram- se necrose cerebrocortical, encefalite € meningite ndo supurativa. A
infec¢do experimental com o BoHV-5 ocasionou polioencefalomalacia nos bezerros, podendo ser

assintomatica.

INDEX-TERMS: necrose cerebrocortical, BoHV-5, bovino, modelo experimental, diagndstico.
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INTRODUCAO

O herpesvirus bovino 5 (BoHV-5) € um alfaherpesvirus associado a infec¢des neurologicas
acompanhadas de meningoencefalite (Rissi et al. 2008, Del Médico Zajac et al. 2009) e considerado
como um dos agentes etioldgicos da polioencefalomalacia (PEM) em bovinos no Brasil (Barros et
al. 2006, Riet-Correa et al. 2006, Rissi et al. 2007, Sant’Ana et al. 2009ab) e na Argentina (Perez et
al. 2003). No Brasil, depois da raiva, o BoHV-5 ¢ considerado como uma das principais causas
virais de encefalopatia nos bovinos e a ocorréncia da doenga tem aumentado (Lisboa et al. 2009),
com casos e/ou surtos reportados no Estado de Goids (De Paula et al. 2005), no Mato Grosso do Sul
e Sdo Paulo (Salvador et al. 1998), Minas Gerais (Botelho 2000), Sao Paulo (Cunha et al. 2009a),
Sao Paulo ¢ Minas Gerais (Gomes et al. 2002), Rio Grande do Sul (Riet-Correa et al. 1989, 1996,
Weiblen et al. 1989, Sanches et al. 2000, Elias et al. 2004, Rissi et al. 2006, Silva et al. 2007, Rissi et
al. 2007, 2008), Mato Grosso (Colodel et al. 2002), Minas Gerais (Gomes et al. 2002, Aquino Neto
et al. 2009), Para (Riet-Correa et al. 2006) e Parana (Claus et al. 2007, Lisboa et al. 2009, Lunardi et
al. 2009).

A polioencefalomalacia (PEM) ¢ uma doencga cerebrocortical degenerativa dos ruminantes
sendo o termo utilizado para indicar lesdo de necrose laminar do cortex cerebral possuindo varios
fatores associados a sua ocorréncia (Gould 1998, 2000, Cebra & Cebra 2004, Burguess 2008,
Santana et al. 2009ab).

Na literatura internacional e nacional as outras causas de PEM relatadas sdo: intoxicagdo por
enxofre (Raisbeck 1982, Gunn et al. 1987, Gooneratne et al. 1989, Sager et al. 1990, Hamlen et al.
1993, Jeffrey et al. 1994, McAllister et al. 1997, Loneragan et al. 1998, Gould 1998, 2000, Niles et
al. 2000, 2002, Gould et al. 2001, Loneragan et al. 2001, Traverso et al. 2001, Haydock 2003,
Loneragan et al. 2005, Kul et al. 2006, Dewhurst et al. 2007, McKenzie et al. 2009, Sant’ Ana et al.

2009b), deficiéncia da tiamina (Jensen et al. 1956, Edwin & Jackman 1973, Santos et al. 1983,
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Gongalves et al. 2001, Mendes et al. 2007), intoxicagdo por sal associada a privacdo de agua
(Trueman & Clague 1978, Osweiler et al. 1995, Lemos et al. 1997, Nakazato et al. 2000), alteragdes
bruscas na dieta (Moro et al. 1994), intoxica¢do por chumbo (Christian & Tryphonas 1971, Lemos
et al. 2004, Traverso et al. 2004), ingestao de melago (Mella et al. 1976) e ingestdo de plantas ricas
em tiaminases (Pritchard & Eggleston 1978).

Considerando as diversas causas da PEM e a semelhanga clinica entre elas (Claus et al.
2002, Elias et al. 2004, Barros et al. 2006), o diagndstico ante-mortem ¢ dificil de ser estabelecido,
visto que essas enfermidades ndo possuem sinais patognomonicos, podendo ser confundida com
qualquer outro quadro de encefalopatia. Desta forma, os métodos laboratoriais sdo de importancia
fundamental para o diagndstico diferencial entre os agentes etiologicos da PEM.

A literatura nacional ¢ escassa em relagdo as alteragdes hematoldgicas e liquéricas e valores
da dosagem de sulfeto de hidrogénio ruminal como métodos complementares que possam auxiliar
no diagnostico diferencial da PEM causada pela ingestdo excessiva de enxofre ou pela infeccdo
como o BoHV-5. Além disso, quando se investigou a possivel relagdo entre a PEM e encefalite por
BoHV-5 (Elias et al. 2004, David et al. 2007) foi observado a indu¢do de PEM por meio da
administragdo de amprolio ou enxofre em bovinos previamente inoculados com BoHV-5.

O objetivo do trabalho foi avaliar aspectos clinicos e laboratoriais da indug@o da necrose

cerebrocortical em bovinos pela inoculacdo experimental com o BoHV-5.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados seis bezerros mestigos leiteiros, machos, de 8 meses de idade, com peso
entre 80-100 kg e mantidos durante 30 dias em um piquete. Os animais recebiam agua e capim-
elefante (Pennisetum purpureum, Schum.) cv. Napier triturado a vontade. Foram excluidos do
experimento 0s animais que apresentavam anticorpos séricos contra o herpesvirus bovino,
detectados pela técnica de virus neutralizacdo (Ferreira et al. 2005, Dias et al. 2008).

A andlise bromatologica do capim elefante (30,87% matéria seca; 5,63% proteina bruta;
2,11% extrato etéreo; 8,2% minerais; 42,86% fibra bruta; 80,65% extrato ndo nitrogenado; 48,35%
nutrientes digestiveis totais; 80,65% fibra detergente neutra; 48,86% fibra detergente 4cida) foi
realizada no Laboratorio de Bromatologia do Departamento de Melhoramento e Nutri¢cdo animal da
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (FMVZ/UNESP/Botucatu).

As andlises de elementos minerais do capim elefante (10 g/Kg de nitrogénio; 2,2 g/Kg de
fosforo; 10 g/Kg de potassio; 4 g/Kg célcio; 3,2 g/Kg de magnésio; 1,3 g/Kg de enxoftre; 12 mg/Kg
de boro; 6 mg/Kg de cobre; 135 mg/Kg de ferro; 28 mg/Kg de manganés; 34 mg/Kg de zinco) foi
realizada no Laboratério de Nutrigdo Mineral de Plantas do Departamento de Recursos Naturais e
Ciéncia do Solo da Faculdade de Ciéncias Agronémicas da UNESP/Botucatu. A dosagem de
enxofre da dgua (11 mg/L) do poco semi-artesiano foi conduzida no Laboratorio de Fertilizantes e
Corretivos da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP/Botucatu.

Os bezerros foram inoculados com 0 BoHV-5 pela via intranasal com instilagdo de 0,5mL
do indculo em cada narina, totalizando uma dose viral de 1072 DICTs, /mL. A estirpe viral utilizada
foi a AA PAR (Souza et al. 2002) isolada do cérebro de um bovino apresentando sinais de encefalite

cedida pelo Laboratério de Virologia Animal do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
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Estadual de Londrina. O titulo viral, expresso em doses infecciosas para cultura de tecidos 50%
(DICTsy) foi obtido segundo Reed € Muench (1938).

Os animais foram examinados diariamente no piquete avaliando-se temperatura retal,
frequéncia cardiaca e respiratoria, motricidade ruminal, presenga de secrecdo nasal e/ou ocular e de
sinais neuroldgicos. As amostras de sangue para realizagdo 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 afericdes do pH ruminal foram realizadas
semanalmente. As amostras do liquido cefalorraquidiano (LCR) dos bezerros foram colhidas nos
dias 10° 17° 24° e 30° pods-inoculagdo (p.i) ou quando os mesmos apresentassem sinais
neurologicos.

As amostras de sangue total foram colhidas por venopuncdo da jugular em tubos contendo
anticoagulante (EDTA) e submetidas a contagem de células em cdmara hematimétrica de Neubauer,
a determinagdo do volume globular pelo método do microhematocrito e a dosagem de hemoglobina
pelo método da cianometahemoglobina, calculando-se posteriormente os indices hematimétricos
(volume globular médio e concentragdo de hemoglobina globular média) (Coles 1984). A contagem
diferencial de leucocitos foi realizada em 100 células em esfregagcos sanguineos corados pelo
pandtico rapido. Para mensurag@o do fibrinogénio utilizou-se a técnica de precipitagdo no tubo de
microhematdcrito a 56°C, enquanto a proteina foi determinada diretamente pela refratometria
(Coles 1984).

Para verificagdo da presenga de anticorpos contra o herpesvirus bovino as amostras de soro
sanguineo obtidas foram conservadas a -20°C e descongeladas unicamente para a realizacdo do
exame de virus neutralizagdo (Ferreira et al. 2005, Dias et al. 2008) realizado no Laboratério de

Virologia Animal do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de Londrina.
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As coletas de LCR foram realizadas segundo procedimento proposto por Mayhew (1989).
Apds sedacdo com 0,20 mg/kg/IV cloridrato de xilazina (Vibaxil 2%, Virbac Saude Animal,
Jurubatuba, SP, Brasil), tricotomia e anti-sepsia com iodopovidona (PVPI) foi realizada pungdo na
cisterna atlanto-occiptal com agulha “spinal” 20G x 3 2" (BD, CAT.408373, Sao Paulo, SP ,
Brasil).

As amostras de LCR foram coletadas em trés tubos de ensaio estéreis sem EDTA. A
amostra do segundo tubo foi congelada a -80°C para a realizacdo da PCR e uma fragdo da terceira
amostra foi analisada no intervalo maximo de 15 min. apds coleta. O nimero de leucdcitos e
hemaécias por microlitro do LCR foi mensurado com o uso da cdmara de Fuchs-Rosenthal. A
contagem diferencial de leucdcitos foi feita em laminas preparadas por citocentrifugagdo
(Citocentrifuga Citologica Microprocessada, 200D, CIENTEC, Piracicaba, SP, Brasil) e coradas
com método Panoético (Instant Prov, NEWPRO, Pinhais, PR, Brasil). As proteinas (Sensiprot,
Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG) e a glicose (Glicose Pap, Labtest Diagndstica, Lagoa Santa,
MG, Brasil) foram dosadas com kits comerciais, empregando o método colorimétrico, cujas leituras
das reagdes foram realizadas em espectrofotometro (Espectrofotometro Digital B 44242, Micronal,

Sao Paulo, SP, Brasil).

A técnica da dosagem de sulfeto de hidrogénio ruminal utilizada foi adaptada de Gould et al.
(1997) com as modificacdes descritas a seguir. Inicialmente foi realizada a tricotomia da fossa
paralombar esquerda e anti-sepsia com iodopovidona (PVPI), sendo que a pun¢ido ruminal foi
realizada no ponto médio da por¢do mais dorsal da fossa paralombar esquerda utilizando-se agulha
do cateter intravenoso 14G sem a canula externa de teflon. Em seguida, foi encaixado ao conector
da agulha um equipo intravenoso com 15 cm de comprimento, cortando e desprezando-se a
extremidade com o gotejador. A ponta cortada do equipo adaptado foi acoplada ao tubo
colorimétrico de dosagem de gés sulfidrico, que ja estava previamente inserido na bomba manual de

vacuo (modelo AP-20S, Sensidyne®, Florida, EUA). As mensuragdes foram realizadas de acordo
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com o manual do fabricante da bomba de vacuo, padronizando em 100 mL de gas para valores entre
25 a 1.000 ppm (modelo 120 SF, Sensidyne®, Florida, EUA) de sulfeto de hidrogénio com tempo
de amostragem de 1,5 minutos. Nos momentos em que ndo ocorreu mudanga na coloragio do tubo,
repetiu-se a dosagem e ndo detectando alteragdo foi estabelecido que o valor aferido estivesse
abaixo do limite inferior de detec¢do do tubo (<25 ppm de H,S ruminal).

As amostras do conteudo ruminal foram obtidas por meio de uma bomba de succdo a vacuo,
acoplada a um recipiente de vidro e a sonda oroesofagica tipo Schambye e Sorensen (Dirksen et al.
1993). Para avaliagdo do pH ruminal (Phtek®, modelo pH100) os primeiros 200 mL foram
desprezados para evitar contaminagdo pela saliva, sendo colhidos aproximadamente 100 mL de
cada animal.

Os bovinos que vieram a 6bito e os animais submetidos a eutanasia foram necropsiados. A
eutanasia foi realizada utilizando cloridrato de xilazina (0,10 mg/Kg por via intravenosa), tiopental
sodico (8 mg/Kg por via intravenosa) e por ultimo cloreto de potéssio.

Amostras de tecido hepatico e renal de todos os animais foram coletadas para dosagem de
chumbo e encaminhadas para o Centro de Assisténcia Toxicoldgica (CEATOX) do Instituto de
Biociéncias da UNESP/Botucatu.

Para o exame histopatologico foram colhidas as seguintes por¢des do sistema nervoso
central (SNC): bulbo olfatdrio, cortex frontal (anterior) na altura do joelho do corpo caloso, cortex
occipital (posterior), cortex parietal (dorso-lateral), nucleos basais, tdlamo, mesencéfalo na altura
dos coliculos rostrais, ponte com pedinculos cerebelares, bulbo na altura do ébex e cerebelo.
Adicionalmente foram examinados em monobloco o ganglio de Gasser (trigémeo), rete mirabile e
hipofise (GRH). As amostras foram fixadas em formol tamponado a 10% para a realizagdo do
exame histopatologico.

Na andlise histopatologica, a intensidade das lesdes foi estabelecida, considerando lesdo

discreta (1) quando menos de 25% do tecido estava afetado, moderado (2) referente a alteragdes de
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25 a 50% e acentuadas (3) indicando comprometimento acima de 50% do tecido avaliado. Os
seguintes aspectos foram computados para a obten¢do da intensidade das lesdes: hemorragia,
congestdo, edema do neurdpilo, infiltrado inflamatorio, meningite, gliose focal, gliose difusa,
neurdnios vermelhos (neur6nios com o citoplasma encolhido e eosinofilico e ntcleo picnotico),
neuronofagia, malacia (necrose do componente neuroectodérmico com manutengdo das estruturas
mesenquimais ¢ infiltrado de macrofagos tumefeitos e com citoplasma espumoso [células Gitter]), e
lesdo residual (estruturas vasculares e células Gitter remanescentes, formando uma estrutura
cavitaria semelhante a um cisto). Cada um dos pardmetros avaliados foi relacionado a se¢do
anatomica examinada, com o objetivo de determinar a localizagdo das lesdes produzidas pela
doenca no SNC. Adicionalmente, foram avaliados qualitativamente o tipo de infiltrado inflamatdrio
e a presenga de corpusculos de inclusdo intranucleares caracteristicos de herpesvirus (Rissi et al.
2006, Sant’Ana et al. 2009a).

Encéfalo e ganglio trigémeo de seis bovinos clinicamente saudaveis foram colhidos em um
frigorifico localizado no municipio de Leng¢6is Paulistas, SP e fixados em formol a 10% para
controle histolégico.

Para a realiza¢@o da técnica da PCR foram utilizados amostras do liquor e fragmentos do
SNC que estavam conservados a - 80°C. Os fragmentos do encéfalo utilizados para detec¢do do
DNA do BoHV-5 foram: bulbo olfatério, cortex frontal, cortex occipital, talamo, ganglio do
trigémeo e nucleos basais.

As extragdes de DNA das amostras de encéfalo e LCR foram realizadas utilizando os
respectivos kits de extracdo, QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN® cat n°. 51304) e QIAamp
MiniElute® Virus (QIAGEN® cat n°. 57704). A técnica da PCR foi realizada segundo Claus et al.
(2005) com algumas modificagdes. Os “primers” utilizados foram BS5 (senso) especifico para
BoHV-5 (5° - CGG ACG AGA CGC CCT TGG-3’ NT 322-339) e primer anti-senso denominado

Bceon (5’- AGT GCA CGT ACA GCG GCT CG-3" NT 519-538), que amplificaram fragmento
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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 Laboratorio de Virologia Animal do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual de
Londrina. Realizou-se a PCR com a enzima GoTaq"” Green Master Mix (Promega, Madison, WI,
USA). A reacdo foi padronizada para um volume final de 50 pl e possuia 0,4 UM de cada
oligonucleotideo iniciador (senso ¢ anti-senso), 5 pl de DNA, 25 pl GoTaq” Green Master Mix, 8%
DMSO (Sigma®) e agua “nuclease-free” q.s.p. O processo de amplificagdo foi realizado em
termociclador (Mastercycler® ep Eppendorf) de acordo com as seguintes condi¢cdes 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 hibridizagdo de 57,8 °C, 1 min a 72°C (extensdo) e um ciclo de extensio
final de 5 min a 72°C. Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, corado com GelRed™ (Biotium, Halward, CA, EUA) e visualizado sob luz ultra-
violeta. Os géis foram documentados no ImageQuant® (GE Healthcare).

Para a avaliacdo das diferencas entre as médias dos resultados obtidos, comparando entre os
dias apds inoculag@o, foram feitos os testes de analise de varidncia (ANOVA) para as amostras que
apresentaram distribuicdo normal (temperatura retal, frequéncia cardiaca e respiratdria, motricidade
ruminal, leucograma, fibrinogénio plasmatico, proteina plasmatica e pH ruminal) e de Kruskal-
Wallis para os dados ndo paramétricos (células nucleadas, neutrofilos, células mononucleares,
linfécitos, macrofagos e glicose do LCR) (Sampaio 1998). Para todos os resultados, foram
consideradas significantes as andlises que apresentaram p< 0,05. Para as avaliacdes estatisticas, foi
utilizado o software estatistico GraphPad InStat versdo 3.0 para Windows (GraphPad Software).

Todos os procedimentos realizados encontram-se de acordo com as normas e principios
éticos de experimentagdo animal, estabelecidos pela Camara de Etica em Experimentacio Animal
da FMVZ/UNESP/Botucatu, sendo o experimento aprovado pela mesma (Protocolo n°117/2006-

CEEA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios e desvios-padrao da temperatura retal, frequéncia cardiaca e respiratdria e
motricidade ruminal aferidos durante periodo de 30 dias nos seis bezerros mesticos apos infecgdo
experimental com o BoHV-5 estdo apresentados no quadro 1 e foram verificadas diferencas
significativas (p<0,05) na avaliagdo da temperatura retal no 9° e 25° dias e da frequéncia respiratdria
no 2° e 13° dias. Exceto a temperatura retal, os demais parametros fisicos avaliados permaneceram
dentro da faixa de normalidade para a espécie bovina (Radostits et al. 2007). Os valores mais
elevados de temperatura retal (40,5°C) foram identificados entre os dias 4 ¢ 7 ¢ 9 e 11 apds
inoculag@o (figura 1). Perez et al. (2002) e Isernhagen (2005) observaram elevagio significativa da
temperatura entre os dias 8 a 12 p.i.. Hiibner et al. (2005) observaram moderada hipertermia no 3° e
4° dias p.i. A elevagdo de temperatura ndo ¢ um achado constante nas inoculagdes experimentais por
BoHV-5 (Meyer et al. 2001, Vogel et al. 2003) e em casos naturais (Perez et al. 2003). Neste estudo
e nas inoculagdes experimentais realizadas por Perez et al. (2002), Hiibner et al. (2005) e
Isernhagem (2007), a elevagdo de temperatura observada ndo foi significativa para ocasionar febre.

Todos os animais apresentaram secrecdo nasal do 2° ao 10° dia, mantendo-se em alguns
animais por varios dias, enquanto que em outros foi intermitente, inclusive em dois bezerros evoluiu
para aspecto mucopurulento. Em um animal observou-se discreta secre¢do ocular no 15° dia p.i. A
secre¢do nasal € um sinal frequentemente relatado em bovinos acometidos naturalmente (Salvador
et al. 1998, Sanches et al. 2000, Colodel et al. 2002, Rissi et al. 2006) ou inoculados
experimentalmente com BoHV-5 (Belknap et al. 1994, Meyer et al. 2001, Perez et al. 2002, Vogel
et al. 2003, Hiibner et al. 2005, Isernhagen 2005). Presenca de secrecdo ocular foi identificada
somente em um bezerro, enquanto Isernhagen (2005) evidenciou em dois, mas em ambos o0s
estudos o volume era pequeno. Na presente pesquisa ndo se notou nos animais sinais como tosse €

comprometimento das vias dreas posteriores. Entretanto, Hiibner et al. (2005) e Isernhagen (2005)
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descreveram que alguns bezerros exibiram tosse seca e esporadica, mas também ndo observaram
comprometimento das vias areas posteriores.

Durante o periodo de observagdo de 30 dias p.i. notou-se um bezerro (bovino 1) com sinais
de encefalopatia (12 p.1.) e outro (bovino 2) foi encontrado morto no piquete pela manha (21 p.i.).
Os demais quatro animais ndo exibiram qualquer alteracdo neuroldgica e foram considerados
assintomaticos. Ashbaugh et al. (1997) inocularam BoHV-5 em dois bezerros de 4 a 6 meses de
idade e ndo observaram sinais neuroldgicos durante os 15 dias de avaliagdo. Cascio et al. (1999) ndo
observaram sinais neuroldgicos em quatro bovinos com idade entre trés a quatro meses, mesmo
realizando administragdo de dexametasona 30 dias p.i. com o BoHV-5. Meyer et al. (2001) ao
compararem a patogenia da infeccdo aguda e latente em bezerros inoculando BoHV-5 em animais
entre 2,5 a 4 meses de idade, conseguiram induzir encefalopatia em sete animais de um grupo de
oito bezerros. Perez et al. (2002) inocularam BoHV-5 em 23 bezerros com 12 meses de idade e
observaram sinais de encefalopatia em apenas dois animais. Apds oito dias da administragcdo de
dexametasona, identificaram outros quatro bezerros com sinais neuroldgicos. Vogel et al (2003)
inocularam o BoHV-5 em 12 animais e somente observaram sinais de encefalopatia em trés
bezerros apos sete dias depois da aplicagdo de dexametasona. Vogel et al. (2004) ndo observaram
sinais neuroldgicos apo6s inoculagio com BoHV-5 em seis bezerros, mesmo realizando
administragdo da dexametasona 60 dias ap6s inoculacdo. Hiibner et al. (2005) observaram sinais de
encefalopatia em trés bezerros com seis meses de idade de um total de seis inoculados. Isernhagen
(2005) inoculou em sete bezerros com idade entre 20 e 58 dias e observou sinais neurologicos em
quatro animais. Os trabalhos experimentais indicam diversidade de resultados quanto ao numero de
animais que apresentaram sinais de encefalopatia, evidenciando a dificuldade de induzir
encefalopatia em todos os bezerros inoculados (Ashbaugh et al. 1997, Cascio et al. 1999, Perez et al.

2002).
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O aparecimento dos sinais de encefalopatia no bezerro 1 foi no 12° p.i. e caracterizados
inicialmente, por disfagia, convulsdes localizadas e pleurdtono. Apds um intervalo de tempo de 6 h,
0 bezerro apresentava ataxia, andar em circulos, andar compulsivo, evoluindo para dectibito com
convulsdes generalizadas e movimentos de pedalagem, sendo submetido a eutanasia in extremis.
Perez et al. (2002) observaram alteracdes neuroldgicas semelhantes também no mesmo periodo
apos inoculagdo, enquanto Meyer et al. (2001) identificaram distirbios encefalicos entre 0 9° e 14°
dias p.i. Hiibner et al. (2005) relataram sinais de encefalopatia semelhantes ao descritos na presente
pesquisa mas no 10 p.i., enquanto Isernhagen (2005) notou inicio dos sinais de encefalopatia entre o
9° e 11° dias p.i. Periodos de inoculagdo semelhantes a esses foram observados em infecgdes
experimentais realizadas por Beltrdo et al. (2002) e Caron et al. (2002) em coelhos. Silva et al.
(1998) inocularam uma estirpe argentina do BoHV-5 em nove ovinos (grupo A) e uma estirpe
brasileira (grupo B) em 12 ovinos. Foram observados sinais neuroldgicos caracterizados por
depressdo, bruxismo, tremores, ptialismo, incoordenagdo, andar em circulos, pleurtono e decubito
em apenas um ovino do grupo A e também apds 10 dias p.i.. Pesquisas em bezerros
experimentalmente infectados com BoHV-5 (Meyer et al. 2001, Perez et al. 2002, Vogel et al . 2003
e Isernhagen 2005) ou em casos naturais da doenca (Salvador et al. 1998, Perez et al. 2003, Riet-
Correa et al. 2006, Lisboa et al. 2009, Aquino Neto et al. 2009, Lunardi et al. 2009) apesar de
relatarem os mesmos sinais de encefalopatias, evidenciaram grande variabilidade da evolugdo dos
sinais clinicos nos bezerros, ocorrendo relatos tanto de quadros superagudos ou de duragdo mais
longa.

Na avaliagdo do eritrograma foram verificadas diferengas significativas (p<0,05) nos valores
de hemoglobina e volume globular entre 0 momento MO com os outros avaliados (quadro 2). Os
valores médios e desvios-padrdo dos resultados do eritrograma dos bezerros estdo dentro do padrédo
de referéncia (Radostits et al. 2007), exceto os resultados do bezerro 3 no momento M1, do animal 4

no M7 e do bezerro 5 no M3 e M7, onde constatou-se discreta anemia normocitica normocromica.
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A anemia ¢ um achado comum em animais que possuem infec¢do viral e o agente infeccioso
raramente ¢ o agente causador direto desta alteragdo, sendo que este tipo de anemia estd
correlacionado com processos inflamatorios com patogenia multifatorial (Jain 1993). Isernhagen
(2005) ndo observou variagOes significativas no eritrograma dos bezerros experimentalmente
inoculados com o BoHV-5. Lisboa et al. (2009) ndo observaram alteracdes significativas no
eritrograma de animais naturalmente infectados com o BoHV-5, exceto aumento do volume
globular em um animal devido hemoconcentragio ocasionada pela disfagia.

Nos resultados dos constituintes dos leucogramas (quadro 3) ndo foram verificadas
diferencas significativas (p<0,05) entre os momentos avaliados e apresentaram valores dentro do
intervalo de normalidade para a espécie (Radostits et al. 2007), exceto o bezerro 6 nos momentos
M3 e M5, onde foi identificado leucocitose com neutrofilia, . Alteragdo semelhante no leucograma
foi relatada por Isernhagen (2005), nos animais sintomdticos e coincidindo com o inicio da
manifestacdo dos sintomas, enquanto nos bezerros assintomaticos nenhuma variac@o foi observada.
Entretanto, no bezerro 1 foi colhida amostra de sangue no dia que apresentou sinais de encefalopatia
(M2) e os resultados dos constituintes do leucograma estavam dentro dos valores normais de acordo
com Radostits et al. (2007). Lisboa et al. (2009) observaram leucocitose com neutrofilia em alguns
animais infectados naturalmente por BoHV-5, mas identificaram pneumonia simultaneamente com
meningoencefalite.

Nos valores médios e desvio padrdo do fibrinogénio e proteinas plasmaticas (quadro 4) dos
bovinos inoculados ndo foram verificadas diferencas significativas (p<0,05) entre os momentos
avaliados e os resultados encontram-se dentro do intervalo de normalidade para a espécie (Radostits
et al. 2007). Isernhagen (2005) observou que todos os bezerros que manifestaram sinais de
encefalopatia exibiram hiperfibrinogemia, enquanto na presente pesquisa o bezerro sintomatico
apresentou valor normal e os assintomaticos, especificamente o bezerro 3 no momento M3 e o

animal 4 no M5, apresentaram valores acima do considerado normal (800 mg/dL).
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Os resultados observados no hemograma da presente pesquisa ndo demonstraram alteragdes
significativas e indicaram que a sua analise ndo ¢ importante como método de diagndstico da
meningoencefalite pelo BoHV-5 (Lisboa et al. 2009). Entretanto, para Mayhew (1989) este exame
ante-mortem pode ser uma ferramenta utill no diagnostico diferencial das encefalopatias,
especialmente nas meningoencefalites bacterianas onde se observa significativa leucocitose e
neutrofilia.

A realizagdo da sedagdo previa dos animais antes da coleta do LCR no espaco atlanto-
occiptal foi indicado, por Holbrook & White (1992) e resultou em uma conteng@o quimica eficaz
para a realiza¢do do procedimento de forma segura. Na coleta do LCR do bezerro 1 no momento
que apresentava sinais de encefalopatia (M2) ndo foi realizado a sedagdo prévia porque esta conduta
poderia agravar o quadro clinico (Scott 2004).

O critério para coleta da primeira amostra do LCR foi estabelecida a partir dos resultados
obtidos por Isernhagen (2005), que realizou coletas seriadas em bezerros inoculados com o0 BoHV-5
com intervalos de 48 h e observou aumento significativo das células nucleadas quando os animais
apresentaram hipertermia entre os dias 8 a 12 p.i. Na presente pesquisa, a temperatura retal dos
bezerros apresentou tendéncia a assumir valores elevados em dois momentos, mas de forma mais
significativa a partir do 8° dia p.i., optando-se pela coleta no décimo dia. As demais amostras foram
colhidas com intervalos de sete dias, pois Cunha et al. (2009b) ao realizarem a segunda coleta 96 h
apds a primeira puncdo observaram alteragdes na celularidade e nas proteinas no LCR indicando
inflamagdo local.

No presente estudo detectaram-se os maiores valores de hemdcias nos seguintes animais:
128 hemécias/uL no bezerro 4 no M1, 1105 hemécias/uL no bezerro 1 no M2 e no bezerro 4,
respectivamente, 84.800 hemdcias/pL e 1.687 hemacias/uL nos momentos M3 e M4. A amostra do

bezerro 4 no momento M3 foi descartada da anélise, pois de acordo com Stokol et al. (2009),
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amostras de LCR com contaminagdo de sangue, acima de 50.000 hemacias/uL, podem interferir na
interpretacdo dos resultados das demais varidveis analisadas.

O quadro 5 apresenta os valores médios e desvios-padrdo da contagem total e diferencial das
células nucleadas, dos teores de glicose (mg/dL) e proteina (mg/dL) do LCR coletadas 10 dias p.i.
(M1), 17 p.i. (M2), 24 dias p.i. (M3) e 30 p.i. (M4) nos bezerros inoculados com o BoHV-5. Na
avaliagdo do LCR foi verificada diferenca significativa (p<0,05) somente nas células nucleadas do
M1 com os demais momentos avaliados. Em todos os bezerros inoculados observou-se na primeira
coleta (M1) que os valores médios permaneceram dentro do intervalo de normalidade (Scott 1995),
enquanto nas demais coletas os resultados indicaram pleocitose. Se considerarmos que a
comprovacdo da presenca de inflamagao no LCR ¢ baseada primariamente na pleocitose (Tvedten
1987), tanto o bezerro que apresentou sinais neurologicos quanto os assintomaticos desenvolveram
encefalite, corroborando com os resultados obtidos por Isernhagen (2005).

Na contagem diferencial das células nucleadas do LCR com pleocitose foi observado
predominio dos linfocitos, seguido por células mononucleares indiferenciadas, indicando achados
tipicamente associados com infecgdo viral (Stokol et al. 2009). Na infec¢do experimental realizada
por Isernhagen (2005), os valores médios da pleocitose foram em média 5 vezes mais altos do que o
valor maximo verificado na presente pesquisa. Varios fatores podem estar associados com essa
inducdo mais severa de encefalite observada por Isernhagen (2005), destacando-se a inoculagdo em

animais mais jovens.

Os resultados da mensuragdo dos niveis de proteinas totais liquéricas foram detectados
acima do normal (valores acima de 40 mg/dL) somente na segunda coleta (quadro 5). Mas, o
bezerro 1 no momento M2, bezerros 2 e 3 no M1 e bezerro 4 no M1 apresentaram valores acima do
normal. Aumento da proteina do LCR indica a ocorréncia de inflamagao, principalmente quando
associada a pleocitose (Freeman & Raskin 2003) como observada nos bezerros 1 no momento M2.

A hiperproteinorraquia acompanhada de pleocitose ndo foi observada em todos os bezerros e
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resultados semelhantes foram relatados por Isernhagen (2005), que sO6 observou
hiperproteinorraquia em um bezerro ao final de seu quadro clinico. Lisboa et al. (2009) observaram
discreto aumento da proteina no LCR de bovinos naturalmente infectados com o BoHV-5. Os teores
de glicose no LCR dos bovinos apresentaram em alguns momentos valores inferiores aos
considerados normais por Stober (1993), mas sem variagao significativa.

As alteragdes identificadas no LCR foram consistentes e significativas, especialmente com
relacdo a celularidade e confirmam ante-mortem a presenca de um processo inflamatdrio encefalico,
corroborando com Isernhagen (2005) e Lisboa et al. (2009) de que a pleocitose com predominio de
células mononucleares foi um achado comum em bezerros sintomaticos e assintomaticos
naturalmente e experimentalmente infectados por BoHV-5.

A soroconversdo foi observada em todos os bezerros desenvolvendo titulos que variaram de
16 a 64. O unico animal que ndo apresentou soroconversdo foi o bezerro 1 que apresentou sinais de
encefalopatia. Notou-se varia¢do individual significativa em relagdo ao titulo alcancado e tempo
necessario para atingi-lo, sendo necessarios 16 dias p.i. para observar valor de titulo mais elevado
(64). Isernhagen (2005) observou valores maximos de titulos semelhantes ao da presente pesquisa,
mas foram necessarios 21 dias p.i. para alcanga-los. Vogel et al. (2003) também observaram valores
maximos de titulo de 64. Considerando que o bezerro sintoméatico apresentou sinais clinicos no 12
p.1. com evolugdo do quadro clinico de 6 h, acredita-se que o tempo ndo tenha sido suficiente para o
animal produzir resposta soroldgica.

A deteccdo do DNA viral por meio da PCR nas amostras do LCR s6 foi possivel na amostra
do bezerro 1 e somente no momento em que 0 mesmo apresentou sinais neuroldgicos (M2).
Isernhagen (2005) também s6 conseguiu confirmar a presenga de DNA viral no liquor de dois
bezerros que desenvolveram quadro de disfungdes encefélicas e em ambos os casos em amostras
coletadas no momento final da evolug¢do da doenga. Estes resultados enfatizam a importancia da

andlise do LCR realizando-se a contagem total e diferencial das células e a concentragio de proteina
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(D’Angelo et al., 2009) associado com a detecgdio do DNA viral pela PCR, tornando-se um exame
complementar util e rapido para confirmagdo, ainda em vida, do diagndstico etioldgico dessa
enfermidade (Isernhagen 2005, Lisboa et al. 2009, Lunardi et al. 2009). Apesar da sensibilidade da
detec¢do do DNA do BoHV-5 pela PCR ndo ser alta, tem sido util como método de diagndstico da
infecgdo natural por BoHV-5 em bovinos (Lunardi et al. 2009).

Os resultados da detec¢@o do DNA viral obtido por meio da técnica da PCR nas diferentes
porgdes do SNC estdo apresentados no quadro 6. Os fragmentos do encéfalo (bulbo olfatorio, cortex
frontal, cortex occipital, tdlamo) e o ganglio do trigémeo foram utilizados para deteccdo do DNA do
BoHV-5 porque foram os locais de maior intensidade de lesdo observados no exame
histopatoldgico do encéfalo de bovinos relatados de sete surtos e um caso isolado de
meningoencefalite por BoHV-5 em bovinos no Rio Grande do Sul entre 2002 e 2004 (Rissi et al.
2006). No bezerro sintomatico o DNA viral foi detectado nas seis por¢des do SNC colhidas (6/6),
no bezerro 2 em quatro (4/6) e nos demais em trés fragmentos do SNC (3/6). A deteccdo de DNA
viral em bezerros assintomaticos também foi evidenciada por Isernhagen (2005). Nos bezerros
inoculados detectaram-se DNA viral no cortex frontal em todos os bezerros (6/6), no talamo,
ganglio do trigémeo e nos nucleos da base em quatro (4/6) e no bulbo olfatdrio e cortex occipital em
dois (2/6). Estes resultados indicam que o BoHV-5 se distribui pelo encéfalo do hospedeiro mesmo
na condi¢do de infecgdo latente (Vogel et al. 2003, Isernhagen 2005). A deteccdo do DNA viral nos
ganglios do trigémeo também foi relatado por Ashbaugh et al. (1997) e Isernhagen (2005).

Na presente pesquisa e em relatos de infec¢do experimental (Meyer et al 2001, Isernhagen
2005) e natural (Colodel et al. 2002, Rissi et al. 2006) ndo foram identificadas lesdes macroscopicas
no encéfalo. No entanto, frequentemente sdo observados varios graus de lesdes inflamatdrias e
degenerativas no encéfalo de bovinos experimentalmente (Ashbaugh et al. 1997, Perez et al. 2002,
Vogel et al. 2003, Isernhagen 2005) e naturalmente (Salvador et al. 1998, Colodel et al. 2002, Elias

et al. 2004, Riet-Correa et al. 2006, Rissi et al. 2006) infectados com o BoHV-5.
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O quadro 7 apresenta numero de bezerros com lesdo em cada area associado com a
distribui¢do e valores médios com os desvios-padrdo da intensidade das lesdes histologicas das
diferentes por¢des do SNC e no ganglio do trigémeo apos infec¢do experimental com o BoHV-5.
Ao exame histopatoldgico, no cortex frontal (figura 2) do encéfalo do bovino utilizado como
controle histoldgico foi identificado neurénios com nucleos grandes, vesiculosos, nucléolo evidente
e citoplasma levemente basofilico. Ao comparar o cortex frontal do bezerro 1 (figura 3) com a
mesma regido do controle histoldgico, as principais alteragdes observadas foram caracterizadas por
neurdénios com nucleos picnodticos e citoplasma acidofilico encolhido e edema de neurdpilo
caracterizando quadro de necrose cerebrocortical e, consequentemente, polioencefalomalacia
(Gould 1998, 2000, Perez et al. 2003, Riet-Correa et al. 2006).

O BoHV-5 ¢ considerado a forma infecciosa da PEM (Riet-Correa et al. 2006, Rissi et al.
2006, 2007) e histologicamente as lesdes indicam reago inflamatdria caracterizada pela presenca de
infiltrado inflamatério mononuclear difuso, ausente no talamo do bezerro utilizado como controle
histoldgico (figura 4) e evidente na mesma por¢do anatdmica no bezerro 1 (figura 5) associado a
edema e degeneracdo axonal. A presenca de manguitos perivasculares compostos por células
mononucleares foi identificada no cértex frontal do bezerro 3 (figura 6) e nos nuicleos da base
(figura 7) do bezerro 4. No entanto, se sabe que esses achados, quando isolados, podem ser
interpretados como incidentais, pois focos discretos de infiltrado mononuclear perivascular podem
ser observados em 30% dos encéfalos de bovinos normais (Rissi et al. 2007). Outras alteragdes
identificadas, principalmente no tdlamo do bezerro 2, foram 4reas de hemorragia perivascular
(figura 8) e malacia focal com presenca de inumeras células Gitter e hemorragia (figura 9). O
bezerro com sinais de encefalopatias apresentou intensidade das lesdes no SNC mais acentuadas do
que os bezerros assintomaticos corroborando com Isernhagen (2005).

Os achados histologicos relatados no quadro 7 indicam meningoencefalite ndo supurativa

necrosante ¢ foram compativeis com as descrigdes de infecgdes experimentais (Belknap et al. 1994,
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Meyer et al. 2001, Perez et al. 2002, Vogel et al 2003, Hiibner et al 2005, Isernhagen 2005) e
naturais (Salvador et al. 1998, Colodel et al. 2002, Elias et al. 2004, Riet et al. 2006, Rissi et al.
2006, Aquino Neto et al. 2009, Lunardi et al. 2009) por BoHV-5.

Na presente pesquisa a localizagao e intensidade das lesdes no encéfalo dos bovinos foi mais
acentuada no cértex frontal e parietal do telencéfalo (figura 10). Resultados semelhantes foram
descritos em bovinos naturalmente (Salvador et al. 1998, Colodel et al. 2002, Elias et al. 2004, Rissi
et al. 2006) e experimentalmente (Perez et al. 2002) afetados pelo BoHV-5. Diferengas na
localizagdo e severidade das lesdes também foram relatadas por Isernhagen (2005). Além do cortex
frontal e parietal do telencéfalo, lesdes significativas também foram identificadas no tdlamo
corroborando com Perez et al. (2002) e Rissi et al. (2008).

O ganglio do trigémeo ¢ uma importante rota do BoHV-5 para acessar o SNC dos bovinos
(Perez et al. 2002). A maioria dos relatos de surtos espontaneos de meningoencefalite por BoHV-5
ndo mencionam achados histopatoldgicos no ganglio do nervo trigémeo (GT) (Riet-Correa et al.
1989, Salvador et al. 1998, Colodel et al. 2002, Elias et al. 2004, Rissi et al. 2006). Entretanto,
alguns experimentos realizados com bovinos relatam a ocorréncia de discreta ganglioneurite
envolvendo o ganglio do trigémeo e o nervo trigémeo (Meyer et al. 2001, Perez et al. 2002,
Isernhagen 2005). Na presente pesquisa ndo se observou qualquer tipo de alteragdo histopatologica
nos ganglios do trigémeo e no cerebelo.

A auséncia de lesdes no ganglio do trigémeo associado com maior intensidade das
alteracdes no encéfalo dos bovinos nas por¢des rostrais do telencéfalo fornecem fortes evidéncias de
que a via olfatdria foi a principal rota de invasdo do virus no SNC e ndo pelos pares de nervos
cranianos. Caracteristicas semelhantes quanto a localizac@o das lesdes foram descritas por Rissi et
al. (2006) permitindo concluir que a via olfatoria havia sido a rota de invasdo do virus no SNC dos

bovinos acometidos por surtos espontdneos de BoHV-5.
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As inclusdes intranucleares eosinofilicas em astrocitos e neuroénios ndo foram identificadas
na presente pesquisa e também ndo foram observados nos estudos experimentais desenvolvidos por
Perez et al. (2002) e Isernhagen (2005). Em casos naturais da doenga, as inclusdes intranucleares
eosinofilicas em astrocitos € neurdnios foram descritas em todos os casos (d'Offay et al . 1995, Elias
et al. 2004, Riet-Correa et al. 2006, Lunardi et al. 2009), na maioria dos casos (Salvador et al. 1998),
ocasionalmente (Rissi et al. 2006, 2008) ou ndo foram encontradas (Aquino Neto et al. 2009).
Apesar de Summers et al. (1995) descreverem que a presenga de corpusculos de inclusdo ¢ mais
frequente em materiais bem conservados, na presente pesquisa o material coletado foi fixado
imediatamente ¢ mesmo assim ndo foi observado a presenca de inclusdes intranucleares
eosinofilicas. Isto pode influenciar resultados referentes as amostras de materiais colhidos de
bovinos em surtos, em que os encéfalos sdo enviados refrigerados por veterinarios de campo e
demoraram algum tempo até serem fixados em formol. Por esta razdo consideram pouco confidvel a
presenca ou ndo de corpusculos de inclusdo intranucleares para confirmag¢@o ou eliminagdo do
diagndstico de meningoencefalite pelo BoHV-5 (Rissi et al. 2006). Para Beltrao et al. (2000) e
Caron et al. (2002) a presenga de corpusculos de inclus@o e de ledes de malacia esta correlacionada
com a neuroviruléncia entre as amostras de BoHV-5.

A relag@o entre casos de meningoencefalite por BoHV-5 ocasionando PEM ¢ descrita em
varias regides do Brasil (Riet-Correa et al. 2006, Rissi et al. 2007) e evidéncias experimentais
sugerem que agentes etioldgicos como enxofre € o amprélio possam reativar infecgdes latentes por
BoHV-5 em bovinos (David et al. 2007). Desta forma, ¢ importante realizar diagnostico diferencial
entre as causas da PEM, por meio de métodos complementares, tais como, determinacdo da
concentragdo do enxofre na dieta, dosagem de gas sulfidrico ruminal e estabelecimento da
concentracdo do chumbo nos fragmentos de tecido hepatico e renal.

Para célculo do consumo de enxofre pelos bovinos verificou-se que a ingestdo do capim foi

de 2,5% do peso vivo representando a ingestio de 0,13% de enxofre na matéria seca. Para o célculo
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da ingestdo de enxofre na agua foi estimado que um bovino de 120 Kg mantido em temperatura
ambiente de 28°C deve ingerir aproximadamente 20 litros de agua por dia (Gould, 2000),
totalizando o consumo de 220 mg de enxofre por dia (0,022% de enxoftre). A ingestdo de enxofre
total (capim e agua) foi de 0,15% na matéria seca, valor este dentro do nivel recomendado por
Klasing et al. (2005).

Os valores estabelecidos das concentragdes de sulfeto de hidrogénio ruminal ao longo do
periodo de observagdo de 30 dias p.i. nos bovinos inoculados (quadro 8) ndo foram acima de 100
ppm, indicando que os animais estavam consumindo enxofre em quantidades adequadas (Gould
2000). Cunha et al. (2009¢) ao avaliaram a concentragdo de sulfeto de hidrogénio ruminal em
bovinos Nelore saudaveis mantidos em pasto de Brachiaria decumbens com 0,15% de enxofre na
matéria seca apresentaram concentragdo maxima de 100 ppm de gas sulfidrico ruminal. Gould et al.
(1997), Loneragan et al (1998) e Niles et al (2002) utilizaram metodologia semelhante de dosagem
de H,S ruminal em bovinos confinados e consideraram como valores normais concentracdes
inferiores a 500 ppm.

No presente trabalho, na avaliagdo do pH ruminal (quadro 9) ndo foram verificadas
diferengas significativas (p<0,05) entre os momentos avaliados e estdo de acordo com os valores
fisiologicos para dietas com alto contetido de fibra, variando entre 6,5 a 7,5 (Campos et al. 20006).
Uma microbiota ruminal ativa e um pH proximo da neutralidade garantem um processo digestivo
dindmico e a geragdo de 4cidos graxos e sintese de proteina microbiana adequada (Van Soest 1994).

As concentracdes de chumbo nas amostras de tecido hepatico e renal nos bezerros
inoculados estdo apresentadas no quadro 10 e encontram-se abaixo dos niveis considerados tdxicos
por Lemos & Riet-Correa (2007).

Para Elias et al. (2004) e Riet-Correa et al. (2006), a identificagdo de lesdes profundas,
caracterizadas por areas de malacia no tdlamo, nucleos da base e coliculos rostral e caudal, pode

sugerir que a encefalite ocasionada pelo BoHV-5 seja secunddria a lesdes prévias de PEM por
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enxofre ou amprolio. Em um trabalho experimental foi demonstrado que animais que tinham sido
inoculados anteriormente com BoHV-5 desenvolviam meningoencefalite apds a indugdo de
polioencefalomalacia mediante a administracdo de amprolio ou sulfato de sddio (David et al. 2007).
Entretanto, na presente pesquisa areas de malacia de intensidade moderada foram identificadas no
talamo de dois bezerros e o consumo de enxofre e a produgdo de sulfeto de hidrogénio ruminal
estavam dentro dos niveis considerados normais por Gould (2000). Isto enfatiza a importancia do
estabelecimento na rotina de métodos complementares para estabelecer o diagnostico diferencial das
encefalopatias dos bovinos e também melhor compreensao da etiopatogenia da PEM no Brasil.

As andlises do LCR associadas com as descrigdes histopatologicas dos bezerros que néo
desenvolveram clinica confirmaram a ocorréncia de processo inflamatorio no encéfalo desses
animais, de forma ndo progressiva e assintomatica, podendo a forma latente da infeccdo ter se
estabelecido em seguida a fase inicial (Isernhagen 2005). Possivelmente a estirpe viral utilizada na
presente pesquisa pode ter tido elevada neuroinvasividade e pouca neuroviruléncia, favorecendo
ocorréncia da forma latente da infec¢@o. Descrigdes semelhantes foram relatadas por Isernhagen
(2005) ao analisar o LCR e o histopatologico das lesdes do encéfalo dos bezerros assintomaticos.
Ashbaugh et al. (1997), Cascio et al. (1999) e Perez et al. (2002) também descreveram lesdes tipicas

de inflamagdo no SNC de bezerros assintomaticos, mas nao avaliaram o LCR.

CONCLUSAO

A infec¢do experimental com BoHV-5 ocasionou polioencefalomalacia nos bezerros,

podendo ser assintomatica.



94

REFERENCIAS

Aquino Neto H.M., Carvalho A.U., Facury Filho E.J., Ferreira P.M., Barbosa-Stancioli E.F., Lobato
Z.1.P., Alvarenga M.R., Serrano A.L., Martins R.A. & Afonso D.A.F. 2009. Meningoencefalite

por Herpesvirus bovino 5 em Minas Gerais: relato de caso clinico. Arq. Bras. Med. Vet. Zootec.

61(1):1-5.

Ashbaugh S.E., Thompson K.E., Belknap E.B., Schultheiss P.C., Chowdhury S. & Collins J.K.
1997. Specific detection of shedding and latency of bovine herpesvirus 1 and 5 using a nested

polymerase chain reaction. J. Vet. Diag. Invest. 9:387-394.

Barros C.S.L., Driemeier D., Dutra 1.S. & Lemos R.A.A. 2006. Doengas do Sistema Nervoso de
Bovinos no Brasil. Agnes, Sao Paulo, p.166-171.

Beltrdo N., Flores E.F., Weiblen R., Silva A.M., Roehe P.M. & Irigoyen L.F. 2000. Infec¢do e
enfermidade neurologica por Herpesvirus bovino 5 (BHV-5): coelhos como modelo

experimental. Pesq. Vet. Bras. 20:144-150.

Belknap E.B., Collins J.K., Ayers V.K., Schultheiss P.C. 1994. Experimental infection of neonatal
calves with neurovirulent Bovine herpesvirus type 1.3. Vet. Pathol. 31:358-365.

Botelho R.G.A. 2000. Desenvolvimento de testes de PCR para BoHV-5 e sua aplicagdo no
diagndstico de casos clinicos. Dissertagdo de Mestrado, Escola de Veterinaria, Universidade

Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG. 45p.

Britsch V. 1978. The modification of the infectious bovine rhinotracheitis virus serum neutralization

test. Acta Vet. Scand. 19:497-505.
Burgess B.A. Polioencephalomalacia. 2008. Large Anim. Vet. 8(8):1-6.

Campos R., Gonzalez F., Coldebella A. & Cardoso F. 2006. Indicadores do ambiente ruminal e suas
relagcdes com a composicdo do leite e células somaticas em diferentes periodos da primeira fase

da lactacdo em vacas de alta produg@o. Ciéncia Rural 36(2):525-530.

Caron L., Flores E.F., Weiblen R., Scherer C.F., Irigoyen L.F., Roehe P.M., Odeon A. & Sur J.H.
2002. Latent infection by bovine herpesvirus type-5 in experimentally infected rabbits: virus

reactivation, shedding and recrudescence of neurological disease. Vet. Microbiol. 84:285-295.

Cascio K.E., Belknap E.B., Schultheiss P.C., Ames A.D. & Collins J.K. 1999. Encephalitis induced
by bovine herpesvirus 5 and protection by prior vaccination or infection with bovine herpesvirus

1. J. Vet. Diagn. Invest. 11:134-139.



95

Cebra CK. & Cebra M.L. 2004. Altered mentation caused by polioencephalomalacia,
hypernatremia, and lead poisoning. Vet. Clin. North Am. Food Anim. Pract. 20(2):287-302.

Claus M.P., Alfieri A.F. & Alfieri A.A. 2002. Herpesvirus Bovino tipo 5 e Meningoencefalite
herpética bovina. Semina 23(1):31-141.

Claus M.P., Alfieri A.F., Folgueras-Flatschart A.V., Wosiacki S.R., Medici K.C. & Alfieri A.A.
2005. Rapid detection and differentiation of bovine herpesvirus 1 and 5 glycoprotein C gene in
clinical specimens by multiplex-PCR. J. Virol. Meth. 128:183-188.

Claus M.P., Alfieri A.F., Médici K.C., Lunardi M. & Alfieri A.A. 2007. Bovine herpesvirus 5
detection by virus isolation in cell culture and Multiplex-PCR in central nervous system from

cattle with neurological disease in Brazilian herds. Braz. J. Microbiol 38:485-490.
Coles E.H. 1984. Patologia Clinica Veterinaria. 3 ed. Manole, Sao Paulo. 566p.

Colodel E.M., Nakazato L., Weiblen R., Mello R.M., Silva RR.P., Souza M.A., Filho J. A.O. &
Caron L. 2002. Meningoencefalite necrosante em bovinos causada por herpesvirus bovino no

estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. Ciéncia Rural 32:293-298.

Christian R.G. & Tryphonas L. 1971. Lead poisoning in cattle: Brain lesions and hematologic
changes. Am. J. Vet. Res. 32:203-216.

Cunha P.H.J., Delfiol D.J.Z., Cagnini Q.D., Badial P.R., Oliveira Filho J.P., Olivo G., Amorim
RM. & Borges A.S. 2009a. Identificagdo molecular do herpesvirus bovino tipo 5 em um
bovino confinado associado com diagndstico diferencial Laboratorial de outras causas de
polioencefalomalacia. Anais do 8° Congresso Brasileiro de Buiatria. Belo Horizonte, BH. Cién.
Anim. Bras. (Supl. 1) 93-98.

Cunha P.H.J., Badial P.R., Oliveira Filho J.P., Passarelli D., Takahira R.K., Lisbéa J.A.N. & Borges
A.S. 2009b. Comparagao dos parametros citologicos e bioquimicos do liquido cefalorraquidiano

coletado em dois diferentes momentos de bovinos sadios. Ciéncia Rural (submetido).

Cunha P.H.J., Badial P.R., Oliveira Filho J.P., Cagnini Q.D., Marinheiro M.F., Gorino A.C. &
Borges A.S. 2009c. Avaliagdo da concentracdo do sulfeto de hidrogénio ruminal utilizando
tubos colorimétricos em bovinos criados extensivamente. Anais do 8° Congresso Brasileiro de
Buiatria. Belo Horizonte, BH. Cién. Anim. Bras. (Supl. 1) 83-87.

David N., Hiibner S.O., Riet-Correa F., Danisa H. & Lemos R.A. 2007. Reactivation of latent
bovine herpesvirus type 5 in cattle with polioencephalomalacia induced by ammonium sulphate.

Pesq. Vet. Bras. 27(10): 435-441.



96

Del Médico Zajac M.P., Ladelfa M.F., Kotsias F., Muylkens B., Thiry J., Thiry E. & Romera S.A.
2009. Biology of bovine herpesvirus 5. Vet. J. doi:10.1016/j.tvj1.2009.03.035. (in press).

De Paula R.R., Souza M.A., Colodel E.M., Hiibner S.O., Brum K.B., Jorge K.B.C. & Damasceno
A.D. 2005. Meningoencefalite causada pelo BHV-5 em um bovino no Estado de Goias. Arq.
Bras. Med. Vet. Zoot. 57 (Supl.1):2.

Dewhurst R. J., Kim E. J., Evans R. T., Cabrita A.R. J. & Fonseca A. J. M. 2007. Effects of dietary
sulphur sources on concentrations of hydrogen sulphide in the rumen head-space gas of dairy

cows. Animal 1(4): 531-535.

Dias J.A., Alfieri A., Médici K. C., Freitas J. C., Neto J. S. F. & Miiller E. E. 2008. Fatores de risco
associados a infeccdo pelo herpesvirus bovino 1 em rebanhos bovinos da regido Oeste do

Estado do Parana. Pesq. Vet. Bras. 28:161-168.

Dirksen G., Grunder H.D. & Stober M. 1993. Exame clinico dos bovinos. 3 ed. Guanabara Koogan,
Rio de Janeiro. 419p.

d'Offay J.M., Ely R.W., Baldwin C.A., Whitenack D.L., Stair E.L. & Collins J.K. 1995. Diagnosis
of encephalitic bovine herpesvirus type 5 (BHV-5) infection in cattle: virus isolation and

immunohistochemical detection of antigen in formalin-fixed bovine brain tissues. J. Vet. Diag.

Invest. 7:247-251.

Elias F., Schild A.L. & Riet-Correa F. 2004. Meningoencefalite e encefalomalacia por herpesvirus
bovino-5: distribuicdo das lesdes no sistema nervoso central de bovinos naturalmente

infectados. Pesq. Vet. Bras. 24:123-131.

Engels M. & Ackermann M. 1996. Pathogenesis of ruminant herpesvirus infections. Vet. Microbiol.

53:3-15.

Ferreira M.C., Médici K.C., Alfier1 A.F. & Alfieri A.A. 2005. Desenvolvimento e avaliagdo de um
ensaio imunoenzimatico para o diagnostico sorologico da infec¢do pelo herpesvirus bovino.

Semina 26:363-372.

Freeman K.P. & Raskin R.E. 2003. Citologia do sistema nervoso central, p.275-308. In: Raskin,
R.E. & Meyer, D.J. (Eds), Atlas de Citologia de Caes e Gatos. Roca, Sao Paulo.

Gongalves R.C., Viana L., Sequeira J.L., Bandarra E.P., Chiacchio S.B. & Kuchembuck M.R.G.
2001. Aspectos clinicos, anatomopatoldgicos e epidemiologicos da polioencefalomaldcia em

bovinos, na regido de Botucatu, SP. Vet. Not. 7(2): 54-57.



97

Gooneratne S.R., Olkowski A.A., Klemmer R.G., Kessler G.A. & Christensen D. A. 1989. High
sulfur related thiamine deficiency in cattle: a field study. Can. Vet. J. 30(2):139-146.

Gould D.H., Cummings B.A., Hamar D.W. 1997. In vivo indicators of pathologic ruminal sulfide

production in steers with diet-induced polioencephalomalacia. J. Vet. Diag. Invest. 9(1):72-76
Gould D.H. 1998. Polioencephalomalacia. J.Anim. Sci. 76(1): 309-314.

Gould D.H. 2000. Update on sulphur-related polioencephalomalacia. Vet. Clin. North Am. Food
Anim. Pract. 16(3):481-496.

Gould D.H., Mcallister M.M., Savage J.C. & Hamar D.W. 1991. High sulfide concentrations in
rumen fluid associated with nutritionally induced polioencephalomalacia in calves. Am. J. Vet.

Res. 52(7):1164-11609.

Gomes L.I.,, Rocha M.A., Costa E.A., Lobato Z.I.P., Mendes L.C.N., Borges A.S., Leite R.C. &
Barbosa-Stancioli E.F. 2002. Detec¢do de herpesvirus bovino 5 (BoHV-5) em bovinos do
sudeste brasileiro. Arq. Bras. Med. Vet. Zootec. 54:217-220.

Gunn M.F., Baird J.D. & Wilkie J.S.N. 1987. Accidental sulfur poisoning in a group of Holstein
heifers. Can. Vet. J. 28(4):188-192.

Hamlen H., Clark E. & Janzen E. 1993. Polioencephalomalacia in cattle consuming water with

elevated sodium sulfate levels: A herd investigation. Can. Vet. J. 34(3): 153-158.

Haydock D. 2003. Sulfur-induced polioencephalomalacia in a herd of rotation cattle. Can. Vet. J.
44(10):828-829.

Holbrook T.C. & White S.L. 1992. Ancillary test for assessment of the nervous system. In: Wilson,
JH. (Ed), The Veterinary Clinics of North America Food Animal Practice: Physical
examination. Vol.8. W.B. Saunders Company, Philadelphia. 433p.

Hiibner S.O., Oliveira A.P., Franco A.C., Esteves P.A., Silva A.D., Spilki F.R., Rijsewijk F.A.M. &
Roehe P.M. 2005. Experimental infection of calves with a gl, gE, US9 negative bovine
herpesvirus type 5. Comp. Immunol. Microbiol. Infect. Dis. 28:187-196.

Isernhagen A.J. 2005. Meningoencefalite herpética em bezerros: evolugdo clinica e diagndstico.
Dissertacdo de Mestrado em Ciéncia Animal, Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
PR, 79p.

Jain N.C. 1993. Essentials of veterinary hematology. Lea & Febiger, Philadelphia. 417p.



98

Jeffrey M., Duff J.P., Higgins R.J., Simpson V.R., Jackman R., Jones T.O., Mechie S.C. & Liversey
C.T. 1994. Polioencephalomalacia associated with the ingestion of ammonium sulphate by

sheep and cattle.Vet. Rec. 134(14):343-348.

Jensen R., Griner L.A. & Adams O.R. 1956. Polioencephalomalacia of cattle and sheep. J. Am. Vet.
Med. Assoc. 129:311-321.

Johnston L.A.Y., Simmons G.C. & McGavin M.D. 1962. Viral meningoencephalitis in calves.
Austr. Vet. J. 38:207-215.

Klasing K.C., Goff J.P., Greger J.L. & King J.C. 2005. Mineral tolerance of animals. 2nd rev.edn.
The Nacional Academics Press, Washington DC, p.372-385.

Kul O., Karahan S., Basalan M. & Kabakcl N. 2006. Polioencephalomalacia in cattle: a
consequence of prolonged feeding barley malt sprouts. J. Vet. Med. A. 53(3):123-128.

Lemos R.A.A., Driemeier D., Guimaraes E.B., Dutra L.S., Mori A.E. & Barros C.S.L. 2004. Lead
poisoning in cattle grazing pasture contaminated by industrial waste. Vet. Hum. Toxicol.

46(6):326-328.

Lemos R.A.A. & Riet-Correa F. 2007. Polioencefalomalacia, p.658-670. In: Riet-Correa F., Schild
A.L., Lemos R.A.A. & Borges J.R.J. (Eds), Doengas de Ruminantes e Eqiiideos. Vol.2. 3* ed.
Pallotti, Santa Maria.

Lisbda J.A.N, Isernhagen A.J., Borges A.S., Amorim R.M., Balarin M.R.S., Lunardi M. & Alfieri
A.A. 2009. Hematological and Cerebrospinal Fluid Changes in Cattle Naturally and
Experimentally Infected with the Bovine Herpesvirus 5. Braz. Arch. Biol. Technol. 52:69-76.

Loneragan G.H., Gould D.H., Callan R.J., Sigurdson C.J. & Hamar D.W. 1998. Association of
excess sulfur intake and an increase in hydrogen sulfide concentrations in the ruminal gas cap of
recently weaned beef calves with polioencephalomalacia. J. Am. Vet. Med. Assoc. 213:1599-
1604.

Loneragan G.H., Wagner J.J., Gould D.H., Garry F.B. & Thoren M.A. 2001. Effects of water
sulfate concentrations on performance, water intake, and carcass characteristics of feedlot steers.

J. Anim. Sci. 79(12):2941-2948.

Loneragan G.H., Gould D.H., Wagner J., Garry F. & Thoren M. 2005. The magnitude and patterns
of ruminal hydrogen sulfide production, blood thiamine concentration, and mean pulmonary
arterial pressure in feedlot steers consuming water of different sulfate concentrations. The

Bovine Practitioner 39(1):16-22.



99

Lunardi M., Claus M.P., Lisboa J.A.N., Amude A.M., Headley S.A., Alfieri A.F. & Alfieri A.A.
2009. Neurological and epidemiological aspects of a BoHV-5 meningoencephalitis outbreak.

Braz. Arch. Biol. Technol. 52:77-85.

Mcallister M.M., Gould D.H. & Raisbeck M.F. 1997. Evaluation of ruminal sulfide concentrations
and seasonal outbreaks of polioencephalomalacia in beef cattle in a feedlot. J. Am. Vet. Med.

Assoc. 211(10):1275-1279.

McKenzie R.A., Carmichael A.M., Schibrowski M.L., Duigan S.A., Gibson J.A. & Taylor J.D.
Sulfur-associated polioencephalomalacia in cattle grazing plants in the family Brassicaceae.

Austr. Vet. J. 87(1,2):27-32.

Mayhew 1.G. Large animal neurology: a handbook for veterinary clinics.1989. Lea & Febiger,
London. 379p.

Mendes L.C.N., Borges A.S., Peird J.R., Feitosa F.L.F. & Anhesini C.R. 2007. Estudo retrospectivo
de 19 casos de polioencefalomalacia, em bovinos, responsivos ao tratamento com tiamina. Arq.

Bras. Med. Vet. Zootec. 59(1):239-241.

Meyer G., Lemaire M., Ros C., Belak K., Gabriel A., Cassart D., Coignoul F., Belak S. & Thiry E.
2001. Comparative pathogenesis of acute and latent infections of calves with bovine herpesvirus

types 1 and 5. Arch. Virol. 146:633-652.

Moro L., Nogueira R.H.G., Carvalho A.U. & Marques D.C. 1994. Relato de trés casos de
polioencefalomalacia em bovinos. Arq. Bras. Med. Vet. Zootec. 46(4):409-416.

Nakazato L., Lemos R.A.A. & Riet-Correa F. 2000. Polioencefalomalacia em bovinos nos estados

de Mato Grosso do Sul e Sao Paulo. Pesq. Vet. Bras. 20(3):119-125.

Niles G.A., Morgan S.E. & Edwards W.C. 2000. Sulfur-induced polioencephalomalacia in stocker
calves. Vet. Human Toxicol. 42(5):290- 291.

Niles G.A., Morgan S., Edwards W.C. & Lalman D. 2002. Effects of dietary sulfur concentrations
on the incidence and pathology of polioencephalomalacia in weaned beef calves. Vet. Human

Toxicol. 44(2):70-72.

Osweiler G.D., Carr T.F., Sanderson T.P., Carson T.L. & Kinker J.A. 1995. Water deprivation-

sodium ion toxicosis in cattle. J. Vet. Diagn. Invest. 7: 583-585.



100

Perez S.E., Bretschneider G., Leunda M.R., Osorio E.A., Flores E.F. & Odeon A.C. 2002. Primary
infection, latency, and reactivation of bovine herpesvirus type 5 in bovine nervous system. Vet.

Path. 39:437-444.

Perez S.E., Vagnozzi A., Sur J.H., Odriozola E., Campero C.M. & Odeon A.C. 2003. Retrospective
analysis of cases with a diagnosis of cerebrocortical necrosis and its relation with type 5 bovine

herpesvirus. Rev. Arg. Microbiol. 35:69-73.

Pritchard D. & Eggleston G.W. 1978. Nardoo fern and polioencephalomalacia. Austr. Vet. J.
54(4):204-205.

Radostits O.M., Gay C.C., Hinchcliff K.W. et al. (Eds). 2007. Veterinary medicine: A textbook of
the diseases of cattle, horses, sheep, pigs, and goats. 10* ed. W.B. Saunders, Philadelphia. p.724-
725.

Riet-Correa F., Vidor T., Schild A.L. & Méndez M.C. 1989. Meningoencefalite e necrose do cortex

cerebral em bovinos por herpesvirus bovino-1. Pesq. Vet. Bras. 9:13-16.

Raisbeck M. F. 1982. Is polioencephalomalacia associated with high-sulfate diets? J. Am. Vet. Med.
Assoc. 180(11):1303-1305.

Reed R.H. & Muench H. 1938. A single method of estimating fifty percent end points. Am. J. Hyg.
27:493-497.

Riet-Correa G., Duarte M.D., Barbosa J.D., Oliveira C.M.C., Cerqueira V.D., Brito M.F. & Riet-
Correa F. 2006. Meningoencefalite e polioencefalomalacia causada por Herpesvirus bovino-5

no Estado do Para. Pesq. Vet. Bras. 26:44-46.

Rissi D.R., Oliveira F.N., Rech R.R., Pierezan F., Lemos R.A.A. & Barros C.S.L. 2006.
Epidemiologia, sinais clinicos e distribuicdo das lesdes encefalicas em bovinos afetados por

meningoencefalite por herpesvirus bovino-5. Pesq. Vet. Bras. 26:123-132.

Rissi D.R., Rech R.R., Flores E.F., Kommers G.D. & Barros C.S.L. 2007. Meningoencefalite por
meningoencefalite por herpesvirus bovino-5. Pesq. Vet. Bras. 27:251-260.

Rissi D.R., Pierezan F., Silva M.S., Flores E.F. & Barros C.S.L. 2008. Neurological disease in cattle
in southern Brazil associated with Bovine herpesvirus infection. J. Vet. Diagn. Invest. 20:346-

349.

Sager R.L., Hamar D.W. & Gould D.H. 1990. Clinical and biochemical alterations in calves with
nutritionally induced polioencephalomalacia. Am. J. Vet. Res. 51(12):1969-1974.



101

Salvador S.W.C., Lemos R.A.A., Riet-Correa F., Roehe P.M. & Osério A.L.AR. 1998.
Meningoencefalite em bovinos causada por herpesvirus bovino-5 no Mato Grosso do Sul e S@o

Paulo. Pesq. Vet. Bras. 18:76-83.

Sampaio .B.M. 1998. Estatistica Aplicada a Experimentagio Animal. UFMG, Belo Horizonte.
21p.

Sanches A.W.D., Langohr .M., Stigger A.L. & Barros C.S.L. 2000. Doengas do sistema nervoso
central em bovinos no Sul do Brasil. Pesq. Vet. Bras. 20:113-118.

Sant'ana F.J.F., Rissi D.R., Lucena R.B., Lemos R.AA, Nogueira A.P.A. & Barros C.S.L. 2009a.
Polioencefalomalacia em bovinos: epidemiologia, sinais clinicos e distribui¢do das lesdes no

encéfalo. Pesq Vet. Bras. 297(7):487-497.

Sant'ana F.J.F., Lemos R.AA, Nogueira A.P.A., Togni M., Tessele B. & Barros C.S.L. 2009b.

Polioencefalomalacia em ruminantes. Pesq. Vet. Bras. 29(9):681-694.

Santos M.N., Jardim Filho J.O. & Grando F.A. 1983. Polioencefalomalacia em bovinos no Rio
Grande do Sul. Pesq. Vet. Bras. 3:37-39.

Scott P.R. 1995. The collection and analysis of cerebrospinal fluid: an aid to diagnosis in ruminant

neurological diseases. British Vet. J. 151:603-614.

Scott P.R. 2004. Diagnostic techniques and clinicpathologic findings in ruminant neurological

disease. Vet. Clin. North Am. Food Anim. Pract. 20:215-230.

Silva A.M., Weiblen R., Irigoyen L.F., Roehe P.M., Sur H.J., Osério F.A. & Flores E.F. 1998.
Experimental infection of sheep with bovine herpesvirus typt-5: acute and latent infection. Vet.

Microbiol. 66:89-99.

Silva M.S., Brum M.C.S., Weiblen R. & Flores E.F. 2007. Identificagdo e diferenciagdo de
herpesvirus bovino tipos 1 e 5 isolados de amostras clinicas no Centro-sul do Brasil, Argentina e

Uruguai (1987-2006). Pesq. Vet. Bras. 27:403-408.

Souza V.F., Melo S.V., Esteves P.A., Schmidt C.S., Gongalves D.A., Schaefer R., Silva T.C.,
Almeida R.S., Vicentini F., Franco A.C., Oliveira E.A., Spilki F.R., Weiblen R., Flores E.F.,
Lemos R.A., Alfieri A.A., Pituco EM. & Roehe P.M. 2002. Caracterizagdo de herpesvirus
bovinos tipos 1 (BHV-1) e 5 (BHV-5) com anticorpos monoclonais. Pesq. Vet. Bras. 22:13-18.

Stevens J.G. 1994. Overview of herpesvirus latency. Sem. Virol. 5:191-196.



102

Stober M. 1993. Sistema nervoso central. In: Rosemberg, G. (Ed), Exame Clinico dos Bovinos.

Guanabara Koogan, Rio de Janeiro. 421p.

Stokol T., Divers T.J., Arrigan J.W. & McDonough S.P. 2009. Cerebrospinal fluid findings in cattle
with central nervous system disorders: a retrospective study of 102 cases (1990-2008). Vet.
Clin. Pat. 38(1):103-112.

Summers B.A., Cummings J. & De Lahunta A. 1995. Veterinary Neuropathology. Mosby, St.
Louis. 527p.

Traverso S.D., Colodel E.M., Loretti A.P., Seitz A.L., Correa A.M., Krauspenhar C. & Driemeier
D. 2001. Polioencefalomalacia em bovinos leiteiros no Rio Grande do Sul suplementados com

enxofre. 10° ENAPAVE, Pirassununga, SP, p.72. (Resumo).

Traverso S.D., Loretti A.P., Donini M.A. & Driemeier D. 2004. Lead poisoning in cattle in southern
Brazil. Arq. Bras. Med. Vet. Zootec. 56(3):418-421.

Trueman K.F. & Clague D.C. 1978. Sodium chloride poisoning in cattle.Aust. Vet. J. 54(2):89-91.

Tvedten H.W. 1987. Clinical pathology of bovine neurologic disease, p.24-44. In: Baker, J. D. (Ed),
Bovine Neurological Diseases. The Veterinary Clinics of North America: Food Animal

Practice. Vol.3. W.B. Saunders, Philadelphia.
Van Soest P.J. 1994. Nutritional ecology of the ruminant. Cornell University Press, Cornell. 485p.

Vogel F.SF., Caron L., Flores E.F., Weiblen R., Winkelmann E.R., Mayer S.V. & Bastos R.G.
2003. Distribution of bovine herpesvirus type 5 DNA in the central nervous system of latently,
experimentally infected calves. J. Clin. Microbiol. 41:4512-4520.

Vogel F.S.F., Lima M., Flores E.F., Weiblen R., Winkelmann E.R., Mayer S.V., Mazzutti K.C. &
Arenhart S. 2004. Replicagdo e excregdo viral durante a infeccio aguda e apos a reativagdo da
laténcia induzida por dexametasona em bezerros inoculados com os herpesvirus bovinos tipo 1

(BHV-1) e 5 (BHV-5). Ciéncia Rural 34:1619-1621.

Weiblen R., Barros C.S.L., Canabarro T.F. & Flores E.F. 1989. Bovine meningoencephalitis from
IBR virus. Vet. Rec. 124:666-667.



103

Quadro 1. Valores médios e desvios-padrdo (X = o) da temperatura retal (°C), frequéncia cardiaca

(batimentos/min) e respiratoria (movimentos/min) e motricidade ruminal (movimentos/cinco min)

aferidos durante periodo de 30 dias nos seis bezerros mestigos apos infec¢do experimental com o

herpesvirus bovino 5 (BoHV-5).

Dias Temperatura
retal
1 38,750,792
2 39,4+0,49a
3 38,75+0,81a
4 39,65+0,63a
5 39,81+0,29a
6 39,78+0,36a
7 39,96+0,36a
8 38,85+1,0a
9 40,06+0,36b
10 39,73+0,47a
11 39,51+0,46a
12 39,46+1,02a
13 39,18+0,34a
14 39+1,25a
15 39,4+0,60a
16 39,56+0,21a
17 39,34+0,27a
18 39,26+0,43a
19 39,16+0,57a
20 39,42+0,54a
21 39,42+0,88a
22 39,44+0,74a
23 39,35+0,64a
24 39,62+0,53a
25 38,52+0,75b
26 39,05+0,23a
27 38,25+1,36a
28 38,72+0,85a
29 38,87+1,0a
30 38,7240,43a

Frequéncia

Cardiaca

73,83+11,10a

81,66£10,30a
63,16£12,37a
70,66£12,37a
6348.4%a
69,33+7,86a
74+12,58a
78+13,56a
79+12,58a
73,83+10,24a
71,666,052
69,246,052
76,2+13,8%
71,4+10,28a
60,8+7,15a
72,2411,32a
65,6+3,57a
72,848,67a
72.6+517a
66,8+17,06a
69,2+5,93a
58,75+6,39
69,25420,15a
70,25+12,28a
62,25+10,78a
71,75+14,61a
68+13,56a
64+6,97a
67,514,242
61,5+10,08a

Frequéncia
respiratoria

33,66+7,42a
43,33420,60b
21,5+4,08a
25,1644,30a
25,66+3,93a
28,83+7,96a
234+4,69b
26,33+4,63a
29,5+10,27a
28,5+8,66a
25,3346,65a
33,8+12,49a
23,8+5,84b
27,243,34a
22,4+3,84b
27+8,48a
41,2+11,96a
29,6+12,44a
27.249,54a
31,245,93a
2945,38a
28,2542, 87a
28,75+10,17a
31,25+8,77a
27,2543,59a
25,754+5,31a
22.5+5a
25,5+3a
31,5+8,69a
2725+427a

Motricidade

ruminal

8,5+0,83a

8,33+1,03a
7,5+0,83a
8+0,89a
7,66+0,51a
8,33+0,81a
8,33+1,03a
7,66+0,81a
8,16+0,75a
7,66+0,81a
8+0,89a
7,6+0,54a
8,2+1,09a
8,6+0,89a
8,2+0,44a
8,2+0,44a
7,8+0,83a
8+0,70a
8+0,54a
8,4+0,54a
8,4+0,54a
8+0,81a
8,25+0,97a
8+0,81a
8+l4la
94+0,81a
8,254+0,95a
8,25+0,5a
7,75+0,5a
7,75+0,95a

Letras minusculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os momentos avaliados.



104

Quadro 2. Valores médios e desvios-padrdo ( X = ) do eritrograma avaliados antes da inoculagido (MO)
e no 5° dia p.i. (M1), 9° dia p.i. (M2), 14° dia p.i. (M3), 19° dia p.i (M4), 21° dia p.i (M5), 26° dia p.i

(M6) e 30° dia p.i (M7) dos bezerros mesti¢os ap0s infec¢@o experimental com o herpesvirus bovino 5

(BoHV-5).
Momentos Hemaécias Hemoglobina Volume VGM CHGM
(x106/mm3) (g/DI) globular (FI) (%)
(%)

MO 6,76+0,55a 10,38+0,70a 31,33+3,50a 46,52+5,53a 33,32+2,5a
M1 5,76+0,57a 8,25+0,53b 25,33+2,42b 44,01+2,3a 32,64+1,13a
M2 5,86+0,52a 8,71+0,69b 26+1,78b 44,394+2,01a 33,55+2,05a
M3 5,68+0,64a 8,81+1,07b 26,334+2,94b 46,39+3,13a 33,46+1,19a
M4 6,0+0,67a 9,04+0,86b 25,8+2,04b 43,09+1,82a 35,00+0,65a
M5 5,94+1,07a 9,57+1,21b 27,75+3,30b 47,20+5,77a 34,51+1,57a
M6 6,17+1,17a 10,1+1,28b 29+3,74b 47.43+4,05a 33,3242.5a
M7 6,30+1,20a 9,65+1,61b 29,2544,11b 46,52+5,53a  32,64+1,13a

Letras minusculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os momentos avaliados.
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Quadro 3. Valores médios e desvios-padrdo ( X + ) do leucograma avaliados antes da inoculagdo (MO)

e no 5° dia p.i. (M1), 9° dia p.i. (M2), 14° dia p.i. (M3), 19° dia p.i (M4), 21° dia p.i (M5), 26° dia p.i

(M6) e 30° dia p.i (M7) dos bezerros mestigos ap0s infec¢@o experimental com o herpesvirus bovino 5

(BoHV-5).
Momentos Leucdcitos Segmentados Linfécitos Eosindfilos Mondcitos
(x10*/mm®) (x10*/mm®) x10¥mm*)  (x10¥mm%)  (x10¥mm?)

MO 8,1£2,03a 1,89+0,44a 5,94+1,72a 0,25+0,18 0,08+0,02
M1 8,4+2.05a 2,144+0,99a 6,12+1,45a 0,15+0,11 0,09
M2 6,98+1,83a 1,65+1,20a 5,28+0,89a 0,06 0,09
M3 8,05+2,82a 2,56+1,87a 5,43+1,01a 0,08+0,003 0,053+0,01
M4 6,66+1,40a 1,67+0,50a 4,86x1,21a 0,22+0,006 0,15
M5 8,25+3,48a 2,5+1,98a 5,47+1,38a 0,29+0,02 0,14
M6 6,3+1,14a 1,31+0,53a 4,88+0,64a 0,13+0,05 0
M7 5,52+0,84a 1,17+£0,27a 4,39+0,88a 0,05+0,009 0,05

Letras mintsculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa (p<0,05) entre os momentos avaliados.



106

"SOPEI[EAR SOJUSWIOWT SO 1S (G()‘0>d) BANEOTTUSIS BSUSISFIP WIEDIPUT SEUN[OD SBU SAJUSIJIP SE[NOSHUTUT ST

eZE0FC90 BO0 [FOSY LN
©5'9F94'9 200 [FOSY A
eTE0FC90 e8Y 161F0SS SN
©5°9F9H'9 ey 17 1F00% YN
eZE0FC90 ©9L‘60TF00S EN
©S9F9H9 B6T€91F99°99% N
eTE0FS90 BO0Y IN
©S°9F9H'9 B8 C81F99°91 € 0N
(1p/b) eonrewse|d euiaoad (Jp/bw) o21eWwse|d olugboulaqi4 SOJUBWIOIN

‘(s-AHOg) § ouraoq sniasadioy o

woo [ejuatLIddxe ogdooyur sode sodnsaur so110z3q sop (LIN) I'd e1p (0¢ 2 (9IN) Td e1p (9T “(SIN) T B1p 1T “(FIN) T e1p 61 “(EIN) Td BIp o1 “(TIN) Td BIp o6

‘(1TIN) Tdep .6 oua (ON) ordenoour ep sajue soperjeae eonewseld eurojord o oonpwsed oru3ouriqy op (O F X ) 0BIPed-SOIASIP 9 SOIPIW SAIO[EA ‘H 0Ipen()



107

"SOPEI[eAE SOJUSLIOW SO 91Ud (G()‘(>d) BAROIUTIS BSUSIOJIP WEDIPUI SBYUI| SEU SAJUISJIP SB[NOSQUIL SB1o |

eTHLFSSIE BESYPFIL ET BLI'ETFC T BEY'CIFEE

BO'GFSLTE ©LTYFSTYE ep'8FI9pE BECFEC'LT

eQL TIFST1 eI TIFCI epC6FS I L WES A

eYp TIFSTTL eI EIFEC TS ©16°8F99°L9 BI10TIF09

eSE6FSL Y] eI 4F9901 2O'SFEE 61 206 CIFII YT

€LTFC I IV 1F€

Q0Z6IFSSI qQzLbF99°11 QIS YIFS0E ep9TFINC
4 EN 2N TIN

SOJUSWON

((1p/Bwi) sreyoy seulsyold
(p/6w) 8500119
(9) sobejoaoeN
(%) SOMOJUIT
(9%) SaaesONUOUOW SBINIBD
(%) So1lJo1INAN
(7Mi/seInie9) sepesjonu sened

soJjeLueled

"(S-AHOg) § outaoq

snurAsadioy 0 wod [euawddxd 0gdoour sode sodnsaw s0110z3q Sop (FIA) 1d serp 0¢ 9 (§IN) Td sep 7 “(TIN) ‘Td sep LT “(TIN) 1d se1p (o] SOpe1d[od oueIpmbeliofejoo

opmbry op (Tp/8w) eurajoid o (Tp/3wr) ISOIMS SP $AI0) SOP ‘SEPBI[ONU SB[ SEP [RIOUIIP J [810) WdFeIU0D Bp (O F X ) OBIPRd-SOIASIP 9 SOIPYUW SAIO[BA G OIpen)



108

sepIy|od

seasowe ap oN / [edIA

9/¢ 9/¢ 9/¢ 9/¢ 1% 9/9 VNQ Wod seajsowre sp oN
9/v + + + + aseq SoaJoNN
li% + + + + 0awigbia o1jbues
9/v + + + + owrefe
9/C + + [endi020 Xa110D
9/9 + + + + + + [elu0J) Xa110D
9/C + + o1103e}jo oging
sope|naoul $0448z8g 8P oN
/[BIIAYNQ W0 S0AU8Z80 8P N 9 0J4dZeg GOJAI9zdg ¢ 0JIdzog £0449Z9g ¢ O0J9zag T 04Jdzeg DNS 0p oedJaod

(6-AHOE) S 0uIA0q SNIIASYAIY O W) [eIuAWLIdAX 085Ul sode SOSIISAW SOLIZAq

SI9S SOP 03WRSLY Op O13UBS 0P 3 (DNS) [BHUID OSOAIIU BUIISIS OP $30510d SUAIIP W YD J B[od 0pe1ddsap [ena YN 2p edudsaid ep sopejnsay 9 oxpend)



109

"0[9qeI90 ‘7D “Jassen) ol3uen) ‘DO ‘oqng ‘Ng uod ‘Od O[JPOUsIW ‘HIA ‘Owee) VI, ‘Steseq soa[onu ‘gN Tendioso xe100 ‘00 ‘elered xou00 ‘gD eo Xauod ‘) $Xqo op BI[e U 0qInNq ‘O s
"Sepemuaoe Sa0deINE (£) SeprIopowl SA03eINE (7) SeIRIdSIP saodeme (1)
soodeIoe op erougsne () -Suruaw ‘NJA ‘sarenoseatsad sopnSuew ‘A JIA e1Sejouonau ‘N e1Senoway ‘qH ‘0g)so3uod ‘0D SOY[OULIdA SOTUQINAU ‘A N ‘BUOPS ‘7 “eSnJIp 3S013 ‘(D) 890 9013 ‘D) 4

0 0 0 0 0 0 0 GoProl F0F1°0)1 (0°0+88°0) 9 0 NIN
0 0 (€9°0F1) S #0911 9 (SL'OPTD S #S0FS0) 9 F0F 1 D9 F0FI'D9 680F0)9  (SL'0F€8 D9 ) AdN
0 0 FoProl 0 0  (Is'0Fec0) T #0101 (H0FE-0) S (1S°0799°0) ¥ (€9°0FD S (#S0FS0) € AN
0 0 0 0 0 (86°0F€8°0)€ 0 0 (08°0FEE0)T (18°0FEC01 0 RSJiT)
0 0 0  (soFec0 ¢ #0F91°0) 1 F0F91°0) 1 0 (€8°0¥5°0) C (€8°0F5°0) T FoF1'01  (IS0FEE0) T dH
0 0 (soFrec0e (FS0FS°0) € (#S0FS0) € FSOF0) T (S°075°0) € (€9°0F1) S €9°0F) S  (SL'0PI'DS (07 0FE80) S 0D
0 0 (e807s0)c  (B60FIIDY (1g‘oF9'0 e (I80FEETD S (Is‘or9'0) ¥ (I80F9'1) 9 (68°0F0) 9 #0109 (86°0F91°D S AN
0 0 0 F0F91°0) 1 (1s‘oreco) T (TETFTD € (60 17D + (IF€€D S (SL'0F€8'T) 9 (€070 9  (I8°0FEET) 9 ad
0 0 (IS0799°0) ¥ (#0¥€8°0) § (€9°0FD § #0710 9 F0F1°D 9 (17991 § (SoFee’ D9 (SLOFE' D9 (0F'0FER0) S an
0 0 (s0r90+ (+'0¥€8°0) S (€9°0%1) S (€90FS' Dy (SL0F880) Y  (HS'0FS0) € OUIHI'DY  OI'F8DS  (SL0FE80) ¥ ED)
4D Do nd 0Od an VL aN 0D dD 40 0d
#1SBATY £0BSYT

‘(6-AHOg) S ourA0q snrAsadIoy 0 wod [eIudwLIRdXd 0dogur sode 0dwRSLy op o13ue3 ou d HNS Op $0310d SNUAIJIP Sep SedI30[0ISIY

SOQS9[ Sep IpepIsuAuI ep OrIped-SOIASIP SO WOD SOIPIUI SOIO[BA O OBIINQLUSIP B TWOD OPBIOOSSE BOIE EPERD WO OBSI[ WOD SOLIdZIq op olowny °/ oIpeni)



110

oct SC¢> 6 0¢ bIN
oy 0¢ ¢ 4 SN
$T&> &> &> s> > 2N
oy s> 133 s> s> s> IN
s> 0¢ 001 s> s> s> ON
9 S 14 € 14 1
soJuszeg SOJUSWIOIA|

(S-AHOg) § ourroq snjasadioy o wood [ejudtLIadxa ogdodjur sode () I'd e1p .87 “(€IN) Td BIp 1T (TIAN)

Tdep 41 (1N) Tdep L oud (O]N) 0BSe[NOOUl Bp SIUB SOPBI[BAL SOSIISIW SOLIdZ3q SIdS sop (wudd) [eurwunt orug301pIy 3p 03NS Op SAIO[BA °§ oIpen()



111

*SOpEI[EAE SOJUSWOW SO 1D (G(‘0>d) BANEOTIUSIS BSUSISJIP WIEDIPUT SLUUI| SBU SOJUISJIP SE[NOSNUIL SENo ]

B8 0FES L BSO0FIS L BCT0FOE'L By 0FIE L eS0TV L Jeuruunt Hd
YN EN TN TN 0N

(G-AHOE) S ourr0q snaasadiay o wod [eyuawLdxa oedodjur sode (4IA) 1'd e1p 87 (SIN)

Tdep 17 (TN Trdep 1 (1N) 1Td ep ., ou d (O]N) OBIL[NOOUL BP SAJUB SOPRI[BAR SOSSIW SOLI0ZI( SIdS Sop [eurtunt Hd op saIo[eA °g oIpend)



112

00> S0°0> 500> 110 €10 110 (8/3M) reuay
50°0> 880°0 600 140 1€°0 LT°0 (8/31) oonedoy
9 S b € z I

S0JJ9Z3g opI1da L

‘(6-AHOE) S ou1A0q SnIIASadIoY O Wod [eIuAWLIdAX 085Ul sOde SOSIISAW SOLIIZA] SIS SOP SEPIY[0d

(8/31) 1eua1 o (3/31) ooneday op1od) op soJuSWISEY SOU BPBZI[BAI OQUINYD 9P WAFeSOP BP SIBNPIAIPUL SAIO[BA (] oIpend)



113

‘(6-AHOg) S ourtA0q SnIASAISY 0 wod [eIudWLIIdXd 080JuI sSode SOSSAW SO1IZI( SIS SOU

serp (¢ op opouod djueInp dpIe} B JuUOUIELIBIP SepLdje (D,) [e10l eimerdduo) ep oedeLeA ep SOIPW SAIO[BA | BINSI]

ogde[nooul sode seiq

0f 62 8Z Lz 92 SZ ¥z €2 ¢z Tz OZ 6T 8T /T 9T GT ¥T €T 2T TT OT 6 8 L 9 § ¥ € ¢ 1T
L Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il Il wm
Ge'se
z5'8e
g'ge
2L'8e
1'ge G/'8E g GL'8E
Gg'se
/8'8€E -
. 6¢€ m
S0 6€ o
D
3
g
3
‘ 8
GE6E ._w_mmu m
-g6E 3
29'6€ co'6e
8/'6€
18'6€
96'6€ " ov

- g'ov



114



115



116

"0[9qRI ‘gD ‘0w
op or3uen) ‘DO ‘oqung ‘Ng ‘Auod ‘O O[eJOUISAW “HIA ‘OWeR) VL, Sreseq sod[onu ‘gN ‘[endrodso xo1100
‘00 ‘[eeued x91100 ‘gD eIuoI X109 ) fX9q0 op rime 'u oqnq ‘Og (S-AHOH) § ouwaoq snirasadioy
0 wod [eudWLRdXd 0rdooJul sode SOdSOW SOLIZAQ SIS SOP O[BJROUd Ou (IFurudw ‘sare[ndseALrad
soyn3uew ‘er3ejouoINouU  ‘BISBLIOWAY  ‘OBISASUOD ‘SOU[OULIOA SOIUQINdU  ‘o[idomou op BwPd ‘BSWYIP
95013 ‘Ted0J 9s01[3) sed130[0edo)sIy SAQIeId)E Se SEPO} P BWOS BP dPEPISUdUL 3 0BSINQLYSI(] "] eI

oedezieson

d0 09

ng od = vl an 02 4o 49 o8
-0
0 0
Lz
1E'E
Ly
16y 18
z5' g
189
8
'
Lot
16'0T
z1

apepisuaiu|

LE'0T

18'€T vt



117

CONCLUSOES GERAIS



118

CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos a partir dos dois experimentos realizados nos permitiu
concluir que a ingestdo de uma dieta com 0,52% de enxofre na matéria seca e a
inoculagdo com BoHV-5 causaram PEM nos bezerros.

Os dois protocolos experimentais acarretaram distirbios neuroldgicos em apenas
um animal de cada modelo analisado, ndo sendo possivel diferenciar estes dois agentes
causadores da PEM apenas pelos sinais de encefalopatias observados. Isto enfatiza a
importancia da utilizacdo de exames auxiliares para o estabelecimento do diagndstico
diferencial, tais como, a dosagem de sulfeto de hidrogénio ruminal utilizando tubos
colorimétricos nos animais que ingeriram dieta com alto teor de enxofre e a analise do
LCR nos animais com encefalite ocasionada pelo BoHV-5. Além disso, notou-se que a
técnica da PCR foi eficaz para detec¢do do DNA viral do BoHV-5 no LCR do bezerro no
momento que apresentou sinais neuroldgicos.

Os principais achados histopatoldgicos identificados nos bezerros que ingeriram
ragdo com alto teor de enxofre associado com dieta rica em carboidrato de alta
fermentacgéo e baixa quantidade de fibra efetiva foram necrose neuronal cortical e lesdes
hemorragicas nos nucleos basais, talamo, mesencéfalo, ponte e bulbo.

Na inducdo de PEM em bezerros pela inoculagéo experimental com o BoHV-5, as
alteracBes histopatoldgicas caracterizadas por necrose cerebrocortical, encefalite e
meningite ndo supurativa, variaram em intensidade e foram mais acentuadas no cdrtex

frontal e parietal.
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Tabela 17. Valores individuais da temperatura retal (°C) aferidos durante periodo de 30 dias nos seis

bezerros mesticos apds infeccdo experimental com herpesvirus bovino 5 (BoHV-5).

Bezerros inoculados

Dias 1 2 3 4 5 6
0 38,9 38,6 38,6 38,8 38,9 39,0
1 37,6 39,1 39,1 38,9 38,9 39,4
2 38,9 38,8 39,9 40 39,5 39,3
3 38,1 40,1 38,3 38,5 38,1 39,4
4 39,3 40,3 39,1 39,4 39,2 40,6
5 39,6 39,8 39,4 40,1 40,2 39,8
6 39,4 39,2 39,6 40,2 40,3 40
6 40,3 39,8 40 39,9 40,4 39,4
7 38 39,9 37,5 38,7 39 40
8 40,5 40 39,6 40,5 39,8 40
9 39,7 39 39,5 40,2 40,3 39,7
10 38,7 39,9 39,4 39,9 39,4 39,8
11 37,6 37,7 40 39,6 39,7 40,3
12 38,9 39,1 39,7 39 39,3 38,8
13 36,8 39,7 39,2 39,4 39,9
14 40 39,5 39,7 39,4 38,4
15 39,5 39,9 39,6 39,3 39,5
16 38,9 39,3 39,5 39,4 39,6
17 38,5 39,3 39,5 39,6 39,4
18 38,2 39,1 39,4 39,7 39,4
19 38,6 39,5 39,6 40,1 39,3
20 39,1 39,8 40 39,8 38,1
21 38,8 39,6 39,9 39,8 38,3
22 39,7 39,8 39,5 38,4
23 39 40,3 39,7 39,5
24 38,8 38,5 39,3 37,5
25 39,2 39,1 39,2 38,7
26 37,5 37,6 37,6 40,3
27 37,5 39,2 38,8 39,4
28 38,8 39,4 37,5 39,8
29 38,5 39,3 38,8 38,3

30 391 38,9 38,9 39,4




Tabela 18. Valores individuais da frequéncia cardiaca (batimentos/min) aferidos durante periodo de 30 dias

nos seis bezerros mesticos apods infeccdo experimental com herpesvirus bovino 5 (BoHV-5).

Bezerros inoculados

Dias 1 2 3 4 5 6
0 60 78 66 90 80 76
1 58 80 76 90 76 73
2 84 96 54 60 68 76
3 75 68 68 64 58 64
4 68 88 60 72 82 54
5 58 76 60 72 64 78
6 64 76 60 88 80 64
6 76 72 52 84 60 88
7 88 76 81 91 80 88
8 70 64 72 84 72 96
9 63 64 88 74 72 88
10 88 52 72 61 64 64
11 58 76 96 80 72 65
12 84 59 60 72 68 78
13 69 60 68 88 68
14 52 80 76 56 68
15 84 64 68 64 57
16 68 60 72 68 60
17 76 74 77 84 72
18 64 52 82 12 76
19 52 64 72 88 60
20 76 64 64 72 62
21 80 96 72 51 56
22 56 80 49 60
23 48 72 81 64
24 52 72 69 60
25 60 72 87 76
26 58 69 88 52
27 54 71 71 58
28 50 73 86 59
29 66 90 66 57

30 76 90 76 73




Tabela 19. Valores individuais da frequéncia respiratoria (movimentos/min) aferidos durante periodo de 30

dias nos seis bezerros mesticos apos infeccdo experimental com herpesvirus bovino 5 (BoHV-5).

Bezerros inoculados

Dias 1 2 3 4 5 6
0 30 32 40 44 28 36
1 26 28 56 80 29 30
2 32 33 18 20 25 26
3 24 16 22 20 32 25
4 28 24 28 21 24 31
5 22 28 24 21 44 28
6 28 28 22 20 20 20
6 24 32 18 28 28 30
7 30 24 23 18 32 28
8 28 48 24 19 40 28
9 22 38 20 20 32 32
10 30 18 28 32 44 17
11 26 48 32 20 20 28
12 32 19 28 24 28 32
13 24 22 24 20 28
14 18 28 18 28 21
15 40 44 30 48 28
16 56 32 18 48 18
17 32 40 32 28 16
18 20 32 24 32 28
19 40 36 33 24 28
20 24 28 32 25 28
21 28 44 24 23 24
22 24 44 29 28
23 24 28 25 32
24 32 28 23 20
25 28 16 24 22
26 28 24 22 28
27 30 28 44 24
28 28 30 21 30
29 40 44 28 36

30 56 80 29 30




Tabela 20. Valores individuais da motricidade ruminal (movimentos/cinco min) aferidos durante periodo

de 30 dias nos seis bezerros mesticos apos infecgdo experimental com herpesvirus bovino 5 (BoHV-5).

Bezerros inoculados
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Trabalho enviado para a Revista Ciéncia Rural

Avaliacéo da concentracéo do sulfeto de hidrogénio ruminal utilizando tubos

colorimétricos em bovinos Nelore sadios criados extensivamente.

Evaluation of ruminal hydrogen sulfide concentration using a detector tube method in

bovine kept under extensive system

Paulo Henrique Jorge da Cunha', Peres Ramos Badial", José Paes de Oliveira Filho", Didier
Quevedo Cagnini", Livia Fagundes Moares ", Regina Kiomi Takahira", Alexandre Secorun

Borges'

RESUMO

A ingestdo de dietas com alto teor de enxofre pode acarretar producdo de quantidades
excessivas de sulfeto de hidrogénio ruminal (H,S) podendo ocasionar polioencefalomalacia
nos bovinos. O presente trabalho objetivou estabelecer a concentracdo do sulfeto de
hidrogénio ruminal utilizando tubos colorimétricos em bovinos Nelore sadios criados em
pasto de Brachiaria decumbens contendo 0,15% de enxofre na matéria seca. Quatro bovinos
foram submetidos a exames fisicos (temperatura retal, frequéncia cardiaca e respiratoria e
motricidade ruminal) e laboratoriais (hemograma, fibrinogénio plasmatico, proteinas totais,
pH do fluido ruminal, prova de redugéo do azul de metileno e concentragéo de sulfeto de

hidrogénio ruminal), com intervalos de 96 horas, durante um periodo de 40 dias. Os

' Departamento de Medicina Veterinaria, Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goias, Campus
Samambaia (Campus Il), Caixa postal 131, Goidnia, GO. CEP: 74001-970. *Autor para correspondéncia:
phcunhavet@yahoo.com.br.

"' Departamento de Clinica Veterinaria, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP - Campus de
Botucatu, Distrito de Rubido Janior s/n, Botucatu, SP 18618-000, Brasil.
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resultados indicaram que os bovinos permaneceram saudaveis durante o periodo experimental
e que as dosagens de sulfeto de hidrogénio ruminal foram inferiores a 100 ppm. A técnica
utilizando tubos colorimétricos para dosagem de sulfeto de hidrogénio ruminal foi de féacil
execucdo a campo e de baixo risco a saude dos animais. Bovinos Nelore mantidos em pasto
de Brachiaria decumbens com 0,15% de enxofre na matéria seca apresentam concentracao
maxima de 100 ppm de gés sulfidrico ruminal.

Palavras-chave: sulfeto de hidrogénio ruminal, bovino, Brachiaria decumbens.

ABSTRACT

Ingestion of diets with high sulfur content can produce excessive ruminal hydrogen
sulfide (H,S), which can cause bovine polioencephalomalacia. The aim of this work was to
establish the concentration of ruminal hydrogen sulfide using a detector tube method in health
Nelore bovine kept in Brachiaria decumbens pasture (0.15% S dry matter). Four animals
were clinically evaluated (retal temperature, cardiac and respiratory rate and ruminal
motricity) and laboratorial (hematology, plasma fibrinogen, total protein, ruminal fluid pH,
reduction under methylene blue and ruminal hydrogen sulfide concentration) with 96 hour of
intervals, during 40 days of experimental period. Clinical and laboratorial results indicated
that animals remained healthy during the experimental period and ruminal sulfide hydrogen
values were inferior to 100 ppm. According to the results, it was concluded that the technique
was simple, efficient and minimally invasive for estimating ruminal hydrogen sulfide under
field conditions and healthy Nelore bovine kept in Brachiaria decumbens pasture with sulfur

content of 0.15% of dry matter presented maximum concentrations of 100 ppm of H,S.

Key words: ruminal sulfide hydrogen, bovine, Brachiaria decumbens.
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INTRODUCAO

O sulfeto de hidrogénio (gas sulfidrico) é um produto normal do metabolismo da
microbiota ruminal. Porém, quando os bovinos consomem dietas com alto teor de enxofre
ocorre producdo excessiva deste gas (H.S) no rdmen podendo ocasionar a
polioencefalomalacia (PEM). A PEM e uma encefalopatia degenerativa dos ruminantes,
sendo o termo utilizado para descrever a alteracdo morfoldgica caracterizada por
amolecimento (malacia) da substancia cinzenta (polio) do encéfalo (GOULD, 2000).

Pesquisas indicam que a PEM ndo apresenta uma etiologia Unica, pois varios fatores
tém sido associados a sua ocorréncia, tais como, alteragdes no metabolismo da tiamina,
intoxicacdo por chumbo, privacdo hidrica e/ou intoxicacdo por cloreto de sodio, ingestdo
excessiva de enxofre (GOULD, 2000), infeccdo pelo herpesvirus bovino tipo 5 e intoxicagéo
por Phalaris spp. (BARROS et al., 2006).

A ingestdo de altos teores de enxofre é a causa mais comum de PEM nos Estados
Unidos da Ameérica (EUA) (GOULD, 2000). Contudo, no Brasil, com exce¢do de um relato
de PEM no Rio Grande do Sul (TRAVERSO et al., 2001), as demais descri¢des em diversos
Estados brasileiros (MS, SP, RS, MG, GO, MT, PE, PA), ndo estabeleceram a participacdo do
enxofre na etiologia desta encefalopatia em bovinos a pasto (LIMA et al., 2005).

A forma mais adequada de diagnosticar a PEM causada por alto teor de enxofre é a
determinacdo desse mineral na dieta, pasto e agua, bem como a determinacdo da concentracao
do gas sulfidrico ruminal. Todas estas informacGes associadas aos achados do exame post-
mortem sustentam um diagnostico definitivo desta enfermidade (GOULD, 2000).

A determinacdo dos valores de H,S ruminal utilizando tubos colorimétricos foi
descrita por GOULD et al (1997) e NILES et al. (2002) nos EUA e por CUNHA et al. (2009)

no Brasil, mas apenas em bovinos Bos taurus mantidos confinados.
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Os casos de PEM descritos em bovinos criados extensivamente no Brasil ndo tiveram
os valores de H,S ruminal aferidos e ndo foram encontrados na literatura nacional compilada
valores de referéncia para este composto em animais criados extensivamente. Isto justifica a
importancia deste trabalho, pois, a bovinocultura brasileira de corte € baseada na criacéo
extensiva sustentada pelas forrageiras, sobretudo a Brachiaria decumbens, além do fato de
que aproximadamente 80% dos bovinos criados extensivamente sdo da raga Nelore.

O objetivo do trabalho foi de avaliar a concentragdo do H,S ruminal utilizando tubos
colorimétricos contribuindo para a determinagdo de valores fisiol6gicos deste composto em
bovinos Nelore considerados sadios por exames clinicos e hematol6gicos e mantidos a
campo, fornecendo dados técnicos para que diante de um surto de PEM em bovinos a campo

seja possivel comparar os valores de H,S ruminal com os obtidos na presente pesquisa.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em uma fazenda de gado de corte localizada no municipio
de Paulistania, na regido centro-oeste do Estado de Sdo Paulo, Brasil, entre 0s meses de
janeiro a margo de 2008. Foram avaliados quatro bovinos da raga Nelore com idades variando
entre 15 a 20 meses e com peso vivo médio de 350 Kg, mantidos em piquete com B.
decumbens.

As amostras do capim foram colhidas usando um quadrado de 0,25 m? o qual foi
lancado aleatoriamente 10 vezes em diferentes pontos do piquete. A analise bromatoldgica
(35,85% matéria seca; 8% proteina bruta; 2,47% extrato etéreo; 8,33% minerais; 34,01% fibra
bruta; 48,18% extrato ndo nitrogenado; 60,26% nutrientes digestiveis totais; 72,79% fibra
detergente neutra; 39,11% fibra detergente &cida) da pastagem foi realizada no Laboratorio de

Bromatologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual
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Paulista “Julio de Mesquita Filho” (FMVZ/UNESP/Botucatu). As analises de elementos
minerais (13 g/kg de nitrogénio, 2,9g/kg de fosforo, 18 g/kg de potéssio, 3 g/kg célcio, 1,5
g/kg de magnésio, 1,5 g/kg de enxofre, 6 mg/kg de boro, 10mg/kg de cobre, 108mg/kg de
ferro, 99mg/kg de manganés e 58 mg/kg de zinco) do capim e a dosagem de enxofre da agua
(0,65 mg/L) do poco semi-artesiano foram realizadas, respectivamente, nos Laboratérios de
Nutricdo Mineral de Plantas e de Fertilizantes e Corretivos da Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas da UNESP/Botucatu.

O periodo experimental compreendeu 40 dias, sendo que os exames fisicos, as
colheitas de amostras de sangue, as dosagens de gas sulfidrico ruminal e as afericdes do pH e
PRAM do fluido ruminal foram realizadas sempre as 9:00 horas com intervalos de 96 horas,
totalizando 10 diferentes momentos (M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9 e M10)
avaliados por animal.

Os animais foram retirados do piquete de B. decumbens, localizado ao lado do local de
exame e imediatamente colocados em tronco de contencdo para realizacdo do exame fisico.
Em seguida, foram obtidas amostras de sangue, determinadas as concentra¢fes do gas
sulfidrico ruminal e, por ultimo, colhido o fluido ruminal. Os exames fisicos foram realizados
de acordo com DIRKSEN et al. (1993), sendo avaliadas e registradas a temperatura,
frequéncia cardiaca e respiratoria e motricidade ruminal.

As amostras de sangue total foram colhidas em tubos contendo anticoagulante por
venopuncao da jugular e submetidas a contagem de células em camara hematimétrica de
Neubauer, a determinacao do volume globular pelo método do microhematdcrito e a dosagem
de hemoglobina pelo método da cianometahemoglobina, calculando-se posteriormente 0s
indices hematimétricos (volume globular médio e concentracdo de hemoglobina globular
média) (COLES, 1984). A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada em 100 células em

esfregacos sanguineos corados pelo Pandtico Répido. Para mensuracdo do fibrinogénio
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utilizou-se a técnica de precipitacdo no tubo de microhematocrito a 56°C, enquanto a proteina
total foi determinada diretamente pela refratometria (COLES, 1984).

A técnica utilizada para a determinacao da concentracdo de géas sulfidrico ruminal foi
adaptada de GOULD et al. (1997) com as modificacfes descritas por CUNHA et al (2009).

Inicialmente foi realizada a tricotomia da fossa paralombar esquerda e anti-sepsia com
iodopovidona (PVPI). A puncédo ruminal foi realizada no ponto médio da por¢do mais dorsal
da fossa paralombar esquerda utilizando-se agulha do cateter intravenoso 14G sem a céanula
externa de teflon. Em seguida, foi encaixado ao conector da agulha um equipo intravenoso
com 15 cm de comprimento, cortando e desprezando-se a extremidade com o gotejador. A
ponta cortada do equipo adaptado foi acoplada ao tubo colorimétrico de dosagem de gas
sulfidrico?, que ja estava previamente inserido na bomba manual de vacuo®. As mensuracdes
foram realizadas de acordo com o manual do fabricante da bomba de vacuo, padronizando em
100 mL de gas para valores entre 25 a 1000 ppm de sulfeto de hidrogénio com tempo de
amostragem de 1,5 minutos. Nos momentos em que ndo ocorreu mudanca na coloragdo do
tubo, repetiu-se a dosagem e ndo detectando alteracdo foi estabelecido que o valor aferido
estivesse abaixo do limite inferior de detecgdo do tubo (<25 ppm de H,S ruminal).

O liquido ruminal foi coletado utilizando-se uma sonda acoplada a uma bomba de
vacuo e os primeiros 200 ml foram desprezados com o intuito de minimizar o efeito
alcalinizante da saliva sobre o pH. As analises realizadas no liquido ruminal foram: pH e a
prova de reducdo do azul de metileno (PRAM) segundo protocolo proposto por DIRKSEN et
al. (1993).

Os resultados foram submetidos a analise descritiva, constituida pelo célculo das

médias aritméticas e dos desvios-padrdo (SAMPAIO, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os valores médios e desvios-padrdo da temperatura corporea (38,910,09°C),
frequéncia cardiaca (71,56+4,87 batimentos/minuto) e respiratoria  (27,38+3,16
movimentos/minuto) permaneceram dentro da faixa de normalidade para a espécie bovina
(RADOSTITS et al., 2002) em todos 0os momentos avaliados.

A motricidade ruminal apresentou valores médios que variaram de 3,6 a 8,2
movimentos ruminais em cinco minutos. DIRKSEN et al. (1993) estabeleceu como valores
normais para bovinos Bos taurus de sete a dez movimentos em cinco minutos, ou seja, valores
superiores aos encontrados nos zebuinos avaliados. Entretanto, em nenhum animal foi
identificado sinal clinico sugestivo de doenca do trato digestdrio, ndo sendo observado
alteracGes na postura, no comportamento, na forma abdominal e nos ruidos ruminais a
auscultacdo (RADOSTITS et al., 2002).

Os resultados dos valores médios e desvios-padrdo obtidos dos constituintes dos
eritrogramas dos animais (Tabela 1) permaneceram dentro de um intervalo de normalidade
(AYRES, 1994), exceto para o bovino n°. 1100. Analisando os dados dos eritrogramas desse
animal constatou-se uma discreta anemia normocitica normocrémica nos resultados da
segunda, terceira e quarta colheitas (dados ndo apresentados). Nas colheitas subsequentes ndo
foi verificado qualquer tipo de alteragdo no eritrograma, corroborando com JAIN (1993) de
que este tipo de anemia raramente é severo o suficiente para requerer tratamento.

Os resultados dos valores médios dos constituintes dos leucogramas e as
determinacges dos fibrinogénios e proteinas totais (Tabela 1) dos quatro bovinos encontram-
se todos dentro do intervalo de normalidade para a espécie (RADOSTITS et al., 2002),
indicando que durante o periodo experimental 0s bovinos se mantiveram saudaveis.

Em relacdo ao consumo de enxofre pelos bovinos Nelore, considerou-se que a

ingestdo da forragem foi de 2,5% do peso vivo representando uma ingestdo de 0,15% de
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enxofre na matéria seca. Para o calculo da ingestdo de enxofre na agua foi estimado que um
bovino de 350 Kg mantido em temperatura ambiente de 28°C deve ingerir 37 litros de agua
por dia (GOULD, 2000), totalizando um consumo de 24 mg de enxofre por dia (0,0024% de
enxofre na materia seca), visto que a concentracdo de enxofre obtida na agua foi de 0,65mg/L.
Assim, os bovinos ingeriram um total de 0,1524% de enxofre na matéria seca, estando no
nivel recomendado (0,15%) pelo NRC (2005).

GOULD et al (1997) ao compararam a técnica da dosagem de gas sulfidrico ruminal
utilizando tubos colorimétricos com a cromatografia liquida de alta eficiéncia, néo
observaram diferengas significativas entre o0s resultados obtidos, confirmando que a
metodologia empregada no presente estudo reflete valores confiaveis da concentragdo de H,S
ruminal, sendo desnecessario 0 uso de outras técnicas para este proposito. A dosagem de gas
sulfidrico ruminal, estabelecida por GOULD et al (1997) e adaptada por CUNHA et al (2009)
realizada na presente pesquisa, caracterizou-se como um exame complementar pratico porque
pode ser realizada a campo e fornece de forma imediata uma estimativa da concentragdo do
sulfeto de hidrogénio ruminal.

Outro aspecto importante desta metodologia de dosagem de H,S ruminal com uso de
tubos colorimétricos é a seguranca da técnica visto que mesmo apos terem sido realizadas dez
puncdes ruminais com intervalos de 96 horas em cada animal, ndo foram observadas
alteracdes nos resultados do leucograma e do fibrinogénio plasmatico que indicassem
inflamacdo. Segundo JAIN (1993) o nivel de fibrinogénio plasmatico é o melhor indicador de
doenca inflamatdria nos bovinos, sendo superior a avaliacdo do quadro leucocitario.

Os valores detectados do gas sulfidrico ruminal foram inferiores a 100 ppm (Tabela 2).
N&do foram encontrados na literatura nacional valores de referéncia para este composto em
bovinos Nelore criados extensivamente utilizando metodologia empregada neste estudo.

GOULD et al. (1997) e NILES et al. (2002) utilizaram metodologia semelhante de dosagem
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de H,S ruminal e consideraram como valores normais para 0 H,S ruminal concentracfes
inferiores a 500 ppm. Entretanto, este valor foi estabelecido por GOULD et al. (1997) a partir
de mensuracOes realizadas em bezerros da raca Holandesa alimentados com feno de alfafa e
mantidos confinados.

Na tabela 3 sdo apresentados os valores médios do pH e PRAM ruminais avaliados
durante o periodo experimental. Os valores do PRAM esperados sob condi¢Bes normais
devem ser de 3 a 6 minutos (OLIVEIRA, 1991), sendo que os resultados indicaram uma boa
atividade da microflora ruminal, pois, o tempo médio foi de aproximadamente trés minutos.
No presente trabalho, o pH esteve em acordo com os valores fisiolégicos para dietas com alto
contetido de fibra, variando entre 6,5 a 7,5 (CAMPOS et al., 2006). Uma microbiota ruminal
ativa e um pH perto da perto da neutralidade garantem um processo digestivo dinamico e uma
geracgdo de acidos graxos e sintese de proteina microbiana adequada (VAN SOEST, 1994).

No rumen, os ions sulfeto sdo encontrados principalmente na fase gasosa como sulfeto
de hidrogénio (gas sulfidrico) e na liquida como anion hidro-sulfeto, sendo que o pH ruminal
influéncia a proporgéo da distribuicdo entre estas duas formas (GOULD, 2000). Assim, um
dos fatores que pode ter favorecido a produgdo de gas sulfidrico ruminal inferior a 100 ppm
pelos bovinos Nelore avaliados foi o pH do rimen superior a 6,5, porque pH ruminal proximo
a 7 proporciona concentracoes de H,S ruminal inferiores a 500 ppm (GOULD, 2000).

A técnica de dosagem de sulfeto de hidrogénio ruminal pelos tubos colorimétricos é
uma ferramenta Gtil para monitorar situacfes de risco e auxiliar no diagnéstico definitivo da
PEM por enxofre. A utilizacdo desta metodologia associada a analise de enxofre na dieta,
pastos, dgua e suplementos (GOULD, 2000) estabeleceriam a participacdo 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).
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados, pode-se concluir que a técnica para dosagem de sulfeto
de hidrogénio ruminal utilizando tubos colorimétricos foi de facil execucdo a campo e de
baixo risco a saude dos animais. Bovinos Nelore mantidos em pasto de Brachiaria decumbens
com 0,15% de enxofre na matéria seca apresentam concentracdo maxima de 100 ppm de gas

sulfidrico ruminal.
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Tabela 1. Valores medios e desvios-padrdo do hemograma, fibrinogénio plasmatico (mg/dL) e

proteinas totais (g/dL) dos quatro bovinos Nelore mantidos em pasto de Brachiaria

decumbens durante os 40 dias de periodo experimental.

Animais
Leucograma 1001 1028 1070 1100
Hemacias (x106/pL) 6,84+0,90 7,42+0,84 6,44+0,52 5,7+0,41
Hemoglobina (mg/dL) 10+1,41  10,67+1,09  9,32+0,67 7,69+0,70
Volume Globular (%) 30,35+3,72  32,2+3,32  27,95+1,70 24,15+20
VGM (fL) 44,6+4,60 43,44+2,10 43,38+2,48 42,44+1,93
CHGM (%) 33,18+1,43 33,13+0,85 33,35+0,99 31,97+1,08
Leucécitos (x10%/ pL) 7,5%+2,58 8,148+0,65 9,28+141 9,014+1,10
Segmentados (x10%/ uL) 2,0641,01  157+051  2,77+1,84 1,55+0,74
Linfécitos (x10% L) 5,855+1,37  6,04+0,79 5,66+0,96 6,54+0,74
Eosindfilos (x10%/ pL) 0,29+0,28  0,15+0,18  0,32+0,26 0,68+0,54
Bas6filos (x10% uL) 0,02+0,04 0 0,02+0,05 0,01+0,03
Mondcitos (x10°%/ pL) 0,39+0,30  0,33+0,21  0,48+0,32 0,19+0,13
Fibrinogénio
plasmatico (mg/dL) 315+£110,67 365+120,30 375+108,65 325+123,04
Proteinas totais (g/dL) 6,57+0,27 6,66+0,50 6,41+0,32 6,7+0,27
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Tabela 2. Valores do sulfeto de hidrogénio ruminal em ppm, obtidos em 10 momentos, com

intervalos de 96 horas, em quatro bovinos Nelore mantidos em pasto de Brachiaria

decumbens durante periodo de 40 dias.

Animais

Momentos 1001 1028 1070 1100
M1 <25 30 30 25
M2 25 30 30 30
M3 25 35 <25 <25
M4 30 <25 90 35
M5 <25 <25 100 35
M6 <25 30 60 30
M7 <25 <25 100 50
M8 <25 <25 50 35
M9 <25 <25 35 30
M10 25 <25 <25 100




Tabela 3. Valores médios e desvios-padrdo do pH ruminal e da prova de reducdo de azul de
metileno (minutos) dos quatro bovinos Nelore mantidos em pasto de Brachiaria decumbens

durante os 40 dias de periodo experimental.

Animais
1001 1028 1070 1100
pH ruminal 6,81+0,19 6,97+0,42 6,87+0,34 7,05+0,32

Prova reducéo do azul de

metileno (minutos) 3,5%1,50 3,5%£1,90 3,6+1,57 5,2+1,68
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Trabalho enviado para a Revista Ciéncia Rural

Comparacéo dos parametros citolégicos e bioquimicos do liquido cefalorraquidiano

coletado em dois diferentes momentos de bovinos sadios

Comparison of cerebrospinal fluid cytological and biochemical values of healthy cattle

in two different sampling times

Paulo Henrique Jorge da Cunha'*, Peres Ramos Badial", José Paes de Oliveira Filho",
Danielle Passarelli ", Regina Kiomi Takahira", Julio Augusto Naylor Lisboa'",

Alexandre Secorun Borges"

RESUMO

A andlise do liquido cefalorraquidiano (LCR) ¢ importante no diagnostico das doencas
neuroldgicas dos bovinos. O objetivo do presente trabalho foi verificar se existem diferencas
na analise citologica e bioquimica no LCR de bovinos sadios obtidos em dois diferentes
momentos com intervalo de 96 horas. O LCR foi submetido a contagem total e diferencial das
células nucleadas e a determinagdo dos teores de proteina e glicose. Verificou-se na segunda
coleta pleocitose com alteragdo do tipo celular predominante e elevagdo das proteinas
indicando que a coleta de LCR ocasionou inflamagdo local detectavel 96 horas apds a

realizacdo da primeira pungao.
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Palavras-chave: liquido cefalorraquidiano, bovino, inflamagéo.

ABSTRACT

The analysis of cerebrospinal fluid (CSF) is important to the diagnosis of the neurological
diseases in cattle. The present study aimed to verify if there were differences on cytological
and biochemical examination of CSF obtained from healthy cattle at two different sampling
times with 96 hours of interval. Total and different cells counts, glucose and protein
concentrations were analyzed in the CSF. It was possible to verify pleocytosis with
predominant cell type modification and increased protein levels in the second sample, which
indicated that CSF collection induced local inflammation detectable 96 hours after the first
puncture.

Key words: cerebrospinal fluid, bovine, inflammation.

INTRODUCAO

A andlise do liquido cefalorraquidiano (LCR) é um exame complementar til e rapido
para o diagnostico etioldgico das doengas do sistema nervoso central (SNC). A contagem total
e diferencial das células e a concentragdo de proteina podem fornecer informagdes para
deteccdo de alteracdes inflamatdrias, confirmando que existe uma anormalidade neuroldgica
e, em alguns casos, podendo definir a etiologia do processo (D’ANGELO et al., 2009).

Em bovinos a evolugdo de determinadas encefalopatias possibilita a coleta do LCR em
diferentes momentos, tornando possivel monitorar o quadro clinico e/ou avaliar a eficacia do
tratamento estabelecido, sendo que STOKOL et al. (2009) descreveram este tipo de conduta

em animais internados em Hospital Veterinario.
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Apesar das pesquisas avaliarem a composi¢do do LCR em bovinos clinicamente
saudaveis imediatamente apds a coleta (WELLES et al., 1992) ou 24 horas apds refrigeracdo
(D’ANGELO et al., 2009) e em animais com diferentes neuropatias (STOKOL et al., 2009),
ndo existe na literatura compilada estudos que detectaram se a primeira coleta do LCR altera
os resultados laboratoriais da segunda coleta.

O objetivo do presente trabalho foi verificar se uma primeira coleta de LCR em
bovinos clinicamente sadios interfere nos resultados das andlises citoldgicas e bioquimicas de

uma segunda amostra obtida com intervalo de 96 horas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 12 bovinos da raga Nelore, machos com 8 a 10 meses de idade,
sendo que todos os animais foram considerados higidos apos o exame fisico. Os animais
foram alimentados com feno Coast-cross (Cynodon dactylon) e agua ad libitum durante todo
o periodo experimental.

As duas coletas de LCR (M1 e M2) foram realizadas segundo protocolo proposto por
MAYHEW (1989), com intervalo de 96 horas. Apos sedag¢do com cloridrato de xilazina® (0,20
mg/kg/IV), tricotomia e anti-sepsia com iodopovidona (PVPI) foi realizada pung¢do na cisterna
atlanto-occiptal com agulha spinal 20G x 3 4™

As amostras de LCR foram coletadas em trés tubos de ensaio estéreis sem EDTA. Para
analise do LCR foi utilizada uma fracdo da amostra do terceiro tubo. O nimero de leucocitos
e hemadcias por microlitro do LCR foi mensurado com o uso da camara de Fuchs-Rosenthal. A
contagem diferencial de leucocitos foi feita em laminas preparadas por citocentrifugagdo® e

. re o d , . £ . ..
coradas com método Pandtico®. As proteinas® e a glicose' foram dosadas com kits comerciais,
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empregando o método colorimétrico, cujas leituras das reacdes foram feitas em

espectrofotometro®.

A média e os desvios padrdo foram calculados para todos os parametros laboratoriais
do LCR avaliados e submetidos a andlise estatistica no programa GraphPad InStat versdo 3.0
para Windows (GraphPad Software). O teste T pareado foi utilizado para as amostras que
apresentaram distribuicdo normal (células nucleadas, linfocitos, macréfagos e proteinas) e o
teste de Wilcoxon para os dados ndo paramétricos (células mononucleares, neutrdfilos e

glicose). Diferenca estatistica foi considerada para p< 0,05 (SAMPAIO, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A necessidade da sedagdo prévia dos animais antes da coleta do LCR no espaco
atlanto-occiptal foi reportada por HOLBROOK & WHITE (1992) e proporcionou uma
conten¢do quimica eficaz para realizagdo do procedimento de forma segura. A sedacdo dos
animais para coleta do LCR ndo ¢ recomendada por SCOTT (2004), mas quando os animais

apresentam sinais neurologicos, pois esta conduta pode agravar o quadro clinico.

O intervalo de 96 horas entre as duas coletas foi estabelecido, pois este corresponde ao
periodo normalmente utilizado pelos clinicos para realizar nova avaliacdo laboratorial do
LCR, visando monitorar de forma mais eficiente a evolug¢do do quadro clinico do paciente.
Além disso, STOKOL et al. (2009) citaram que as principais causas de encefalite em bovinos
sdo causadas por infecgdes bacterianas, portanto, este intervalo de 96 horas de coleta
corresponde a aproximadamente metade do tempo de duragdo da antibioticoterapia,
justificando a repeticdo da coleta do LCR com a finalidade de avaliacdo da eficicia da

terap€utica e confirmagdo do progndstico estabelecido.
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Na presente pesquisa detectou-se no primeiro momento 0 até 9 hemacias/uL em 10
amostras, uma amostra com 680 heméacias/uL e outra com 2590 hemacias/uL. Na segunda
coleta, identificou-se 0 até¢ 100 hemacias/uL em 8 amostras, de 100 até 500 hemacias/pL. em 3
amostras e¢ 3.900 hemacias/uL. em uma amostra As mesmas ndo foram descartadas pois
HURT & SMITH (1997), constataram que a presenca de hemacias (dentro do intervalo de até
13200 por ul), causada pela contaminagdo iatrog€nica em cdes parece ndo interferir na
contagem de leucdcitos. Corroborando com este principio, STOKOL et al. (2009) avaliaram o
LCR de 102 casos de bovinos com doengas do SNC e s6 descartaram amostras que
apresentaram contamina¢do com sangue acima de 50.000 hemadcias/pl, justificando a
inclusdo de todas as amostras do nosso estudo, visto que o maior valor foi de 3.900
hemacias/uL.

As contagens médias das células nucleadas dos animais (tabela 1) apresentaram
diferenca significativa entre os dois momentos. Na primeira coleta os valores médios
permaneceram dentro do intervalo de normalidade (SCOTT, 1995), enquanto na segunda
coleta os resultados médios indicaram pleocitose em nove animais, inclusive trés amostras
apresentaram resultados proximos de 40 células/pL. Para TVEDTEN (1987) a conclusdo mais
importante que pode ser obtida pela andlise do LCR ¢ a presenga de inflamagdo, que ¢
primariamente baseada no aumento do numero de leucécitos (pleocitose).

Todas as amostras de LCR devem ser examinadas citologicamente, mesmo se a
contagem total de células for normal (TVEDTEN, 1987). Na contagem diferencial das células
nucleadas do LCR da primeira coleta foi observado que a mesma estava dentro dos padrdes
normais com predominio dos linfécitos, seguido por células mononucleares indiferenciadas,
ndo sendo observada diferenca significativa para estes tipos celulares entre os dois momentos
avaliados (tabela 1). O LCR de bovinos sadios contém principalmente células mononucleares

e corresponde a uma mistura de linfocitos e grandes células mononucleares (STOBER, 1993),
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inclusive as porcentagens de células mononucleares e linfocitos podem variar dependendo da

técnica utilizada para a preparacao citolégica (FREEMAN & RASKIN, 2003).

Na contagem diferencial da segunda coleta observou-se predominio de macrdéfagos
com diferenga significativa entre as duas coletas de LCR dos bovinos (tabela 1). O aumento
da celularidade com predominio dos macréfagos sugere ocorréncia de inflamagdo devido a
primeira coleta, pois, minutos apds a inflamagdo se iniciar, os macréfagos migram para o

local da lesdo e comegam sua acdo fagocitica (JAIN, 1993).

Na contagem diferencial dos leucécitos ndo foi observada diferenga significativa com
relacdo aos neutrdfilos entre os dois momentos de coleta (tabela 1). Baixas quantidades de
neutrofilos no LCR na contagem diferencial eram sugestivas de alteracdo no SNC, mas, com
o aperfeicoamento das técnicas laboratoriais especialmente na preparacdo de amostras
citoldgicas, pouca quantidade de neutrofilos tem sido relatada no LCR de animais sadios
(WELLES et al., 1992) justificando os achados da presente pesquisa.

Os teores médios de glicose no LCR dos bovinos ndo apresentaram diferenga
significativa entre os dois momentos de coleta (tabela 1) e os valores estavam dentro da faixa
de normalidade, de 40mg/dL a 80 mg/dL, para bovinos sadios (STOBER, 1993).

Os resultados da mensuracdo dos niveis de proteinas totais liquoricas apresentaram
diferenga significativa entre os dois momentos avaliados, sendo que os valores médios da
primeira coleta permaneceram dentro dos pardmetros normais (valores inferiores a 40 mg/dL)
de acordo com SCOTT (1995), ao passo que na segunda coleta foi observado aumento
significativo para este pardmetro (tabela 1). Este achado indica a ocorréncia de inflamagao,
principalmente quando associada a pleocitose (FREEMAN & RASKIN, 2003) como

observada na segunda coleta.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados, pode-se concluir que as alteragdes observadas no LCR
na segunda coleta indicaram inflamacdo local detectdvel 96 horas apds a primeira pungio.
Esta informagdo ¢ importante devido a necessidade de monitorar a evolugdo do quadro clinico
e/ou avaliar a eficacia do tratamento estabelecido. Diante desta demanda, uma segunda coleta
de LCR ¢ frequentemente realizada, devendo-se considerar que possiveis alteracdes nos
resultados da segunda coleta podem ser ocasionadas pela primeira pung¢do, induzindo a uma

interpretagdo erronea da evolugdo do quadro clinico do paciente.
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Tabela 1. Valores médios e desvios-padrdo da contagem total e diferencial das células
nucleadas, dos teores de glicose (mg/dL) e proteina (mg/dL) das amostras do liquido
cefalorraquidiano colhidas em dois momentos (M1 e M2), com intervalo de 96 horas, de

bovinos Nelore saudaveis.

Momentos
Parametros M1 M2

Células nucleadas (células/pL) 3,80 £2,48a 20,67 + 13,08b

Neutrdfilos (%) 6,78 £ 13,10a 2,75 + 8,90a
Células mononucleares (%) 30,88 +30,87a 21,83 +£21,41a
Linfocitos (%) 41,00 = 18,45a 28,83+ 13,23a
Macrdéfagos (%) 21,33 £ 16,96a 45,00 +22,30b
Glicose (mg/dL) 63,22 £ 14,45a 67,15+ 19,10a
Proteinas totais (mg/dL) 21,09 +2.,44a 4538 +3,88b

Médias com letras minisculas em uma mesma linha, seguidas de letras diferentes diferem

entre si (p< 0,05).
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