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RESUMO
 
O objetivo da tese foi de verificar os achados clínicos e laboratoriais da 

polioencefalomalacia (PEM) em bovinos ocasionada pela ingestão de dieta com alto 

teor de enxofre ou pelo herpesvírus bovino 5 (BoHV-5). No primeiro estudo realizou-

se indução de PEM pelo consumo excessivo de enxofre. Foram utilizados 10 bezerros, 

sendo que quatro bovinos ingeriram ração sem sulfato de sódio (G1), enquanto seis 

consumiram ração com sulfato de sódio (G2). Exames físicos e laboratoriais 

(hemograma, fibrinogênio plasmático e proteína plasmática, pH fluido ruminal, 

concentração do sulfeto de hidrogênio ruminal, líquido cerebrospinal e 

histopatológico) foram realizados. Um bezerro do grupo G2 apresentou sinais 

neurológicos e em todos do mesmo grupo detectou-se elevados valores de sulfeto de 

hidrogênio ruminal. Histologicamente as principais alterações observadas foram 

necrose neuronal cortical e lesões hemorrágicas nos núcleos basais, tálamo, 

mesencéfalo, ponte e bulbo. A ingestão de dieta com alto teor de enxofre (0,52%) 

induziu PEM nos bezerros. No segundo estudo foi realizada inoculação experimental 

em seis bezerros com o BoHV-5 pela via intranasal com instilação de 0,5mL do 

inóculo em cada narina, totalizando a dose viral de 107,2 DICT50/mL. Durante 30 dias 

pós-infecção foram realizados exames físicos e os mesmos testes laboratoriais 

descritos no primeiro artigo. Foi investigada a presença do vírus em seis porções do 

encéfalo, no gânglio do trigêmeo e no líquido cefalorraquidiano (LCR) pela reação 

em cadeia da polimerase (PCR). Um bezerro apresentou sinais de encefalopatia. 

Pleocitose foi identificada no bezerro sintomático e nos assintomáticos. No exame 

histopalógico notou-se necrose cerebrocortical, encefalite e meningite não supurativa. 

A infecção experimental com o BoHV-5 ocasionou PEM nos bezerros, podendo ser 

assintomática. 

 

Palavras-chave: necrose cerebrocortical; enxofre; bovino; BoHV-5. 
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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 (107,2  TCID50) 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. 
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1. INTRODUÇÃO 

A pecuária desempenha um papel importante no cenário econômico nacional, porém a 

necessidade de aumentar a produção de alimentos para atender à demanda crescente de consumo 

exigirá dos sistemas de produção aumento na produtividade. Associadas ao incremento da 

produtividade, as questões sanitárias como a rastreabilidade e a segurança do alimento passam a 

interessar a todos. Assim, os potenciais riscos à saúde humana mostram claramente a necessidade de 

profissionalização de todos os componentes da cadeia produtiva, principalmente na questão da 

sanidade.  

No Brasil, a raiva é a enfermidade neurológica mais frequentemente diagnosticada nos 

bovinos revelando a importância sócio-econômica e de saúde pública das enfermidades que 

acometem o sistema nervoso central (SNC). Ao se realizar o diagnóstico 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 é uma síndrome 

cerebrocortical degenerativa dos ruminantes e o termo é utilizado para descrever uma alteração 

morfológica caracterizada por amolecimento (malacia) da substância cinzenta (polio) do encéfalo 

(Gould 1998, 2000, Cebra & Cebra 2004, Burgess 2008, Sant’Ana et al. 2009ab). 

A primeira descrição da PEM na América do Norte foi realizada por Jensen et al. (1956), 

que descreveram uma desordem neurológica em bovinos e ovinos caracterizada clinicamente por 

cegueira, ataxia, decúbito e convulsões e nos achados histopatológicos identificaram necrose do 

córtex cerebral. Estudos subsequentes confirmaram a descrição inicial do aspecto não infeccioso da 

doença (Loew  et al. 1969). Por vários anos, o diagnóstico da PEM foi realizado baseado nos sinais 

clínicos e resposta ao tratamento com tiamina, pois, além de não se conhecer a etiologia, as lesões 

de PEM não caracterizavam uma única doença. Algumas hipóteses associadas ao metabolismo da 
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tiamina foram estabelecidas, como a descrita por Edwin & Jackman (1973), que demonstraram que 

a PEM no Reino Unido estava associado com altos níveis de tiaminase ruminal e baixos níveis de 

tiamina no cérebro e fígado, sendo identificados como organismos produtores das tiaminases, o 

Clostridium sporogenes (Shreeve & Edwin 1974) e o Bacilus sp (Morgan & Lawson 1974). 

A tendência 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 

terapêutico da tiamina na recuperação de alguns animais doentes (Davis, 1965). Entretanto, este 

efeito terapêutico não é exclusivo de animais com PEM, pois, Copoock et al. (1991) e Dey et al. 

(1995) demonstraram resposta positiva da administração da tiamina em animais com encefalopatia 

devido a intoxicação por chumbo.   

Na literatura internacional a principal causa de PEM relatada tem sido a intoxicação 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, 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 deficiência da tiamina (Jensen et al. 1956), intoxicação por sal associada à privação de água 

(Trueman & Clague 1978, Osweiler et al. 1995), intoxicação por chumbo (Christian & Tryphonas 

1971), ingestão de melaço (Mella et al. 1976) e ingestão de plantas ricas em tiaminases (Pritchard & 

Eggleston 1978) e infecção por herpesvírus bovino 5 (BoHV-5) (Perez et al. 2003).  

No Brasil, existem relatos de ocorrência de surtos de PEM nos bovinos ocasionado por 

intoxicação por sal associada à privação de água (Lemos et al. 1997, Nakazato et al. 2000), 

intoxicação por chumbo (Lemos et al. 2004, Traverso et al. 2004), forma aguda da intoxicação por 

Phalaris spp. (Souza & Irigoven 1999) e infecção 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 diagnóstico de PEM 
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associado com distúrbio no metabolismo da tiamina (Santos et al. 1983, Gonçalves et al. 2001, 

Mendes et al. 2007), intoxicação por enxofre (Traverso et al. 2001, Sant`Ana et al. 2009b) e 

alterações bruscas na dieta (Moro et al. 1994) foram estabelecidos correlacionando dados 

epidemiológicos, sinais neurológicos, achados histopatológicos e/ou resposta favorável à terapia 

com tiamina (diagnostico terapêutico),  sendo as etiologias determinadas a partir de suposições, não 

sendo confirmadas laboratorialmente. 

Considerando as diversas causas da PEM e a semelhança clínica entre elas (Claus et al. 

2002, Elias et al. 2004, Barros et al. 2006), o diagnóstico ante-mortem é difícil de ser estabelecido, 

visto que essas enfermidades possuem sinais clínicos semelhantes. Desta forma, os métodos 

laboratoriais são de importância fundamental para o diagnóstico diferencial entre os agentes 

etiológicos da PEM.  

A literatura nacional é escassa em relação às alterações hematológicas e liquóricas e valores 

da dosagem de sulfeto de hidrogênio ruminal como métodos complementares que possam auxiliar 

no diagnóstico diferencial da PEM causada pela ingestão excessiva de enxofre ou pelo BoHV-5.  

O objetivo da tese foi de verificar os achados clínicos e laboratoriais da PEM em bovinos 

ocasionado pela ingestão de dieta com alto teor de enxofre ou pelo BoHV-5. 

As atividades experimentais tiveram início em agosto de 2007 com grupo experimental 

constituído por dois bezerros Nelore suplementados com feno e intoxicado com sulfato de amônio, 

por via oroesofágica, totalizando o consumo de 1% de enxofre na matéria seca. Os animais vieram a 

óbito em intervalo inferior a sete dias apresentando alterações respiratórias e entéricas, mas não 

sendo observados sinais evidentes de encefalopatia.  

Em junho de 2008 foi realizado em Campo Grande-MS, o II Encontro Nacional de 

Diagnóstico Veterinário (ENDIVET) onde apresentamos resumo com os resultados clínicos 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 
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com os resultados do protocolo experimental com os bezerros Nelore. Na ocasião, 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 manifestação clínica. Desta 

forma, a sugestão 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 raça Nelore ingeriram ração sem sulfato de sódio, enquanto seis consumiram ração com 

sulfato de sódio. Apesar de estabelecermos as mesmas condições do protocolo experimental 

descrito por Sager et al. (1990), não conseguimos induzir PEM nos bovinos da raça Nelore porque a 

ingestão da ração foi extremamente baixa, com níveis 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 questão da baixa ingestão da ração pelos bovinos da raça Nelore com 

professores de Nutrição Animal do Departamento de Melhoramento e Nutrição Animal da 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista “Júlio de 

Mesquita Filho” (FMVZ/UNESP/Botucatu), os mesmos afirmaram que possivelmente o problema 

estava associado com particularidades nutricionais correlacionadas com a raça Nelore. O fato de a 

ração possuir altos níveis de energia e proteína associado com a ausência de fibra efetiva poderia 

esta limitando o consumo.  

Outro fator negativo observado foi à dificuldade de manejo dos bovinos da raça Nelore. 

Mesmo realizando uma adaptação com 14 dias no feno, foi extremamente difícil realizar os exames 

clínicos e laboratoriais propostos. Inicialmente as colheitas de amostras de sangue e do fluido 

ruminal, além das dosagens de gás sulfídrico 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 ração.  
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Considerando que os artigos de indução de PEM por ingestão excessiva de enxofre foram 

realizados em bovinos Bos taurus optou-se por repetir o protocolo descrito por Sager et al. (1990), 

mas com bezerros mestiços  leiteiros e fornecendo dieta contendo 0,52% de enxofre na matéria seca 

(segundo capítulo da tese). 

Outro experimento realizado foi avaliação da concentração do sulfeto de hidrogênio 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 possível 

comparar os valores de sulfeto de hidrogênio ruminal com os obtidos na referida pesquisa (anexos 

da tese).  

Além destes experimentos, foi realizado comparação dos parâmetros citológicos e 

bioquímicos do líquido 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 análises citológicas e bioquímicas de uma segunda 

amostra obtida com intervalo de 96 horas (anexos da tese). Os resultados desta pesquisa forneceram 

informações importantes para o delineamento do intervalo de tempo entre as coletas do LCR do 

último grupo experimental da tese, onde se avaliou aspectos clínicos e laboratoriais da indução da 

necrose cerebrocortical em bovinos pela inoculação experimental com BoHV-5 (terceiro capítulo da 

tese).  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Polioencefalomalacia ocasionada por ingestão excessiva de enxofre 

O termo PEM foi inicialmente utilizado para designar uma doença específica de ruminantes 

caracterizada por necrose da substância cinzenta do cérebro (Jensen et al. 1959) e causada por 

deficiência de tiamina (Edwin & Jackman 1973). Entretanto, estudos realizados nos anos seguintes 

demonstraram que nem todos os casos de PEM em ruminantes estavam associados aos distúrbios da 

tiamina e que várias outras etiopatogenias estavam envolvidas no desenvolvimento desta lesão 

(Gould et al. 1997, Gould 1998, 2000,  Burgess 2008).  

A associação entre dietas com alto teor de enxofre e a ocorrência de PEM em bovinos 

foi confirmada por vários 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 induções 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 enxofre relatadas que ocasionaram PEM, tanto na forma de surtos ou 

por indução experimental, foram: melaço (Mella et al. 1976, Gooneratne et al. 1989), aditivos 

alimentares como o gipso (Raisbeck 1982), flor de enxofre (Gunn et al. 1987), sulfato de sódio 

(Sager et al. 1990, Gould et al. 1991, Gould et al. 1997), sulfato de amônio (Jefrey et al. 1994, 

Cunha et al. 2008), água com elevado teor de sulfatos (Hamlen et al. 1993, McAllister et al. 1997), 
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associações entre diferentes fontes da dieta (feno e melaço) e água (Loneragan et al.  1998), 

subprodutos de grãos (Niles et al.  2000, Niles et al  2002), cevada (Kul et al. 2006) e ingestão de 

gramíneas da família Brassicaceae (Mckenzie et al. 2009).  

Plantas como a alfafa podem conter elevado teor de enxofre naturalmente (Olkowski 1997) 

ou devido à utilização de fertilizantes (sulfato de amônio) que contenham na constituição sulfatos 

(Hardt et al. 1991). Trabalhos como de Spears et al. (1985) e Buttrey et al. (1986) mostraram que a 

fertilização do solo com sulfato de amônio melhorou a digestibilidade da fibra em detergente ácido e 

da fibra em detergente neutro das forragens cultivadas nestes solos, quando fornecida aos 

ruminantes. Os microrganismos do rúmen podem incorporar enxofre inorgânico em compostos 

orgânicos, especialmente aminoácidos sulfurados (Kandylis 1984).  

2.1.2. Epidemiologia 

2.1.2.1. Surtos 

Coghlin (1944) descreveu surto de intoxicação por enxofre em bovinos ocasionado pela 

adição de enxofre na silagem. Esta prática era comum entre os produtores e tinha como objetivo 

prevenir infestação por piolho. O diagnóstico foi realizado principalmente pela identificação do odor 

desagradável do sulfeto de hidrogênio ruminal (gás sulfídrico ou H2S), que foi facilmente detectado 

nos currais e ao realizar a inspeção da boca dos animais afetados.  

Raisbeck (1982) realizou estudo retrospectivo dos casos de PEM diagnosticadas no 

Laboratório de Diagnóstico de Medicina Veterinária da Universidade do Missouri nos Estados 

Unidos da América (EUA), referente aos anos de 1979 e 1980. Durante este período, o referido 

autor observou a ocorrência de PEM em 18 de 21 rebanhos alimentados com ração contendo 

elevados teores de sulfato. Uma prática comum identificada em muitas propriedades foi à inclusão 



8

de 2% de sulfato inorgânico (gipso) na ração com objetivo de limitar o consumo, ocasionando PEM 

após um período de uma a quatro semanas de introdução deste aditivo. Em outro relato, 30 vacas de 

um lote de 300 animais criados extensivamente, apresentaram sinais de PEM após serem 

suplementadas com ração contendo 1,5% de sulfato inorgânico. Em um rebanho de 1.100 bovinos 

confinados, foram detectados sinais clínicos de PEM em 400 animais após duas semanas do 

fornecimento de uma ração em que adicionavam 85 gramas de sulfato de amônio por animal. Este 

estudo retrospectivo foi importante porque sugeriu uma possível relação do enxofre com a 

ocorrência 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 indução experimental para 

comprovar esta hipótese.  

Gunn et al (1987) descreveram óbito de 14 vacas holandesas após a adição acidental de flor 

de enxofre na ração 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 ingestão de ração contendo sulfato de amônio. A ração era fornecida por duas 

diferentes empresas que substituíram o bicarbonato de amônio, normalmente utilizado para 

acidificar urina e evitar urolitíase, por sulfato de amônio. Entretanto, ao realizar esta substituição 

para reduzir custos na produção, aumentaram o teor de enxofre na ração, 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 sódio (7200 ppm) na água. Em uma investigação 

de surto de PEM em bovinos confinados consumindo água contendo aproximadamente 2500 mg/L 

de sulfato, a maioria dos casos de PEM ocorreu entre o 15º e 35º dia pós entrada no confinamento e 

nos meses mais quentes do ano (McAllister et al. 1997).  
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Loneragan et al. (1998) relataram associação entre o consumo excessivo de enxofre e o 

aumento da concentração de sulfeto de hidrogênio ruminal de bovinos de corte recém desmamados 

com PEM. As determinações da concentração do gás sulfídrico ruminal em duas novilhas, que não 

apresentavam sinais clínicos, foram de 6.900 e 13.500 ppm, valores acima do normal (500 ppm). 

Após análise da concentração do enxofre na água (664 ppm de enxofre) e na dieta, composta 

basicamente por feno de “tristle” Canadá (1.699,33  ppm de enxofre) e suplemento mineral com 

melaço (6.637 ppm de enxofre), conclui-se que os bovinos estavam ingerindo 0,9% de enxofre na 

matéria seca.  

Segundo Gould (2000) nas regiões centro-norte e oeste dos EUA, a água contém elevada 

quantidade de sulfato. O sal do sulfato precipita quando ocorre a evaporação da água. A 

concentração do sulfato na água pode aumentar quando a água evapora nas estações do ano mais 

quentes. O consumo de água pelos bovinos é dependente da temperatura ambiental e aumenta 

significativamente em elevadas temperaturas. Em estações climáticas quentes, o consumo de 

enxofre oriundo da água pode estar elevado porque ocorre concomitantemente o aumento do 

consumo de água e da concentração do sulfato na água podendo ultrapassar os limites toleráveis 

estabelecidos pelo Klasing et al. (2005). 

Niles et al. (2000) descreveram três surtos em bezerros confinados que receberam 

subprodutos de milho (farelo de glúten de milho) e suplementos contendo melaço. Nos EUA a 

utilização de subprodutos da agroindústria tem sido frequente porque proporcionam ganho de peso 

satisfatório com baixo custo.  

Kul et al. (2006) relataram achados clínicos e histopatológicos de PEM em bovinos após 

mudança brusca da dieta em duas fazendas contendo 2.750 bovinos tipo leite e 2.300 tipo corte. Os 

principais achados clínicos incluíram andar em círculos, hipersensibilidade, salivação excessiva, 

hipermetria, ataxia, amaurose e morte. Os animais tratados não responderam a injeção com tiamina. 

O teor de enxofre total da dieta 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 enxofre, 

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 Austrália. 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 óbito após serem mantidos em um pasto contendo exclusivamente Raphanus

raphanistrum. Foi calculado o teor de enxofre nas plantas e na fonte hídrica, obtendo 

respectivamente, 0,62% e 1,01% de enxofre na matéria seca. Estas plantas são classificadas como 

crucíferas (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 ração comercial na 

qual era adicionado enxofre pelo proprietário aproximadamente duas vezes por semana em dose que 

não soube especificar. No Rio Grande do Sul não é raro encontrar-se produtores que adicionam 

enxofre ventilado na ração concentrada dos animais. Acreditam que esta suplementação melhore o 

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

Mella et al. (1976) ocasionaram PEM fornecendo uma mistura de melaço e uréia em 

bovinos da raça Holandesa. A indução experimental foi realizada fornecendo capim napier durante 

três dias, seguido por redução gradativa de 0,5 Kg/cabeça/dia do quarto ao décimo dia, de tal forma 

que do 11º ao 40º dia os bovinos foram alimentados exclusivamente com melaço e uréia. A partir do 

16º dia os animais começaram a apresentar sinais neurológicos, sendo que no final do experimento 

todos foram sacrificados e os achados histopatológicos confirmaram a presença de lesões 

compatíveis com PEM. De acordo com Gould (2000), esse foi o primeiro relato de PEM 

ocasionado por enxofre, pois, o melaço 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 

Zelândia, Gooneratne et al. (1989) desenvolveram estudo para monitorar os níveis de tiamina e  do 

cobre e avaliar interações entre fatores nutricionais que poderiam favorecer a ocorrência da PEM. A 

dieta básica era constituída por forragem, cevada e farinha de canola totalizando 0,38% de enxofre 

na matéria seca. Os resultados indicaram que a combinação do consumo de elevado teor de enxofre 

e baixo de cobre foi responsável pela depleção da tiamina no sangue e cobre plasmático. Além 

disso, os autores sugeriram que altas concentrações de sulfeto no rúmen poderiam estar atuando 

como antagonista da tiamina.  

Sager et al. (1990) estabeleceram protocolo de indução experimental de PEM por enxofre 

(sulfato de sódio) em bezerros fornecendo ração com carboidrato de alta fermentação, baixa 

quantidade de fibra e composição variada de cobre e molibdênio. Duas rações foram formuladas, 

uma com níveis 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 

concentrações de sulfeto ruminal e da tiamina plasmática e ruminal.  

A pesquisa desenvolvida por Sager et al. (1990) apresentou resultados das concentrações da 

tiamina plasmática e ruminal divergentes das realizadas por Loew et al (1975) e Gooneratne et al. 

(1989). Para os referidos autores, esta variação pode ser justificada pelo fato das pesquisas terem 

utilizado diferentes metodologias de avaliação da tiamina. Sager et al. (1990) utilizaram 

cromatografia líquida de alta performance, que permite a separação de compostos que possuem as 

mesmas características fluorescentes, enquanto Loew et al. (1975) empregaram método de detecção 

fluométrica, que mensura todos os componentes fluorescentes a partir do momento que são 

excitados.  

A associação do enxofre com a PEM continuou sendo investigada por Gould et al. (1991), 

que utilizaram protocolo de indução desta doença semelhante ao descrito por Sager et al. (1990), 

fornecendo para os bovinos 0,36% de enxofre na matéria seca. A elevada concentração de sulfeto 

ruminal coincidiu com o aparecimento dos sinais neurológicos, sugerindo que este composto estava 

envolvido na patogenia da PEM por enxofre. 

Para melhor compreensão da PEM ocasionada por ingestão excessiva de enxofre, 

Cummings et al. (1995) avaliaram alterações microbiológicas ruminais associadas com a produção 

de sulfeto de hidrogênio ruminal em novilhas submetidas ao mesmo protocolo de indução descrito 

por Sager et al. (1990). Para estes autores, a capacidade de produção de sulfeto de hidrogênio 

ruminal a partir do sulfato no fluido ruminal “in vitro” foi significativa somente após 10 a 12 dias de 

suplementação com dieta rica com enxofre, coincidindo com o aparecimento dos sinais 

neurológicos. A baixa capacidade de produção do sulfeto de hidrogênio ruminal observada no início 

do fornecimento da dieta experimental rica em sulfato sugeriu que os microrganismos ruminais 

necessitam de um período de adaptação para poderem produzir quantidades tóxicas de sulfeto.  
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As pesquisas desenvolvidas por Gould et al. (1991) e Cummings et al. (1995) indicaram a 

participação do sulfeto de hidrogênio ruminal na patogenia da PEM ocasionada por ingestão 

excessiva de enxofre, mas para detecção deste composto foi utilizado cromatografia líquida de alta 

performance, não sendo um teste laboratorial comumente utilizado na rotina devido principalmente 

ao custo por amostra. Desta forma, Gould et al. (1997) adaptaram uma técnica de detecção de 

sulfeto de hidrogênio ruminal utilizando tubos colorimétricos, possibilitando a quantificação deste 

composto nas fazendas e de forma imediata.  

Loneragan et al. (2001) forneceram água 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 água e as 

característica das carcaças. O aumento da concentração de enxofre na água reduziu de forma 

significativa a performance (ganho de peso diário, consumo de matéria seca e peso final) e o 

rendimento de carcaça das novilhas confinadas.  

Niles et al. (2002) utilizaram 14 novilhas para avaliar o efeito de três diferentes 

concentrações de enxofre na ração. A alimentação fornecida era constituída por 70% de farelo de 

glúten de milho (subproduto de grãos) e 30% de casca de algodão. Como fonte de enxofre 

adicionou-se o sulfato de sódio na dieta basal constituindo os tratamentos designados como nível 

moderado (3.860 ppm de enxofre), moderamente alto (5.540 ppm de enxofre) e alto (7.010 ppm de 

enxofre). Sinais clínicos de PEM foram observados nos grupos classificados como moderamente 

alto e alto de ingestão de enxofre. Lesões microscópicas compatíveis de PEM foram observadas em 

todos os bovinos, inclusive no grupo que não apresentou sinais clínicos.  

Loneragan et al. (2005) avaliaram o efeito da ingestão de água com alto teor de enxofre 

acrescentando sulfato na fonte hídrica em três diferentes concentrações (125, 500 e 2.000 mg/L) 

para novilhas confinadas e observaram aumento da produção de gás sulfídrico associado com maior 

ocorrência de PEM. 
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No Brasil, Cunha et al. (2008) objetivando descrever os achados clínicos e laboratoriais 

causados pela intoxicação experimental por enxofre em bovinos Nelore induziram PEM fornecendo 

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

 

2.1.3 Fisiopatogenia 

O organismo animal contêm aproximadamente 0,2% de enxofre, podendo ser encontrado 

tanto na forma mineral como orgânica constituindo os aminoácidos sulfurados (cistina, cisteína 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 digestão de carboidratos 

dietéticos e o suprimento de aminoácidos para o metabolismo dos tecidos do hospedeiro. Tais 

mudanças causam a redução no consumo voluntário, no suprimento de energia e na taxa de síntese 

da proteína corporal (Weston et al. 1988). 

O alto consumo de enxofre pode afetar os bovinos de duas formas. A primeira está 

correlacionada com a redução ruminal do enxofre que produz complexos intermediários com o 

cobre ocasionando redução na absorção e uso deste elemento (Gould et al. 2001). Essa deficiência 

de cobre secundária resultou em diminuição do desempenho dos bovinos (Loneragan et al. 2001). A 

segunda forma está associada à capacidade dos microrganismos ruminais em gerar sulfeto de 

hidrogênio, que aumenta sob condições de alto consumo de enxofre na alimentação, sendo os 

microrganismos redutores de sulfato responsáveis por este processo de conversão (Cunmmings et 

al. 1995).  

Acredita-se que a base da patogenia da PEM por elevada ingestão de enxofre esteja 

associada com produção excessiva de sulfeto realizada pelas bactérias ruminais. As formas não 

reduzidas do enxofre como sulfato e enxofre elementar não são tóxicas, mas o sulfeto de hidrogênio 

e suas variações iônicas (sulfito) são substâncias altamente tóxicas (Kandylis 1983, Gould, 1998, 
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2000, Burgess, 2008), que interferem na respiração celular (Kandylis 1984, Beauchamp et al. 1984) 

e favorecem a manifestação clínica da PEM. 

A toxicidade do enxofre e de seus metabólitos como sulfetos e sulfitos, pode causar o 

desenvolvimento de lesões necróticas no encéfalo, mas dúvidas ainda persistem de como a 

quantidade de gás sulfídrico produzida no rúmen de bovinos submetidos à dieta com elevada 

quantidade de enxofre é suficiente para causar danos ou se um complexo metabólico não pode estar 

envolvido. A compreensão do mecanismo de eliminação do sulfito e sulfeto é fundamental para o 

esclarecimento da patogenia das lesões necróticas do encéfalo (Olkowski 1997).  

Em ruminantes, o esquema de eliminação do sulfeto (S-2) via processo oxidativo é 

importante, visto que neste processo o sulfito (SO3
2-) é um metabólito intermediário. O sulfito é um 

ânion nucleofílico relativamente forte que pode reagir com uma variedade de estruturas celulares e 

causar toxidade. Várias anormalidades cerebrais, incluindo processos degenerativos progressivos do 

cérebro foram observados em pacientes com deficiência de sulfito oxidase. O tecido do cérebro por 

conter altas concentrações de lipídeos torna-se mais vulnerável aos danos oxidativos. Assim, o 

cérebro possui elevadas taxas de metabolismo oxidativo e poucos mecanismos antioxidativos. 

Radicais derivados do sulfito podem ser formados pelas reações catalíticas da peroxidase e causar 

peroxidação lipídica e lesões nas membranas biológicas. Uma taxa insuficiente de oxidação do 

sulfito devido sobrecarga de enxofre e, subsequente acumulação deste metabólico no cérebro pode 

ser importante na patogênese das lesões necróticas no cérebro devido ingestão 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: dissimilatórias e assimilatórias. As bactérias dissimilatórias usam enxofre como 

um receptor de elétrons e produzem sulfetos como um produto metabólico final necessário e as 

assimilatórias reduzem enxofre objetivando sintetizar aminoácidos que contenham enxofre. 
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Produção e acúmulo excessivos de sulfeto no rúmen poderiam ser causados pela predominância de 

bactérias dissimilatórias ou por capacidade assimilatória insuficiente (Gould 2000). 

O gás sulfídrico ou sulfeto de hidrogênio (H2S) é um produto normal do metabolismo da 

microbiota ruminal (Kandylis 1983) e as bactérias do gênero Desulfovibrio e Desulfotomaculum são 

as responsáveis pela degradação do sulfato especialmente em sulfeto de hidrogênio, sendo este 

eructado ou absorvido ou usado na síntese da proteína microbiana (Gould 1998, 2000, Burgess 

2008). A maioria do enxofre é reduzida em H2S no rúmen. O sulfeto de hidrogênio absorvido é 

oxidado em sulfato no fígado e é distribuído para fluidos extracelulares. O sulfato é reciclado no 

rúmen pela saliva ou diretamente pelo intestino grosso (Kandylis 1983).  

O H2S é rapidamente absorvido pela mucosa ruminal para a corrente sanguínea e se estiver 

em elevadas concentrações, inibe a função da anidrase carbônica, dopa oxidase, catalases, 

peroxidases, desidrogenases, ou seja, compromete diversos mecanismos de metabolismo oxidativo 

e de produção de ATP (Kung et al. 1998).  

Nos ruminantes, 60% dos gases eructados podem ser inalados, favorecendo a exposição do 

trato respiratório ao gás sulfídrico durante episódios de produção patológica 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 

eructação do gás sulfídrico foi associado ao aparecimento da PEM em novilhas suplementadas com 

excesso de enxofre, estabelecendo uma correlação positiva entre a elevada concentração de gás 

sulfídrico no fluido ruminal e o aparecimento dos sinais clínicos da PEM induzida 

experimentalmente com dieta rica em enxofre. Desta forma, acredita-se que a PEM ocorra como 

consequência direta da ação do gás sulfídrico e não como resultado de neurotoxinas derivadas do 

rúmen associadas com alterações das condições ruminais (Gould 1998). 

A produção de gás sulfídrico ruminal pode ser afetada pelo tipo de carboidrato, pH do fluido 

ruminal e concentração de determinados minerais da dieta. A fonte de carboidrato afeta o 
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metabolismo microbiano e o pH do fluido ruminal. A concentração do gás sulfídrico no rúmen 

muda de acordo com o pH e condições que favoreçam acidificação do pH proporcionam aumento 

da concentração do gás sulfídrico ruminal (Gould 2000).  

Uma interrelação entre enxofre, cobre e molibdênio foi primeiramente relatada por Dick & 

Bull (1945) citados por McDowell (1992), mostrando que dietas com elevada concentração de 

molibdênio diminuem o acúmulo de cobre hepático, assim como os sulfatos inorgânicos tem efeito 

antagonista aos elementos cobre e molibdênio. Os minerais como zinco, cobre, ferro e molibdênio 

podem interferir na produção patológica do gás sulfídrico ruminal. O molibdênio, cobre e enxofre 

combinam formando o cobre-tiomolibdato que é insolúvel (Burgess 2008). O cobre, zinco e ferro, 

formam sal insolúvel com o sulfeto. A formação de sulfeto diminui a absorção da maioria dos 

minerais, sendo que quantidades extras de cobre, zinco e ferro podem ser necessários para bovinos 

que consomem elevada quantidade de enxofre (Gould 1998). Ingestões de elevadas quantidades de 

enxofre diminuem a biodisponibilidade de cobre. O molibdênio pode inibir a ação das bactérias 

redutoras de enxofre (Gould 2000).  

 

2.1.4. Sintomatologia Clínica 

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, incoordenação, hipermetria, hiperestesia, diarréia 

e tremores musculares, movimentos involuntários das orelhas ou contrações dos músculos faciais, 

nistagmo, estrabismo ou desvio da cabeça. Os sinais clínicos progridem para cegueira cortical com 

diminuição do reflexo de ameaça, compressão da cabeça contra parede, opistótono, estrabismo 

dorsomedial, miose, disfagia e ptialismo. A maioria dos animais responde de forma favorável a 

terapia quando apresentam esta forma clínica. Entretanto, os sinais podem evoluir para decúbito, 
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convulsões tônico-clônicas e morte (Kandylis 1983, Olkowski 1997, Gould 2000, Cebra & Cebra 

2004, Radostitis et al. 2007, Burgess 2008). Apesar da diminuição de reflexo de ameaça visual, o 

reflexo pupilar está presente devido à cegueira originar-se da lesão do córtex occipital (Mendes et al. 

2007). 

A forma aguda manifesta com cegueira, decúbito e com episódios de convulsões tônico-

clônicos. O animal pode evoluir para estado comatoso ou pode ser encontrado morto. O prognóstico 

é desfavorável 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 clínicos deve-se destacar a cegueira, que foi identificada em todos os 

animais acompanhados em um estudo no Estado de São Paulo (Gonçalves et al. 2001). Apesar de a 

lesão afetar inicialmente o córtex cerebral causando cegueira e outros sinais cerebrais, pode-se 

observar estrabismo e nistagmo devido à compressão do tronco encefálico e opistótono por 

compressão do cerebelo (Riet-Correa et al. 2007). 

Um achado clínico bastante relatado e facilmente identificado é o odor de ovo em 

putrefação exalado pelos animais intoxicados, ocorrendo devido à produção excessiva de sulfeto de 

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

 

2.1.5. Diagnóstico Diferencial 

O diagnóstico diferencial de PEM ocasionada por enxofre deve incluir as outras causas de 

necrose laminar do córtex cerebral como distúrbio do metabolismo da tiamina, intoxicação por sal 

associada à privação de água, intoxicação 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 bioquímica sérica 

Avaliações hematológicas não apresentam alterações significativas na PEM ocasionada por 

enxofre (Olkowski 1997) e por tiaminases (Radostitis et al. 2007).  

Na PEM ocasionada pela inoculação experimental por BoHV-5, Isernhagen (2005) relatou 

que a avaliação hematológica não apresentou nenhuma variação significativa para as variáveis do 

eritrograma, enquanto os resultados do leucograma, por outro lado, caracterizaram, nos bezerros 

com encefalopatia, tendência à elevação dos leucócitos acompanhada por aumento significativo dos 

neutrófilos 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 é uma intoxicação que ocorre em virtude de ingestão acidental de quantidade 

tóxica de chumbo, especialmente por bovinos jovens. A curiosidade natural, hábito de lamber e 

pouca seletividade oral dos bovinos fazem de qualquer material disponível (baterias, pilhas), uma 

possível fonte de intoxicação. Os achados hematológicos incluem anemia regenerativa, presença de 

pontilhado basofílico eritrocítico e, em alguns casos aumento na concentração de porfirina 

eritrocitária sanguínea (Radostitis et al. 2007). 

A estimativa dos níveis séricos de chumbo é geralmente utilizada para determinar os valores 

desse elemento nos tecidos do animal. Os níveis sanguíneos considerados normais são de 0,05 a 

0,25 ppm, enquanto nos bovinos intoxicados são de 0,36 a 1 ppm. As concentrações de chumbo no 

sangue não devem ser utilizadas como único critério de diagnóstico, pois flutuam marcadamente 

após ingestão desse metal pesado e não permitem avaliar exposições prolongadas (Radostitis et al. 

2007). A confirmação da intoxicação pode ser feita pela determinação dos níveis de chumbo em 

fragmentos de tecidos renal (> 25 ppm) e hepático (> 10 ppm) de animais afetados (Riet-Correa et 

al. 2007). 
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Em dois surtos de intoxicação de chumbo diagnosticados no Brasil, os níveis de chumbo no 

rim e no fígado 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. Determinação da tiamina sérica 

Diversas pesquisas não foram capazes de demonstrar que os níveis 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 concentração sanguínea da tiamina 

permaneceu elevada durante aparecimento de sinais neurológicos em ovinos submetidos a indução 

experimental de PEM (Gooneratne et al. 1989). A atividade da trancetolase sanguínea e das 

tiaminases gastrointestinais pode ser alterada de forma inespecífica e em condições diversas além da 

PEM (Loew et al. 1970).  

Goud et al (1991) questionaram a participação da tiamina na patogênese da PEM pois 

conseguiram induzir experimentalmente necrose cerebrocortical em bovinos suplementados com 

excesso de enxofre sem observar alterações significativas no nível da tiamina no sangue, líquido 

cefalorraquidiano, cérebro e fígado. 

2.1.5.3. Análise do líquido cefalorraquidiano 

A análise do LCR é um exame complementar útil e rápido para o diagnóstico etiológico das 

doenças do SNC. A contagem total e diferencial das células e a concentração de proteína podem 

fornecer informações para detecção de alterações inflamatórias, confirmando que existe uma 

anormalidade neurológica e, em alguns casos, podendo definir a etiologia do processo (D’Ângelo et 

al. 2009). 
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Nas encefalites virais um achado comum na análise do LCR é a pleocitose mononuclear 

e/ou aumento na concentração de proteínas (Radostitis et al. 2007, Lisbôa et al. 2009). Isernhagen 

(2005) avaliou aspectos da evolução clínica e do diagnóstico da meningoencefalite herpética em 

bezerros experimentalmente infectados com o BoHV-5 e concluiu que a pleocitose mononuclear é 

uma alteração marcante no líquor e, quando presente, pode auxiliar no diagnóstico ante-mortem. 

A análise do líquor da PEM ocasionada por enxofre ou chumbo apresenta as mesmas 

características, com pleocitose e aumento da concentração das proteínas (Cebra & Cebra 2004). 

Valores acima de 160 mEq/L de sódio no  LCR são sugestivos de intoxicação por sal em bovinos 

(Loneragan et al. 2005).  

 

2.1.5.4. Achados de necropsia e histopatológico 

 

Os achados de necropsia da PEM variam de acordo com a severidade e duração do quadro 

clínico (Sant’Ana et al. 2009ab), podendo estar ausentes quando a evolução for aguda (Nakazato et 

al. 2000). Na fase inicial a tumefação do encéfalo pode não ser facilmente identificada, mas com 

agravamento do edema, o encéfalo pode se deslocar caudalmente (herniação) do bulbo e do 

cerebelo no sentido do forame magno.  Nos casos mais avançados, pode ser visualizado 

achatamento das circunvoluções cerebrais, áreas amareladas, amolecidas, gelatinosas e deprimidas, 

hemorragias meníngeas e subcorticais, ou até mesmo, cavitações preenchidas por líquido amarelo. 

Essas alterações ocorrem especificamente na substância cinzenta do encéfalo, que é mais bem 

observada na superfície de corte (Sant’Ana et al. 2009a). As áreas mais afetadas geralmente 

correspondem aos giros corticais dorsais e estão localizadas principalmente nos sulcos das 

circunvoluções (Nakazato et al. 2000, Lemos 2005). 

No exame histopatológico, nos casos agudos há necrose laminar e segmentar dos neurônios 

corticais do telencéfalo, caracterizada por encarquilhamento e eosinofilia citoplasmática, 
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cromatólise e picnose nuclear (neurônios vermelhos) (Sant’Ana et al. 2009ab). Edema também é 

uma alteração comum e consiste de aumento dos espaços perineuronais e perivasculares e formação 

de numerosos vacúolos no neurópilo (espongiose). A progressão dessa lesão pode, em alguns casos, 

formar fendas entre as camadas de neurônios corticais ou entre as substâncias 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 já descritos, exceto o fato de que 

as áreas de malacia ocorrem preferencialmente no topo dos giros cerebrais (Lemos et al. 2004, 

Traverso et al. 2004). Christian & Tryphonas (1971) relataram que dependendo da evolução clínica, 

as lesões podem ser mais evidentes em determinadas porções do SNC. A degeneração epitelial dos 

túbulos renais associada a corpúsculos de inclusão eosinofílicos intranucleares alcoolácidos 

resistentes é também citado por Traverso et al. (2004) como um achado frequente em bovinos 

intoxicados. 

Na intoxicação experimental por Phalaris spp., as alterações macroscópicas foram 

observadas apenas no encéfalo e eram caracterizadas por focos de coloração verde-azulada no 

tálamo, mesencéfalo e medula oblonga. Microscopicamente observou-se pigmento granular 

marrom-amarelado no citoplasma de neurônios das regiões macroscopicamente afetadas (Souza & 

Irigoyen 1999). 

Na intoxicação por sal, os achados de necropsia são caracterizados por hemorragia subdural, 

congestão dos vasos meníngeos ou diminuição de consistência da porção caudal do cérebro 

(Sant’Ana et al. 2009b). Lemos et al (1997) relataram que além da necrose neuronal laminar do 

córtex telencefálico, alguns casos de intoxicação por sal apresentaram acúmulos de eosinófilos nos 

espaços de Virchow-Robin, nas regiões submeníngeas e, menos comumente, no neurópilo.  

A encefalite por BoHV-5, devido à semelhança dos sinais clínicos e, principalmente pelas 

lesões histológicas caracterizadas por extensas áreas de malacia no córtex cerebral de animais 
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afetados, pode ser muitas vezes confundida com PEM ocasionada por ingestão excessiva de enxofre 

(Riet-Correa et al. 2007). Os achados são caracterizados por infiltrado inflamatório perivascular 

linfoplasmocitário ou misto nos espaços de Virchow-Robin ou ao redor de vasos meníngeos, 

infiltração difusa de neutrófilos no neurópilo, necrose neuronal, caracterizada por encolhimento e 

eosinofilia do citoplasma e núcleo picnótico (Salvador et al. 1998, Colodel et al. 2002, Elias et al. 

2004, Rissi et al. 2006). 

 

2.1.5.5. Diagnóstico virológico do BoHV-5 

As técnicas confirmatórias do BoHV-5 incluem o isolamento do vírus do encéfalo ou de 

secreções nasais (d´Offay et al. 1995), identificação 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 imunoistoquímica (Ordónez 2003, Hübner et al. 2005, De Paula et al. 2005). 

 

2.1.6. Diagnóstico Definitivo 

O diagnóstico da PEM atribuídos a dietas ricas em enxofre deve ser realizado com base na 

epidemiologia, quadro clínico, na dosagem do teor de gás sulfídrico ruminal, do enxofre na dieta e 

pelas alterações macroscópicas e microscópicas no SNC (Gould 2000; Radostitis et al. 2007, 

Burgess 2008, Sant’Ana et al. 2009ab).  

Para estabelecer o diagnóstico da PEM ocasionada por enxofre devem-se realizar as 

dosagens dos teores de enxofre da água e da pastagem consumida pelos animais, e somá-las a 

quantidade do elemento ingerida ração e na mistura mineral, verificando se o total consumido não 

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

por enxofre. 

Para Loneragan et al. (1998) o método semi-quantitativo de dosagem de gás sulfídrico 

ruminal desenvolvido por Gould et al. (1997)  utilizando tubos colorimétricos foi útil para 

investigação da etiologia do surto de PEM em bezerros de corte recém desmamados e confinados, 

principalmente por disponibilizar rapidamente os valores do sulfeto de hidrogênio ruminal. Um 

detalhe importante desta técnica é 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 determinação da concentração de gás sulfídrico ruminal foi 

adaptada de Gould et al. (1997) com as modificações descritas por Cunha et al. (2009). Inicialmente 

foi realizada a tricotomia da fossa paralombar esquerda e anti-sepsia com iodopovidona (PVPI). A 

punção ruminal foi realizada no ponto médio da porção mais dorsal da fossa paralombar esquerda 

utilizando-se agulha do cateter intravenoso 14G sem a cânula 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 gás sulfídrico, que já estava previamente inserido na bomba 

manual de vácuo (modelo AP-20S, Sensidyne®, Florida, EUA). As mensurações foram realizadas 

de acordo com o manual do fabricante da bomba de vácuo, padronizando em 100 mL de gás 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 hidrogênio com tempo de amostragem 

de 1,5 minutos. Para Loneragan et al. (1998) valores de sulfeto de hidrogênio 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 ingestão excessiva de sulfato (9.000 ppm enxofre 
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na matéria seca). Na análise do LCR de um animal com sintomatologia nervosa detectou-se 

aumento da concentração das proteínas (149mg/dL) e leve pleocitose (12 leucócitos/μL), 

sendo que 90% eram células mononucleares, 6% linfócitos e 4% neutrófilos. 

O exame macroscópico sob aplicação da luz ultra-violeta no comprimento de 365nm 

(lâmpada de Wood) é indicado como método auxiliar para diagnóstico da PEM causada tanto por 

deficiência da tiamina como por ingestão excessiva de enxofre (Little 1978, Edwin & Jackman 

1981, Shibahara et al. 1999, Gould 2000), mas existem várias teorias que tentam detectar a 

substância autofluorescente no cérebro. Para Little (1978) a fluorescência é produzida pela 

autofluorescência da lipofuscina-ceroide presente nos macrófagos. Falhas no teste podem ocorrer 

em animais no início da doença porque os macrófagos ainda não engolfaram as células necróticas e 

incorporaram nos lisossomos ou em fases intermediárias, em que a quantidade de lipofuscina-

ceroide presente nos macrófagos não é suficiente para emitir fluorescência. Entretanto, Edwin & 

Jackman (1981) descrevem que a fluorescência estaria correlacionada com elementos estruturais do 

cérebro como material semelhante a colágeno de alto peso molecular.  

As lesões da PEM por enxofre são caracterizadas por necrose cerebrocortical neuronal. 

Inicialmente os neurônios estão retraídos e com citoplasma homogêneo e eosinofílico. O núcleo está 

picnótico, desbotado ou ausente. Além disso, a neurópila perde o modelo dendritico normal e torna-

se homogênea e algumas vezes hipereosinofílica. Em estágios mais avançados, o tecido cortical 

afetado sofre cavitações, infiltram-se macrófagos e tecidos necróticos são removidos. Apesar das 

cavitações serem bastante evidentes, neste estágio a autofluorescência não é observada. Este nível 

de lesão é o mais comumente observado, na forma subaguda da doença envolvendo cegueira e 

ataxia (Gould 2000).  

Além das lesões corticais descritas anteriormente, podem ocorrer alterações de malacia e 

edema em estruturas profundas do encéfalo, como mesencéfalo, tálamo, núcleos 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 enxofre, 

hemorragias focais no tálamo e mesencéfalo ocorrem secundariamente a degeneração de veias e 

vênulas (Loneragan et al. 1998) e necrose fibrinóide de pequenas arteríolas (Hamlen et al. 1993, Hill 

& Ebbett 1997). Jeffrey et al. (1994) e Low et al. (1996) sugerem que nos casos em que há necrose 

neuronal cortical associada a lesões em estruturas mais ventrais do encéfalo, o quadro é sugestivo de 

PEM ocasionada por enxofre, favorecendo a diferenciação da PEM relacionada à deficiência 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 eficácia da resposta do tratamento com tiamina nos caso de intoxicação por 

enxofre nos bovinos estaria correlacionada inversamente com o grau de lesão do  encéfalo, pois, na 

maioria dos casos a terapia teve sucesso nos animais que apresentavam sinais neurológicos brandos, 

indicando que era fase inicial da PEM. 

A molécula de tiamina possui características químicas que conferem proteção contra os 

metabólicos tóxicos do enxofre, como sulfeto e sulfito, os quais são constantemente produzidos no 

rúmen. A tiamina age limpando os radicais livres, sendo que a deficiência pode aumentar a 

intensidade da peroxidação lipídica. A capacidade de reagir rapidamente com íons sulfito pode ser 

considerada como processo de desintoxicação. Este processo ocasiona destruição de um grande 

número de moléculas de tiamina, ocasionando deficiência secundária. A conformação molecular de 

tiamina é um anel aberto de tiazole com exposição do grupo –SH que pode servir como conjugado 

para desintoxicar derivados de sulfitos. Desta forma, a hipótese de que maior demanda por tiamina 

livre pode ser necessária nos casos de intoxicação por enxofre é plausível (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 administração de tiamina e glicocorticóides associado com a imediata 

substituição da alimentação e da água.  

A terapia de suporte recomendada consiste na administração 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 três dias. Administra-se também 0,2 mg de dexametasona por Kg de 

peso vivo por via intravenosa para redução do edema cerebral (McKenzie et al. 2009). Radostitis et 

al. (2007) recomenda a administração 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 três dias Em condições de 

campo, onde há dificuldade para a realização de um desses esquemas terapêuticos, tem sido 

utilizada a repetição das doses indicadas de 24 em 24 h por três dias consecutivos (Riet-Correa et al. 

2007). 

Loneragan et al. (1998) administraram dexametasona (0,2 mg/Kg, IV, dose única), tiamina 

(10 mg/Kg, IV, 12/12 h) e cetfiour sódico (1,1 mq/Kg, IM, 24/24 h) para uma novilha que 

apresentava sinais de ataxia, depressão, amauose e “head pressing” ocasionada pela ingestão de 

0,9% de enxofre na dieta. Após três 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 hídrica, apresentou cegueira e ataxia com 17 dias de confinamento. 

Na dosagem de gás sulfídrico ruminal realizada três dias antes do aparecimento dos sinais foi 

detectado valor de 13.448 ppm. Após 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 período experimental de 113 dias, a novilha 

foi sacrificada e foram observadas alterações macroscópicas e histopatológicas compatíveis com 

PEM.  
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O prognóstico do animal está diretamente associado com a administração da terapia suporte 

logo após o aparecimento dos sinais clínicos (Radostitis et al. 2007, McKenzie et al. 2009).  

 

2.1.8. Medidas de prevenção e controle 

A determinação da concentração de sulfeto de hidrogênio ruminal fornece evidências de 

consumo excessivo de enxofre podendo inclusive ser usada para monitorar situações de risco. Após 

a determinação de altos valores de gás sulfídrico, fontes alternativas de água e alimento devem ser 

disponibilizadas enquanto se espera os resultados da análise laboratorial da concentração de enxofre 

nos componentes da dieta e na água (Loneragan et al 1998).  

Kung et al. (1998) após avaliarem a capacidade do 9,10–anthraquinone de reduzir a 

produção excessiva de sulfeto de hidrogênio na fermentação ruminal in vitro, em diferentes tipos de 

culturas de microrganismos ruminais suplementados com várias formas do enxofre, concluíram que 

este produto pode ser utilizado pra prevenir a produção excessiva de sulfeto de hidrogênio ruminal.  

Como medidas de controle deve-se fornecer adequadamente a suplementação mineral, 

evitar a privação de água e mudanças bruscas ou excesso de enxofre na alimentação (Riet-Correa et 

al. 2007).  
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Trabalho a ser enviado para a revista Pesquisa Veterinária 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 enxofre. O presente trabalho teve como objetivo verificar se uma dieta rica em carboidrato de alta 

fermentação, baixa quantidade de fibra efetiva e alta concentração de enxofre (0,52% na matéria 

seca) pode induzir PEM em bovinos. Foram utilizados dez bezerros mestiços leiteiros, sendo que 

quatro bovinos ingeriram ração sem sulfato de sódio (G1), enquanto seis consumiram ração com 

sulfato de sódio (grupo 2). Exames clínicos (temperatura retal, frequência cardíaca e respiratória e 

motricidade ruminal) e laboratoriais (hemograma, fibrinogênio e proteína plasmática, pH fluido 

ruminal, concentração do sulfeto de hidrogênio ruminal, líquido cerebrospinal e histopatológico) 

foram realizados. A temperatura retal, a frequência cardíaca, o hemograma, o fibrinogênio e 

proteína plasmática, o pH do fluido ruminal e os valores do líquido cerebrospinal estava dentro dos 

valores de referência. Taquipnéia, hipomotricidade ruminal e elevados valores de sulfeto de 

hidrogênio ruminal foram observados nos bezerros do grupo G2. Um bezerro do grupo G2 

apresentou sinais neurológicos e lesões histopatológicas de PEM. Dois animais de cada grupo foram 

eutanasiados. Evidências de lesões microscópicas foram observadas somente nos bezerros G2, 

apesar dos dois animais não apresentarem sinais clínicos. Histologicamente as principais alterações 

observadas foram necrose neuronal cortical e lesões hemorrágicas nos núcleos basais, tálamo, 

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 fermentação e baixa 

quantidade de fibra efetiva.  

 

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

hidrogênio ruminal. 
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INTRODUÇÃO

A polioencefalomalacia (PEM) é uma doença cerebrocortical degenerativa dos ruminantes 

sendo o termo utilizado para indicar lesão de necrose laminar do córtex cerebral possuindo vários 

fatores associados a sua ocorrência (Gould 1998, 2000, Cebra & Cebra 2004, Burgess 2008, 

Santana et al 2009ab). 

Na literatura internacional a principal causa de PEM relatada tem sido intoxicação 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 deficiência da tiamina (Jensen et al 1956, Edwin & Jackman 1973), 

intoxicação por sal associada à privação de água (Trueman & Clague 1978, Osweiler et al 1995), 

intoxicação por chumbo (Christian & Tryphonas 1971), ingestão de melaço (Mella et al. 1976) e 

ingestão de plantas ricas em tiaminases (Pritchard & Eggleston 1978) e a infecção com o 

herpesvírus bovino 5 (BoHV-5) (Perez et al. 2003). 

No Brasil, existem relatos de ocorrência de surtos de PEM em bovinos ocasionados por 

intoxicação por sal associada à privação de água (Lemos et al. 1997, Nakazato et al. 2000), 

intoxicação por chumbo (Lemos et al. 2004, Traverso et al. 2004), forma aguda da intoxicação por 

Phalaris spp. (Souza & Irigoven 1999) e infecção 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 diagnóstico de PEM 

associado com distúrbio no metabolismo da tiamina (Santos et al 1983, Gonçalves et al. 2001, 

Mendes et al 2007), intoxicação por enxofre (Traverso et al 2001, Sant`Ana et al. 2009b) e 

alterações bruscas na dieta (Moro et al. 1994) foram estabelecidos correlacionando dados 



33

epidemiológicos, sinais neurológicos, achados histopatológicos e/ou resposta favorável à terapia 

com tiamina (diagnostico terapêutico),  sendo as etiologias determinadas a partir de suposições, não 

sendo confirmadas laboratorialmente. 

A necessidade da melhor compreensão 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 após a indução de PEM mediante a administração de amprólio ou sulfato de 

sódio (David et al 2007). Cunha et al (2008) induziram PEM em dois bovinos Nelore fornecendo 

diariamente por via nasoesofágica enxofre a 1% da matéria seca e Santana et al (2009c) intoxicaram 

cinco ovinos administrando por via oral amprólio nas doses diárias 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 fermentação e baixa quantidade de fibra efetiva pode induzir PEM 

em bovinos mestiços leiteiros.

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Foram utilizados 10 bezerros mestiçosleiteiro, machos, de oito meses de idade, com peso 

entre 100-120 kg e mantidos durante todo o período experimental em baias individuais. Os animais 

foram distribuídos aleatoriamente em dois grupos, sendo que quatro bovinos não tiveram adição de 

sulfato de sódio na ração (G1), enquanto que para seis animais foi acrescentado o sulfato de sódio 

(G2).  O grupo G1 foi constituído pelos bovinos 3, 5, 10 e 11, enquanto o grupo G2 pelos bezerros 

1, 4, 6, 7, 8 e 9. Na ração do grupo G2 foi adicionado diariamente como fonte de enxofre, o sulfato 

de sódio, totalizando consumo de 0,52% de enxofre na matéria seca. 
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O protocolo de intoxicação foi adaptado de Sager et al. (1990) com algumas modificações. 

O período experimental foi dividido em três fases. A fase 1 constituiu a adaptação dos bovinos com 

suplementação exclusiva de feno por um período de 14 dias, enquanto a fase 2 compreendeu um 

período de sete dias de transição do feno para ração, retirando-se 1/2 Kg do feno/dia/bezerro e 

adicionando-se 1/2 kg da ração/dia/bezerro. Na ultima fase (fase 3), os animais receberam durante 

14 dias exclusivamente ração. A ingestão do feno Coast-cross (Cynodon dactylon) e o consumo da 

ração foram de 2,5% do peso vivo.  

A ração fornecida era constituída por casca de aveia (30%), farelo de soja (18,5%), amido 

(17%), dextrose (17%), óleo milho (4%), uréia (3%), bicarbonato de sódio (2%), fosfato de cálcio 

(2,5%), sulfato de sódio (0,8%), cloreto de potássio (0,5%), óxido de magnésio (0,2%) e água 

(4,5%). Ainda foram incorporados na ração 2.000 UI/kg vitamina A, 100 UI/kg vitamina D, 20 

UI/kg vitamina E, 80 mg/kg ferro, 40 mg/kg manganês, 20 mg/kg zinco, 1 mg/kg cobalto, 1 mg/kg 

iodo e 4 mg/kg cobre. 

A análise bromatológica do feno de Coast-cross (Cynodon dactylon) (95,33% matéria seca; 

10,28% proteína bruta; 6,35% extrato etéreo; 4,54% minerais; 33,98% fibra bruta; 44,85% extrato 

não nitrogenado; 63,5% nutrientes digestíveis totais; 76,89% fibra detergente neutra; 40,7% fibra 

detergente ácida) e da ração (90,45% matéria seca; 21,19% proteína bruta; 4,31% extrato etéreo; 

10,7% minerais; 3,92% fibra bruta; 59,88% extrato não nitrogenado; 87,27% nutrientes digestíveis 

totais; 29,34% fibra detergente neutra; 13,25% fibra detergente ácida) foram realizadas no 

Laboratório de Bromatologia do Departamento de Melhoramento e Nutrição Animal da Faculdade 

de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” 

(FMVZ/UNESP/Botucatu). 

As análises de elementos minerais do feno de Coast-cross (Cynodon dactylon) (14 g/Kg de 

nitrogênio, 1,1 g/Kg de fósforo, 15 g/Kg de potássio, 2 g/Kg cálcio, 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 manganês e 
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16 mg/Kg de zinco) e da ração (3,32 g/Kg de nitrogênio,  5 g/Kg de fósforo, 6,5 g/Kg de cálcio, 2,2 

g/Kg de magnésio, 940 mg/Kg de enxofre, 227,5 mg/Kg de ferro, 80 mg/Kg de manganês, 0,80 

mg/Kg de selênio, 20 mg/Kg de cobre, 77,5 mg/Kg de zinco, 5,5 g/Kg de sódio, 35 mg/Kg de boro 

e 2,5 mg/Kg de molibdênio) foram realizadas, respectivamente, nos Laboratórios de Nutrição 

Mineral de Plantas do Departamento de Recursos Naturais e Ciência do Solo da Faculdade de 

Ciências Agronômicas da UNESP/Botucatu e no Instituto Campineiro de Análise de Solo e Adubo 

Ltda.  A dosagem de enxofre da água (11 mg/L) do poço semi-artesiano foi conduzida no 

Laboratório de Fertilizantes e Corretivos da Faculdade de Ciências Agronômicas da 

UNESP/Botucatu.  

Os animais foram retirados das baias, localizadas ao lado do local de exame e 

imediatamente colocados em tronco de contenção para a realização do exame físico. Em seguida, 

foram obtidas amostras de sangue para realização do hemograma, fibrinogênio e proteína 

plasmáticos, de gás ruminal para determinar às concentrações do sulfeto de hidrogênio ruminal (H2S 

ou gás sulfídrico) e por último colhido o fluido ruminal para realizar aferição do pH ruminal. 

Diariamente os animais foram monitorados visando detecção de sinais clínicos neurológicos, 

enquanto o exame físico, as dosagens de gás sulfídrico ruminal e as colheitas das amostras de 

sangue e líquido ruminal foram realizadas com intervalos sete ou 14 dias (quadro 1) para evitar 

estresse de manejo e interferência no consumo da ração. No final da fase 3 foram colhidas amostras 

do líquido cefalorraquidiano (LCR) dos animais 4, 6, 7, 8 e 9. 

As amostras de sangue total foram colhidas por venopunção da jugular em tubos contendo 

anticoagulante (EDTA) e submetidas à contagem de células em câmara hematimétrica de Neubauer, 

à determinação do volume globular pelo método do microhematócrito e à dosagem de hemoglobina 

pelo método da cianometahemoglobina, calculando-se posteriormente os índices hematimétricos 

(volume globular médio e concentração de hemoglobina globular média) (Coles, 1984). A 

contagem diferencial de leucócitos foi realizada em 100 células em esfregaços sanguíneos corados 



36

pelo panótico rápido. Para mensuração do fibrinogênio utilizou-se a técnica de precipitação no tubo 

de microhematócrito a 56°C, enquanto a proteína foi determinada diretamente pela refratometria 

(Coles, 1984).  

A técnica da dosagem de sulfeto de hidrogênio ruminal utilizada foi adaptada de Gould et al. 

(1997) com as modificações descritas a seguir. Inicialmente foi realizada a tricotomia da fossa 

paralombar esquerda e anti-sepsia com iodopovidona (PVPI), sendo que a punção ruminal foi 

realizada no ponto médio da porção mais dorsal da fossa paralombar esquerda utilizando-se agulha 

do cateter intravenoso 14G sem a cânula 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 gás sulfídrico, que já estava previamente inserido na bomba manual de 

vácuo (modelo AP-20S, Sensidyne®, Florida, EUA). As mensurações foram realizadas de acordo 

com o manual do fabricante da bomba de vácuo, padronizando em 100 mL de gás 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 hidrogênio com tempo de amostragem de 1,5 minutos. 

Nos momentos em que não ocorreu mudança na coloração do tubo, repetiu-se a dosagem e não 

detectando alteração foi estabelecido que o valor aferido estivesse abaixo do limite inferior de 

detecção do tubo (<25 ppm de H2S ruminal). 

As amostras do conteúdo ruminal foram obtidas por meio de uma bomba de sucção a vácuo, 

acoplada a um recipiente de vidro e a sonda oroesofágica tipo Schambye e Sorensen (Dirksen et al. 

1993). Para avaliação do pH ruminal (Phtek®, modelo pH100) os primeiros 200 mL foram 

desprezados para evitar contaminação pela saliva, sendo colhidos aproximadamente 100 mL de 

cada animal. 

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

sedação com 0,20 mg/kg/IV de cloridrato de xilazina (Vibaxil 2%, Virbac Saúde Animal, 
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Jurubatuba, SP, Brasil), tricotomia e anti-sepsia com iodopovidona (PVPI) foi realizada punção na 

cisterna atlanto-occipital com agulha spinal 20G x 3 ½”( BD, CAT.408373, São Paulo, SP, Brasil). 

As amostras de LCR foram coletadas em três tubos estéreis sem EDTA. Para análise do 

LCR foi utilizada uma fração da amostra do terceiro tubo. O número de leucócitos e hemácias por 

microlitro do LCR foi mensurado com o uso da câmara de Fuchs-Rosenthal. A contagem 

diferencial de leucócitos foi feita em lâminas preparadas por citocentrifugação (Citocentrífuga 

Citológica Microprocessada, 200D, CIENTEC, Piracicaba, SP, Brasil) e coradas com método 

Panótico (Instant Prov, NEWPRO, Pinhais, PR, Brasil). As proteínas (Sensiprot, Labtest 

Diagnóstica, Lagoa Santa, MG) e a glicose (Glicose Pap, Labtest Diagnóstica, Lagoa Santa, MG) 

foram dosadas com kits comerciais, empregando o método colorimétrico, cujas leituras das reações 

foram feitas em espectrofotômetro (Espectrofotômetro Digital B 44242 –Micronal- São Paulo – SP 

– Brasil).  

O bovino que morreu naturalmente (bezerro 1) e os animais submetidos à eutanásia (bezerros 4, 

5, 7 e 10) foram necropsiados. A eutanásia foi realizada utilizando cloridrato de xilazina (0,10 

mg/Kg por via intravenosa), tiopental sódico (8 mg/Kg por via intravenosa) e por último cloreto de 

potássio.  

Amostras de tecido hepático e renal dos animais 1, 4, 7 e 10 foram coletadas para dosagem 

de chumbo por espectrofotometria por absorção atômica no Centro de Assistência Toxicológica 

(CEATOX) do Instituto de Biociências da UNESP/Botucatu.  

Uma porção do córtex frontal do bezerro 1 foi colhida para realizar a técnica da PCR para 

detecção do DNA do herpesvírus bovino 5. O processo de extração de DNA foi realizado a partir de 

20 mg da amostra de encéfalo utilizando kit de extração QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN® cat 

nº. 51304). A técnica da PCR foi realizada segundo Claus et al. (2005) com algumas modificações. 

Os “primers” utilizados foram B5 (senso) específico 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 glicoproteína 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 Laboratório de Virologia Animal do 

Centro de Ciências Agrárias da Universidade Estadual de Londrina. Realizou-se a PCR com a 

enzima GoTaq® Green Master Mix (Promega, Madison, WI, EUA). A reação foi padronizada para 

um volume final de 50 µl e possuía 0,4 µM de cada oligonucleotídeo iniciador (senso e anti-senso), 

5 µl de DNA, 25 µl GoTaq® Green Master Mix, 8% DMSO (Sigma®) e água “nuclease-free” q.s.p. 

O processo de amplificação foi realizado em termociclador (Mastercycler® ep Eppendorf) de 

acordo com as seguintes condições de tempo e temperatura: 1 ciclo de 2 min a 95ºC seguido por 40 

ciclos de 40 segundos a 94ºC (denaturação), 1 min com temperatura de hibridização de 57,8 ºC, 1 

min a 72ºC (extensão) e um ciclo de extensão final de 5 min a 72ºC. Os produtos amplificados 

foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com GelRedTM (Biotium, 

Halward, CA, EUA) e visualizado sob luz ultra-violeta. Os géis foram documentados no 

ImageQuant® (GE Healthcare).  

Os fragmentos encefálicos (porção occipital do telencéfalo, tálamo, vermix do cerebelo e a 

porção final do tronco encefálico após o óbex) do bezerro 1 foram congelados e encaminhados para 

exame de imunofluorescência direta para diagnóstico diferencial de raiva no Departamento de 

Higiene e Saúde Pública da FMVZ/UNESP/Botucatu.  

Para o exame histopatológico foram colhidas as seguintes porções do sistema nervoso 

central (SNC): bulbo olfatório, córtex frontal (anterior) na altura do joelho do corpo caloso, córtex 

occipital (posterior), córtex parietal (dorso-lateral), núcleos basais, tálamo, mesencéfalo na altura 

dos colículos rostrais, ponte com pedúnculos cerebelares, bulbo na altura do óbex e cerebelo. 

Adicionalmente foram examinados em monobloco o gânglio de Gasser (trigêmeo), rete mirabile e 

hipófise (GRH). As amostras foram fixadas em formol tamponado a 10% para a realização do 

exame histopatológico.  
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Na análise histopatológica, a intensidade das lesões foi estabelecida considerando lesão 

discreta (1) quando menos de 25% do tecido estava afetado, moderado (2) referente a alterações de 

25 a 50% e acentuadas (3) indicando comprometimento acima de 50% do tecido avaliado. Os 

seguintes aspectos foram computados para a obtenção da intensidade das lesões: hemorragia, 

congestão, edema do neurópilo, infiltrado inflamatório, meningite, gliose focal, gliose difusa, 

neurônios vermelhos (neurônios com o citoplasma encolhido e eosinofílico e núcleo picnótico), 

neuronofagia, malacia (necrose do componente neuroectodérmico com manutenção das estruturas 

mesenquimais e infiltrado de macrófagos tumefeitos e com citoplasma espumoso [células Gitter]), e 

lesão residual (estruturas vasculares e células Gitter remanescentes, formando uma estrutura 

cavitária semelhante a um cisto). Cada um dos parâmetros avaliados foi relacionado à seção 

anatômica examinada, com o objetivo de determinar a localização das lesões produzidas pela 

doença no SNC. Adicionalmente, foram avaliados qualitativamente o tipo de infiltrado inflamatório 

e a presença de corpúsculos de inclusão intranucleares característicos de herpesvírus (Rissi et al. 

2006, Sant’Ana et al. 2009a). 

Para a avaliação das diferenças entre as médias dos resultados obtidos, foram utilizados os 

testes de análise de variância (ANOVA) para comparação entre as fases do período experimental 

por grupo e de Mann-Whitney para verificar diferenças entre os grupos G1 e G2. Para todos os 

resultados, foram consideradas significantes as análises que apresentaram p�0,05. Para as avaliações 

estatísticas, foi utilizado o software estatístico GraphPad InStat versão 3.0 para Windows (GraphPad 

Software). Para realização da análise estatística foi considerado o valor de 24 ppm nas aferições 

referentes aos valores inferiores a 25 ppm do sulfeto de hidrogênio ruminal.  

Todos os procedimentos realizados encontram-se de acordo com as normas e princípios 

éticos de experimentação animal, estabelecidos pela Câmara de Ética em Experimentação Animal 

da FMVZ/UNESP/Botucatu, sendo o experimento aprovado pela mesma (Protocolo nº117/2006-

CEEA). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O período inicial de 15 dias (fase 1) foi importante porque proporcionou adaptação dos 

animais nas baias, facilitou manejo dos mesmos no tronco para a realização dos exames físicos e 

colheita das amostras para a execução dos exames complementares propostos. Na fase 2, a mudança 

no intervalo de sete dias, de forma gradativa, da dieta contendo feno para alimentação 

exclusivamente com ração, não ocasionou distúrbios metabólicos como acidose ruminal. No final 

da fase de transição a ingestão de ração foi de 2,5% do peso vivo, consumo que se manteve em 

todos os animais durante os 14 dias da fase 3.  

A composição e a proporção dos ingredientes da ração do presente estudo, bem como os 

resultados da análise bromatológica e mineral foram muito similares à ração experimental utilizada 

por Sager et al (1990) no protocolo de indução por PEM por ingestão excessiva de enxofre. 

Para cálculo do consumo de enxofre pelos bovinos na fase 1, verificou-se que a ingestão do 

feno foi de 2,5% do peso vivo representando a ingestão de 0,35% de enxofre na matéria seca. Para o 

cálculo da ingestão de enxofre na água foi estimado que um bovino de 120 Kg mantido em 

temperatura ambiente de 28°C deve ingerir aproximadamente 20 litros de água por dia (Gould 

2000), totalizando o consumo de 220 mg de enxofre por dia (0,022% de enxofre). A ingestão de 

enxofre na água e feno na fase 1 totalizou o consumo de 0,37% na matéria seca, valor este acima do 

nível 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 explicação para incremento do enxofre no feno pode ser justificada pela intensa 

adubação com sulfato de amônio realizada pela empresa que comercializou o volumoso objetivando 

aumentar o seu valor nutritivo. O sulfato de amônio quando utilizado como fertilizante 

proporcionou aumento na concentração de enxofre na forragem (Arthington et al.  2002) e melhorou 



41

a digestibilidade da fibra em detergente ácido 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 cálculo do consumo de enxofre foi baseado na ingestão de 

2,5% do peso vivo da matéria seca da ração (0,09% de enxofre na matéria seca) somado ao da água 

(0,022% de enxofre por dia), totalizando, aproximadamente, 0,11% de enxofre na matéria seca. Para 

o grupo G2, acrescentou-se na ração como fonte de enxofre, o sulfato de sódio, que somado à 

ingestão do enxofre na água totalizou 0,52% de enxofre na matéria seca. O estabelecimento do nível 

tóxico na dieta fornecida para os bovinos do grupo G2 foi baseado nas recomendações do Klasing et 

al.  (2005), que preconizaram o valor de tolerância máxima de enxofre de 0,30% para dietas 

compostas com mais de 85% de concentrado.  

Na avaliação da temperatura retal foram verificadas diferenças 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 G1 e G2. Com relação a frequência cardíaca  e 

respiratória não foram observadas diferenças significativas entre as fases do período experimental e 

entre os grupos G1e G2. Os valores médios e desvios-padrão da temperatura retal e frequência 

cardíaca (quadro 2) permaneceram dentro da faixa de normalidade para a espécie bovina (Radostitis 

et al. 2007). Entretanto, episódios de taquipnéia foram observados em alguns animais dos dois 

grupos na fase de adaptação 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 episódios transitórios de taquipnéia nos bezerros ao ingerirem ração com excesso de 

enxofre. Os resultados das induções experimentais e as descrições de surtos de PEM por enxofre 

indicaram que antes dos animais apresentarem sinais neurológicos, a temperatura retal e as 

frequências cardíaca e respiratória podem estar  alteradas (Gunn et al. 1987, Mckenzie et al. 2009) 

ou não (Loneragan et al. 1998, Haydock 2003).  
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Com relação à motricidade ruminal (quadro 2), observou-se no grupo G1 e G2 diferença 

significativa (p<0,05) da Fase 1 com as Fases 2 e 3, mas não se notou diferença 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, não 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 à baixa 

quantidade de fibra oferecida, enquanto que na fase 3 pelo fornecimento de dieta contendo 

exclusivamente ração. A motricidade ruminal é estimulada pela presença de fibra efetiva, sendo que 

o fornecimento de concentrado em alta proporção, 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 cabeça e nistagmo vertical com quadro agudo, levando cerca de 10 horas desde o inicio 

dos sinais até a morte. Observações de sinais neurológicos semelhantes foram relatados por Gould 

(2000), Cebra & Cebra (2004), Burgess (2008) e Sant’Ana et al. (2009ab).  

Sager et al. (1990) observaram sinais neurológicos em apenas cinco de 14 bovinos 

alimentados com dieta semelhante ao da presente pesquisa, mas com teor de enxofre inferior 

(0,26%). Os sinais neurológicos nos animais foram identificados sete dias após inicio do 

fornecimento da ração e caracterizados, inicialmente, por apatia, com evolução para ataxia, 

amaurose, pressão da cabeça contra objetos e andar compulsivo. Gould et al. (1991) forneceram 

dieta semelhante ao da presente pesquisa e observaram sinais neurológicos similares aos descritos 

por Sager et al (1990), mas em cinco de nove bovinos após três dias da introdução da ração 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 e ataxia em três bovinos de um lote de 

quatro animais após dois dias do fornecimento da dieta contendo 0,41% de enxofre na matéria seca. 

Na presente pesquisa ao fornecer ração com 0,52% de enxofre acreditava-se que o número 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 não 

observaram quadro clínico com evolução aguda como identificado no bezerro 1. Provavelmente 

estas diferenças 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 mestiços. Pesquisas comparativas entre Bos taurus e Bos indicus sugerem que há 

diferenças entre os dois grupos quanto à ingestão alimentar e eficiência de utilização de rações com alta 

ou baixa densidade de energia (Putrino et al. 2007).  

Na avaliação do eritrograma (quadro 3), leucograma (quadro 4) e fibrinogênio plasmático 

(quadro 5) não foram verificadas diferenças significativas (p<0,05) entre as fases do período 

experimental e entre os grupos G1 e G2. Com relação a proteína plasmática (quadro 5) notou-se 

diferença significativa no grupo G1 entre o 14º dia da Fase 1 e 7 º dia da Fase 2 com os demais 

momentos, enquanto no grupo G2 não foram observadas diferenças entre os momentos e ao 

comparar os grupos G1 e G2 observou-se diferença significativa (p<0,05) no 1º e 14º dias da Fase 1 

e 14º dia da Fase 3.  Os resultados dos eritrogramas e leucogramas, assim como do fibrinogênio e da 

proteína plasmática (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 ingestão excessiva de enxofre na matéria seca (0,9%) e 

também não observaram alterações nos resultados do leucograma,  fibrinogênio e da proteína 

plasmática. 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 hematológicos em bovinos com PEM devido ingestão de Raphanus raphanistrum que 

continha elevado teor de enxofre (0,62%) e identificaram no eritrograma aumento da hemoglobina, 
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do volume globular e do número de hemácias, possivelmente devido a desidratação e leucocitose 

com hiperfibrinogemia indicando processo inflamatório.  

Os valores de gás sulfídrico ruminal (quadro 6) da fase 1 referente à primeira dosagem dos 

dois grupos experimentais e da segunda aferição (7º 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 aferição (7º dia) do H2S ruminal do grupo G1 e na terceira (14º 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 gás sulfídrico ruminal 

(5000 ppm) em bovinos alimentados exclusivamente com feno que continha também elevados 

teores de enxofre na análise mineral foliar. Acredita-se que a ingestão de 0,37% de enxofre na 

matéria seca tenha proporcionado os elevados valores de gás sulfídrico ruminal nos animais 

suplementados exclusivamente com volumoso (fase 1), justificando a importância da determinação 

deste elemento na dieta (Gould 2000), especialmente no Brasil onde diversos surtos de PEM foram 

relatados, mas a etiologia não 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 à intoxicação por enxofre, embora essa hipótese não tenha sido confirmada 

laboratorialmente.   

Após o inicio do fornecimento da ração (fase 3), os bovinos que receberam sulfato de sódio 

(G2) apresentaram valores de sulfeto de hidrogênio ruminal acima do considerado normal (Burgess 

2008), enquanto no grupo G1 os valores foram inferiores a 280 ppm (figura 1). Com relação aos 

valores médios do gás sulfídrico foram verificadas diferenças significativas (p<0,05) no G1 no 7º e 

14º 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 diferença significativa (p<0,05) entre os grupos G1 e G2 somente na Fase 

3 (quadro 6). Em determinados momentos, os valores de H2S ruminal do G2 foram 100 vezes 



45

superior aos do G1, indicando que o sulfeto de hidrogênio ruminal é um produto normal do 

metabolismo da microbiota ruminal, mas quando os bovinos consomem dietas com alto teor de 

enxofre, ocorre produção excessiva de H2S no rúmen podendo ocasionar a PEM (Gould 2000). 

Altos valores de gás sulfídrico ruminal em bovinos que ingeriram elevadas quantidades de enxofre 

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 gás sulfídrico ruminal 

utilizando tubos colorimétricos com a cromatografia líquida de alta eficiência, não observaram 

diferenças significativas entre os resultados obtidos, confirmando que a metodologia empregada no 

presente estudo reflete valores confiáveis da concentração de H2S ruminal, sendo desnecessário o 

uso de outras técnicas para este propósito. 

Variações nos valores do sulfeto de hidrogênio 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 constituída por 70% de farelo de glúten de milho 

(subproduto de grãos) e  30% de casca de algodão associado com sulfato de sódio em três diferentes 

concentrações, todas acima do recomendado por Klasing et al. (2005). Isto indica que o 

metabolismo ruminal do enxofre é rápido e que as concentrações do gás sulfídrico ruminal são 

dinâmicas e modificam rapidamente em resposta ao consumo de enxofre e a capacidade de 

absorção pela parede do rúmen (Loneragan et al. 1998).  

Gould et al. (1997), Gould (2000) e Burgess (2008) enfatizaram que o odor de “ovo podre” 

produzido pela eructação do gás sulfídrico ruminal foi associado ao aparecimento da PEM. Coghlin 

(1944) ao inspecionar a boca dos animais doentes e detectar o odor pútrido de “ovo podre” 

estabeleceu como causa do surto a ingestão excessiva de enxofre pelos bovinos. Apesar dos 

elevadores teores de sulfeto de hidrogênio 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 putrefação exalado 

pelos animais.  

Várias investigações têm focado a associação entre a PEM e as altas concentrações do gás 

sulfídrico 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 hidrogênio ruminal do bezerro 1 no momento em que 

o mesmo apresentava sinais neurológicos compatíveis 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 clínicos coincide com o aumento dos valores do sulfeto de hidrogênio 

ruminal, no presente estudo notou-se isto em apenas um bezerro, enquanto que nos outros animais 

mesmo apresentando elevadas concentrações de sulfeto de hidrogênio ruminal não foi identificada 

alteração neurológica no exame clínico.  

A determinação do gás sulfídrico ruminal tem sido importante nas investigações dos surtos 

de PEM porque elevadas concentrações do sulfeto de hidrogênio ruminal indicam participação do 

enxofre na etiopatogenia desta encefalopatia (Loneragan et al. 1998). A técnica de dosagem de 

sulfeto de hidrogênio 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 útil para monitorar situações de risco e auxiliar no diagnóstico definitivo da PEM por 

enxofre, podendo ser perfeitamente utilizada no campo. A utilização desta técnica associada à 

análise de enxofre na dieta, pastos, água e suplementos (Gould 2000) estabeleceriam a participação 

do enxofre nos casos de PEM no Brasil (Lima et al. 2005), bem como auxiliaria no diagnóstico 

diferencial de outras causas de encefalopatias (Barros et al. 2006).  

Na avaliação do pH ruminal foram verificadas diferenças significativas (p<0,05) somente no 

grupo G1 entre o 14º dia da Fase 3 com  14º dia da Fase 1 e 7º dia da Fase 2, não sendo observada 

diferença 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 determinação do pH ruminal de 

bovinos confinados submetidos a protocolos de indução experimental deve ser realizada para 

descartar a possibilidade da ocorrência da PEM por alteração no metabolismo da tiamina devido 

consumo excessivo de ração, que pode diminuir o pH. Na presente pesquisa, mesmo oferecendo na 

fase 3 uma dieta exclusivamente com ração, o menor valor aferido do pH ruminal foi de 6,2 para um 

animal, excluindo a possibilidade da ocorrência de acidose, pois, de acordo com Owens (2007) pH 

de fluido ruminal abaixo de 5,6 indica acidose crônica, enquanto inferior a 5,2 sugere acidose aguda.  

O quadro 8 apresenta os resultados da analise do LCR dos bezerros 4, 6, 7, 8 e 9 do 

grupo G2. Não foi colhido o LCR do bezerro 1 porque a evolução dos sinais neurológicos foi 

aguda. As contagens totais e diferenciais das células, assim como as concentrações da glicose 

e da proteína estão dentro dos valores normais (Stober 1993). Aumento na contagem total das 

células e na concentração da proteína são as alterações 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 concentração das proteínas (149mg/dL) e discreta pleocitose (12 

leucócitos/μL), sendo que 90% eram células mononucleares, 6% linfócitos e 4% neutrófilos. 

No Brasil, a raiva é a enfermidade neurológica mais frequentemente diagnosticada nos 

bovinos revelando a importância sócio-econômica e de saúde pública das enfermidades que 

acometem o SNC. Ao se realizar o diagnóstico diferencial das neuropatias dos bovinos, além da 

raiva deve-se também incluir todas as causas de PEM (Barros et al. 2006). O exame de 

imunofluorescência direta para raiva foi negativo para o bezerro 1, assim como não foi identificada 

a presença do DNA do BoHV-5 realizado por meio da técnica da PCR. Além disso, as 

concentrações de chumbo nas amostras de tecido hepático e renal (quadro 9) nos bezerros 1, 4, 7 e 

10 estavam abaixo dos níveis considerados tóxicos por Lemos & Riet-Correa (2007). 
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As alterações macroscópicas do encéfalo observadas no bezerro 1 indicaram edema do 

córtex parietal e occipital esquerdo, caracterizado por tumefação com achatamento dos giros 

cerebrais, sendo que este tipo de lesão 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 tumefação do córtex 

parietal e occipital ocasionaram compressão da porção lateral esquerda do cerebelo (figura 2), mas 

não foi suficiente para o animal desenvolver opistótono. Acredita-se que neste animal não ocorreu o 

deslocamento caudal (herniação) do bulbo e do cerebelo no sentido do forame magno conforme 

citado por Loneragan et al. (1998) e Kul et al. (1996) porque a evolução clínica foi aguda.  

No encéfalo dos animais 5 e 10 sacrificados do grupo G1 e dos bezerros 4 e 7 do grupo G2 

não foram observadas lesões macroscópicas, mas a ocorrência destas depende da severidade e 

duração do quadro clínico (Sant’Ana et al. 2009a). Áreas de hemorragia no encéfalo não foram 

observadas macroscopicamente, mas foi um achado comum, principalmente no telencéfalo e 

tálamo, nos surtos de PEM ocasionados por excesso de enxofre detectado em diferentes fontes, 

como a água (Hamlen et al. 1993, Haydock 2003),  o feno e água (Loneragan et al. 1998) e a cevada 

de malte  (Kul et al. 2006). 

O exame macroscópico sob aplicação pela lâmpada de Wood foi realizado conforme 

recomendado por Edwin & Jackman (1981) no encéfalo dos três animais do grupo G2 e não foi 

evidenciada a autofluorescência. Jeffrey et al. (1994), Gould et al. (1997), McAllister et al. (1997), 

Loneragan et al. (1998) e Haydock (2003) evidenciaram autofluorescência nos cérebros dos animais 

que desenvolveram sinais neurológicos e no histopatológico identificaram lesões de malacia no 

córtex referente as áreas de autofluorescência. Acredita-se que a fluorescência seja devida a 

metabólitos lipídicos em macrófagos (Little 1978) ou material semelhante a colágeno de alto peso 

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

complementares para definir a causa.    

Nos animais 5 e 10 do grupo G1 não foram observadas alterações histopatológicas. Nos 

animais 1, 4 e 7 do grupo G2, as lesões microscópicas predominaram no córtex frontal, parietal e 

occipital e incluíram necrose neuronal (neurônios vermelhos), edema de neurópilo e gliose, 

concordando com Gould (2000). Estas lesões foram acentuadas no bezerro que apresentou sinais 

neurológicos (figura 3) e com menor intensidade (discretas a moderadas) nos animais 4 e 7 do 

mesmo grupo que não apresentaram sinais clínicos. Somente no bezerro 1 foram observadas 

alterações discretas caracterizadas como necrose neuronal e edema nos núcleos basais (figura 4), 

tálamo (figura 5) e mesencéfalo. Em nenhum animal foi observado infiltrado de macrófagos 

espumosos (células gitter), manguitos perivasculares e lesões no cerebelo e no complexo gânglio de 

Gasser, rete mirabile e hipófise. 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 lesões 

no tálamo, 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 

indução experimental realizada por Cunha et al. (2008). Para Hamlen et al. (1993), Jeffrey et al. 

(1994) e Loneragan et al. (1998),  lesões hemorrágicas em estruturas mais ventrais do encéfalo 

como tálamo, ponte e bulbo associadas com necrose cortical podem auxiliar no diagnóstico 

diferencial da PEM por enxofre daquela ocasionada por deficiência de tiamina.  

Em dois surtos de PEM por enxofre, pode-se identificar hemorragias focais no tálamo e 

mesencéfalo ocorrendo secundariamente a degeneração de veias e vênulas (Loneragan et al. 1998) e 

necrose fibrinóide de pequenas arteríolas no tálamo e mesencéfalo (Hamlen et al. 1993). No 

presente trabalho foi somente identificada discreta hemorragia no mesencéfalo de um animal e 

provavelmente não 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 doença (Gould 2000), devido o 

consumo de enxofre muito mais alto do que os bovinos da presente pesquisa. Para Loneragan et al. 

(1998) a detecção de lesões profundas no encéfalo pode ser uma simples conseqüência da exposição 

a elevadas quantidades de sulfeto de hidrogênio, determinada pela quantidade de enxofre ingerido e 

produzido e absorvido. 

A identificação de alterações histológicas sugestivas de PEM em animais que não 

apresentam alterações neurológicas, mas com elevados valores de sulfeto de hidrogênio 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 indução de PEM em bovinos. Além disso, para estabelecer o diagnóstico 

definitivo da PEM por enxofre ficou evidenciado a importância de se utilizar na rotina métodos 

complementares, tais como, dosagem de gás sulfídrico ruminal, detecção do DNA do BoHV-5 pela 

PCR, imunofluorescência direta para raiva, determinação da concentração do chumbo nos 

fragmentos de tecido hepático e renal e do enxofre na dieta associados aos exames histopatológicos.  

A necessidade de aumentar a produtividade na bovinocultura no pais tem exigido a 

utilização de novas estratégias nutricionais, como a utilização de dietas ricas em energia e pobre em 

fibra associada com o uso de subprodutos da agroindústria. Consequentemente, cria-se condições de 

risco para ocorrência da PEM por enxofre, estimulando o desenvolvimento de pesquisas com o 

estabelecimento de modelos experimentais que permitem melhor compreensão da etiopatogenia da 

PEM no Brasil.  
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CONCLUSAO  

A PEM em bezerros mestiços leiteiros foi ocasionada pelo consumo excessivo de enxofre 

(0,52% matéria seca) associado com dieta rica em carboidrato de alta fermentação e baixa 

quantidade de fibra efetiva.
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Quadro 1. Momentos em que foram realizados os exames físicos, as colheitas de amostras de 

sangue total e de fluido ruminal e as dosagens de sulfeto de hidrogênio ruminal (H2S) dos bovinos 

do grupo que ingeriu ração sem sulfato de sódio (G1) e do que consumiu ração com sulfato de sódio 

(G2) nas três fases do protocolo de indução experimental de polioencefalomalacia em bezerros 

mestiços. 

Fases Exame físico 

(dia)

Sangue

(dia)

H2S ruminal

(dia)

Fluido ruminal 

(dia)

1 1°, 7° e 14°  1° e 14°  1°, 7° e 14°  1°, 7° e 14°  

2 7°  7°  7°  7°  

3 7° e 14°  14°  3°, 7°, 10° e 14°  7° e 14°  
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Quadro 5. Valores médios e desvios-padrão ( x ± �) do fibrinogênio plasmático (g/dL) e proteína 

plasmática (mg/dL) avaliados nas três fases do protocolo de indução de polioencefalomalacia nos 

bezerros do grupo que ingeriu ração sem sulfato de sódio (G1) e do que consumiu ração com 

sulfato de sódio (G2).  

 Fibrinogênio plasmático (mg/dL) Proteína plasmática (g/dL) 

 G1 G2  G1 G2  

Fase 1  

1º dia 150±57,7Aa 300±109,5 Aa 8,1±0,2 Aa 6,88±0,2Ab

14º dia 250±100 Aa 266,66±103,2 Aa 7,15±0,34Ba 6,33±0,7Ab

Fase 2 

7º dia 250±100 Aa 440±89,4 Aa 6,9±0,11 Ba 7,0±0,2Aa

Fase 3 

14º dia 450±100 Aa 360±89,4 Aa 7,65±0,3Aa 6,84±0,1Ab

Letras maiúsculas diferentes nas colunas indicam diferença significativa (p<0,05) entre as fases do período experimental. 
Letras minúsculas diferentes nas linhas indicam diferença significativa (p<0,05) entre os grupos G1e G2. 
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Quadro 6. Valores médios e desvios-padrão ( x ± �) do sulfeto de hidrogênio ruminal (ppm) 

avaliados nas três fases do protocolo de indução de polioencefalomalacia nos bezerros do grupo que 

ingeriu ração sem sulfato de sódio (G1) e do que consumiu ração com sulfato de sódio (G2). 

 G1  G2  

Fase 1  

1º dia 24Aa 46±51Aa

7º dia 1.300 ± 621,82Ba 128,83 ± 149,99Aa 

14º dia 1.725 ± 618,46Ba 1.255 ± 928,15Aa 

Fase 2 

7º dia 47,25 ± 35,45Aa 803,33 ± 610,39Aa 

Fase 3 

3º dia 73,5 ± 44,22Aa 3.900 ± 1.282,57Bb 

7º dia 50,5 ± 53Aa 3.900 ± 2.284,73Bb 

10º dia 205 ± 57,44Aa 3.960 ± 1.289,57Bb 

14º dia 49,75 ± 20,82Aa 3.240 ± 1.533,94Bb 

Letras maiúsculas diferentes nas colunas indicam diferença significativa (p<0,05) entre as fases do período experimental. 
Letras minúsculas diferentes nas linhas indicam diferença significativa (p<0,05) entre os grupos G1e G2. 
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Quadro 7. Valores médios e desvios-padrão ( x ± �) do pH ruminal avaliados nas três fases do 

protocolo de indução de polioencefalomalacia nos bezerros do grupo que ingeriu ração sem sulfato de 

sódio (G1) e do que consumiu ração com sulfato de sódio (G2). 

 pH ruminal 

 G1  G2  

Fase 1  

1º dia 7,06±0,12ACa 6,90±0,23 Aa 

7º dia 6,91±0,20ACa 6,88±0,34Aa 

14º dia 6,59±0,22Aa 6,73±0,16Aa 

Fase 2  

7º dia 6,56±0,24Aa 6,78±0,16Aa 

Fase3  

7º dia 6,8±0,32ACa 6,66±0,21Aa 

14º dia 7,15±0,19BCa 6,87±0,27Aa 

Letras maiúsculas diferentes nas colunas indicam diferença significativa (p<0,05) entre as fases do período experimental. 
Letras minúsculas diferentes nas linhas indicam diferença significativa (p<0,05) entre os grupos G1e G2. 
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Quadro 8.  Valores individuais da contagem das hemácias, do total e diferencial das células 

nucleadas, dos teores de glicose (mg/dL) liquórica e sérica e proteína (mg/dL) das amostras do 

líquido cefalorraquidiano colhidas no final da 3 fase do protocolo de indução de 

polioencefalomalacia nos bezerros do grupo que consumiu ração com sulfato de sódio (G2). 

Bovinos (G2) Parâmetros 

4 6 7 8 9 

Hemácias (células/μL) <1 2 13 24 <1 

Células nucleadas (células/μL) 1 6 <1 2 <1 

Neutrófilos (%) 2 0 4 0 0 

Células mononucleares (%) 5 6 4 8 1 

Linfócitos (%) 2 40 92 48 0 

Macrófagos (%)  3 54 0 44 0 

Glicose (mg/dL) 51 32  33  33  41 

Proteínas 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 hepático 

(μg/g) e renal (μg/g) colhidas do bezerro 10 do grupo que ingeriu ração sem sulfato de sódio (G1) e 

dos bezerros 1, 4 e 7 do que consumiram ração com sulfato de sódio (G2) 

G1 G2 Tecido

10  1 4 7 

Hepático (μg/g) 0,24  <0,05 0,068 0,27 

Renal (μg/g) 0,13  <0,05 0,05 0,16 
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Gráfico Box plot 14.12 
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Figuras histopatológico (enxofre modificado) 
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Trabalho a ser enviado para a revista Pesquisa Veterinária Brasileira. 

 

Polioencefalomalacia em bezerros induzida por inoculação 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 (107,2  

TCID50/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, BoHV-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 regiões do Brasil. O objetivo do trabalho foi induzir PEM em 

bezerros pela inoculação experimental com BoHV-5. Seis bezerros foram inoculados com o BoHV-5 

pela via intranasal com instilação de 0,5mL do inóculo em cada narina, totalizando uma dose viral de 

107,2 DICT50/mL). Durante os 30 dias pós inoculação (p.i.) experimental, exames clínicos (temperatura 

retal, frequência cardíaca e respiratória e motricidade ruminal) e laboratoriais (hemograma, 

fibrinogênio plasmático e proteína plasmática, pH fluido ruminal, concentração do sulfeto de 

hidrogênio ruminal, líquido cerebrospinal e histopatológico) foram realizados. A presença do vírus foi 

investigada em seis porções do encéfalo, no gânglio do trigêmeo e no líquido cefalorraquidiano (LCR) 

pela reação em cadeia da polimerase (PCR). Um bezerro apresentou sinais neurológicos começando no 

12º dia p.i., vindo a óbito após seis horas. Os outros cinco bezerros permaneceram assintomáticos e 

foram eutanasiados no final do período experimental. A frequência respiratória e cardíaca, a 

motricidade ruminal, o fibrinogênio e proteína plasmática, o pH do fluido ruminal e os valores da 

concentração do sulfeto de hidrogênio ruminal estavam dentro dos valores de referência. A temperatura 

retal exibiu uma tendência a se elevar entre o 9º e 11º dias p.i. As alterações no eritrograma e no 

leucograma foram discretas e inespecíficas. No LCR foi possível identificar pleocitose no bezerro 

sintomático e nos assintomáticos. O DNA do BoHV-5 foi identificado em várias porções do encéfalo, 

nos gânglios do trigêmeo e no LCR do bezerro no momento em que apresentou encefalopatia. 

Microscopicamente observaram- se necrose cerebrocortical, encefalite e meningite não supurativa. A 

infecção experimental com o BoHV-5 ocasionou polioencefalomalacia nos bezerros, podendo ser 

assintomática. 

 

INDEX-TERMS: necrose cerebrocortical, BoHV-5, bovino, modelo experimental, diagnóstico. 
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INTRODUÇÃO

O herpesvirus bovino 5 (BoHV-5) é um alfaherpesvírus associado à infecções neurológicas 

acompanhadas de meningoencefalite (Rissi et al. 2008, Del Médico Zajac et al. 2009) e considerado 

como um dos agentes etiológicos 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  é considerado como uma das principais causas 

virais de encefalopatia nos bovinos e a ocorrência da doença tem aumentado (Lisboa et al. 2009), 

com casos e/ou surtos reportados no Estado de Goiás (De Paula et al. 2005), no Mato Grosso do Sul 

e São Paulo (Salvador et al. 1998), Minas Gerais (Botelho 2000), São Paulo (Cunha et al. 2009a), 

São Paulo e 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), Pará (Riet-Correa et al. 2006) e Paraná (Claus et al. 2007, Lisboa et al. 2009, Lunardi et 

al. 2009). 

A polioencefalomalacia (PEM) é uma doença cerebrocortical degenerativa dos ruminantes 

sendo o termo utilizado para indicar lesão de necrose laminar do córtex cerebral possuindo vários 

fatores associados a sua ocorrência (Gould 1998, 2000, Cebra & Cebra 2004, Burguess 2008, 

Santana et al. 2009ab).  

Na literatura internacional e nacional as outras causas de PEM relatadas são: intoxicação 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), deficiência da tiamina (Jensen et al. 1956, Edwin & Jackman 1973, Santos et al. 1983, 
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Gonçalves et al. 2001, Mendes et al. 2007), intoxicação por sal associada à privação de água 

(Trueman & Clague 1978, Osweiler et al. 1995, Lemos et al. 1997, Nakazato et al. 2000), alterações 

bruscas na dieta (Moro et al. 1994), intoxicação por chumbo (Christian & Tryphonas 1971, Lemos 

et al. 2004, Traverso et al. 2004), ingestão de melaço (Mella et al. 1976) e ingestão de plantas ricas 

em tiaminases (Pritchard & Eggleston 1978). 

Considerando as diversas causas da PEM e a semelhança clínica entre elas (Claus et al. 

2002, Elias et al. 2004, Barros et al. 2006), o diagnóstico ante-mortem é difícil de ser estabelecido, 

visto que essas enfermidades não possuem sinais patognomônicos, podendo ser confundida com 

qualquer outro quadro de encefalopatia. Desta forma, os métodos laboratoriais são de importância 

fundamental para o diagnóstico diferencial entre os agentes etiológicos da PEM.  

A literatura nacional é escassa em relação às alterações hematológicas e liquóricas e valores 

da dosagem de sulfeto de hidrogênio ruminal como métodos complementares que possam auxiliar 

no diagnóstico diferencial da PEM causada pela ingestão excessiva de enxofre ou pela infecção 

como o BoHV-5. Além disso, quando se investigou a possível relação entre a PEM e encefalite por 

BoHV-5 (Elias et al. 2004, David et al. 2007) foi observado a indução de PEM por meio da 

administração de amprólio ou enxofre em bovinos previamente inoculados com BoHV-5. 

 O objetivo do trabalho foi avaliar aspectos clínicos e laboratoriais da indução da necrose 

cerebrocortical em bovinos pela inoculação experimental com o BoHV-5.  
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MATERIAL E MÉTODOS 

Foram utilizados seis bezerros mestiços leiteiros, machos, de 8 meses de idade, com peso 

entre 80-100 kg e mantidos durante 30 dias em um piquete. Os animais recebiam água e capim-

elefante (Pennisetum purpureum, Schum.) cv. Napier triturado à vontade. Foram excluídos do 

experimento os animais que apresentavam anticorpos séricos contra o herpesvírus bovino, 

detectados pela técnica de vírus  neutralização (Ferreira et al. 2005, Dias et al. 2008). 

A análise bromatológica do capim elefante (30,87% matéria seca; 5,63% proteína bruta; 

2,11% extrato etéreo; 8,2% minerais; 42,86% fibra bruta; 80,65% extrato não nitrogenado; 48,35% 

nutrientes digestíveis totais; 80,65% fibra detergente neutra; 48,86% fibra detergente ácida) foi 

realizada no Laboratório de Bromatologia do Departamento de Melhoramento e Nutrição animal da 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista “Júlio de 

Mesquita Filho” (FMVZ/UNESP/Botucatu). 

As análises de elementos minerais do capim elefante (10 g/Kg de nitrogênio; 2,2 g/Kg de 

fósforo; 10 g/Kg de potássio; 4 g/Kg cálcio; 3,2 g/Kg de magnésio; 1,3 g/Kg de enxofre; 12 mg/Kg 

de boro; 6 mg/Kg de cobre; 135 mg/Kg de ferro; 28 mg/Kg  de manganês; 34 mg/Kg de zinco) foi 

realizada no Laboratório de Nutrição Mineral de Plantas do Departamento de Recursos Naturais e 

Ciência do Solo da Faculdade de Ciências Agronômicas da UNESP/Botucatu.  A dosagem de 

enxofre da água (11 mg/L) do poço semi-artesiano foi conduzida no Laboratório de Fertilizantes e 

Corretivos da Faculdade de Ciências Agronômicas da UNESP/Botucatu.  

Os bezerros foram inoculados com o BoHV-5 pela via intranasal com instilação de 0,5mL 

do inóculo em cada narina, totalizando uma dose viral de 107,2 DICT50 /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 Laboratório de Virologia Animal do Centro de Ciências Agrárias da Universidade 
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Estadual de Londrina. O título viral, expresso em doses infecciosas para cultura de tecidos 50% 

(DICT50) foi obtido segundo Reed e Muench (1938). 

Os animais foram examinados diariamente no piquete avaliando-se temperatura retal, 

frequência cardíaca e respiratória, motricidade ruminal, presença de secreção nasal e/ou ocular e de 

sinais neurológicos. As amostras de sangue para realização do hemograma, fibrinogênio e proteína 

plasmática foram colhidas antes da inoculação (M0) e depois com intervalos de 96 horas, 

totalizando sete momentos (M1, M2, M3, M4, M5, M6 e M7). As dosagens do sulfeto de 

hidrogênio ruminal (H2S ou gás sulfídrico) e as aferições do pH ruminal foram realizadas 

semanalmente. As amostras do líquido cefalorraquidiano (LCR) dos bezerros foram colhidas nos 

dias 10º, 17º 24º e 30º pós-inoculação (p.i) ou quando os mesmos apresentassem sinais 

neurológicos.  

As amostras de sangue total foram colhidas por venopunção da jugular em tubos contendo 

anticoagulante (EDTA) e submetidas à contagem de células em câmara hematimétrica de Neubauer, 

à determinação do volume globular pelo método do microhematócrito e à dosagem de hemoglobina 

pelo método da cianometahemoglobina, calculando-se posteriormente os índices hematimétricos 

(volume globular médio e concentração de hemoglobina globular média) (Coles 1984). A contagem 

diferencial de leucócitos foi realizada em 100 células em esfregaços sanguíneos corados pelo 

panótico rápido. Para mensuração do fibrinogênio utilizou-se a técnica de precipitação no tubo de 

microhematócrito a 56°C, enquanto a proteína foi determinada diretamente pela refratometria 

(Coles 1984).  

Para verificação da presença de anticorpos contra o herpesvírus bovino as amostras de soro 

sanguíneo obtidas foram conservadas a -20ºC e descongeladas unicamente para a realização do 

exame de vírus neutralização (Ferreira et al. 2005, Dias et al. 2008) realizado no Laboratório de 

Virologia Animal do Centro de Ciências Agrárias da Universidade Estadual de Londrina. 
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As coletas de LCR foram realizadas segundo procedimento proposto por Mayhew (1989).  

Após sedação com 0,20 mg/kg/IV cloridrato de xilazina (Vibaxil 2%, Virbac Saúde Animal, 

Jurubatuba, SP, Brasil), tricotomia e anti-sepsia com iodopovidona (PVPI) foi realizada punção na 

cisterna atlanto-occiptal com agulha “spinal” 20G x 3 ½” (BD, CAT.408373,  São Paulo, SP , 

Brasil). 

As amostras de LCR foram coletadas em três tubos de ensaio estéreis sem EDTA. A 

amostra do segundo tubo foi congelada a -80ºC para a realização da PCR e uma fração da terceira 

amostra foi analisada no intervalo máximo de 15 min. após coleta. O número de leucócitos e 

hemácias por microlitro do LCR foi mensurado com o uso da câmara de Fuchs-Rosenthal. A 

contagem diferencial de leucócitos foi feita em lâminas preparadas por citocentrifugação 

(Citocentrífuga Citológica Microprocessada, 200D, CIENTEC, Piracicaba, SP, Brasil) e coradas 

com método Panótico (Instant Prov, NEWPRO, Pinhais, PR, Brasil). As proteínas (Sensiprot, 

Labtest Diagnóstica, Lagoa Santa, MG) e a glicose (Glicose Pap, Labtest Diagnóstica, Lagoa Santa,  

MG, Brasil) foram dosadas com kits comerciais, empregando o método colorimétrico, cujas leituras 

das reações foram realizadas em espectrofotômetro (Espectrofotômetro Digital B 44242, Micronal, 

São Paulo, SP, Brasil).  

A técnica da dosagem de sulfeto de hidrogênio ruminal utilizada foi adaptada de Gould et al. 

(1997) com as modificações descritas a seguir. Inicialmente foi realizada a tricotomia da fossa 

paralombar esquerda e anti-sepsia com iodopovidona (PVPI), sendo que a punção ruminal foi 

realizada no ponto médio da porção mais dorsal da fossa paralombar esquerda utilizando-se agulha 

do cateter intravenoso 14G sem a cânula 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 gás sulfídrico, que já estava previamente inserido na bomba manual de 

vácuo (modelo AP-20S, Sensidyne®, Florida, EUA). As mensurações foram realizadas de acordo 
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com o manual do fabricante da bomba de vácuo, padronizando em 100 mL de gás para valores entre 

25 a 1.000 ppm (modelo 120 SF, Sensidyne®, Florida, EUA) de sulfeto de hidrogênio com tempo 

de amostragem de 1,5 minutos. Nos momentos em que não ocorreu mudança na coloração do tubo, 

repetiu-se a dosagem e não detectando alteração foi estabelecido que o valor aferido estivesse 

abaixo do limite inferior de detecção do tubo (<25 ppm de H2S ruminal). 

As amostras do conteúdo ruminal foram obtidas por meio de uma bomba de sucção a vácuo, 

acoplada a um recipiente de vidro e a sonda oroesofágica tipo Schambye e Sorensen (Dirksen et al. 

1993). Para avaliação do pH ruminal (Phtek®, modelo pH100) os primeiros 200 mL foram 

desprezados para evitar contaminação pela saliva, sendo colhidos aproximadamente 100 mL de 

cada animal. 

Os bovinos que vieram a óbito e os animais submetidos à eutanásia foram necropsiados. A 

eutanásia foi realizada utilizando cloridrato de xilazina (0,10 mg/Kg por via intravenosa), tiopental 

sódico (8 mg/Kg por via intravenosa) e por último cloreto de potássio.  

Amostras de tecido hepático e renal de todos os animais foram coletadas para dosagem de 

chumbo e encaminhadas para o Centro de Assistência Toxicológica (CEATOX) do Instituto de 

Biociências da UNESP/Botucatu.  

Para o exame histopatológico foram colhidas as seguintes porções do sistema nervoso 

central (SNC): bulbo olfatório, córtex frontal (anterior) na altura do joelho do corpo caloso, córtex 

occipital (posterior), córtex parietal (dorso-lateral), núcleos basais, tálamo, mesencéfalo na altura 

dos colículos rostrais, ponte com pedúnculos cerebelares, bulbo na altura do óbex e cerebelo. 

Adicionalmente foram examinados em monobloco o gânglio de Gasser (trigêmeo), rete mirabile e 

hipófise (GRH). As amostras foram fixadas em formol tamponado a 10% para a realização do 

exame histopatológico.  

Na análise histopatológica, a intensidade das lesões foi estabelecida, considerando lesão 

discreta (1) quando menos de 25% do tecido estava afetado, moderado (2) referente a alterações 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 obtenção da intensidade das lesões: hemorragia, 

congestão, edema do neurópilo, infiltrado inflamatório, meningite, gliose focal, gliose difusa, 

neurônios vermelhos (neurônios com o citoplasma encolhido e eosinofílico e núcleo picnótico), 

neuronofagia, malacia (necrose do componente neuroectodérmico com manutenção das estruturas 

mesenquimais e infiltrado de macrófagos tumefeitos e com citoplasma espumoso [células Gitter]), e 

lesão residual (estruturas vasculares e células Gitter remanescentes, formando uma estrutura 

cavitária semelhante a um cisto). Cada um dos parâmetros avaliados foi relacionado à seção 

anatômica examinada, com o objetivo de determinar a localização das lesões produzidas pela 

doença no SNC. Adicionalmente, foram avaliados qualitativamente o tipo de infiltrado inflamatório 

e a presença de corpúsculos de inclusão intranucleares característicos de herpesvírus (Rissi et al. 

2006, Sant’Ana et al. 2009a). 

Encéfalo e gânglio trigêmeo de seis bovinos clinicamente saudáveis foram colhidos em um 

frigorífico localizado no município de Lençóis Paulistas, SP e fixados em formol a 10% para 

controle histológico.  

Para a realização da técnica da PCR foram utilizados amostras do líquor e fragmentos do 

SNC que estavam conservados a - 80ºC. Os fragmentos do encéfalo utilizados para detecção do 

DNA do BoHV-5 foram: bulbo olfatório, córtex frontal, córtex occipital, tálamo, gânglio do 

trigêmeo e núcleos basais. 

As extrações de DNA das amostras de encéfalo e LCR foram realizadas utilizando os 

respectivos kits de extração, QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN® cat nº. 51304) e QIAamp 

MiniElute® Vírus (QIAGEN® cat nº. 57704).  A técnica da PCR foi realizada segundo Claus et al. 

(2005) com algumas modificações. Os “primers” utilizados foram B5 (senso) específico 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 GCT CG-3’ NT 519-538), que amplificaram fragmento 
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com 159 pb do gene da glicoproteína 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 Laboratório de Virologia Animal do Centro de Ciências Agrárias da Universidade Estadual de 

Londrina. Realizou-se a PCR com a enzima GoTaq® Green Master Mix (Promega, Madison, WI, 

USA). A reação foi padronizada para um volume final de 50 µl e possuía 0,4 µM de cada 

oligonucleotídeo iniciador (senso e anti-senso), 5 µl de DNA, 25 µl GoTaq® Green Master Mix, 8% 

DMSO (Sigma®) e água “nuclease-free” q.s.p. O processo de amplificação foi realizado em 

termociclador (Mastercycler® ep Eppendorf) de acordo com as seguintes condições de tempo e 

temperatura: 1 ciclo de 2 min a 95ºC seguido por 40 ciclos de 40 segundos a 94ºC (denaturação), 1 

min com temperatura de hibridização de 57,8 ºC, 1 min a 72ºC (extensão) e um ciclo de extensão 

final de 5 min a 72ºC. Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose a 1,5%, corado com GelRedTM (Biotium, Halward, CA, EUA) e visualizado sob luz ultra-

violeta. Os géis foram documentados no ImageQuant® (GE Healthcare).  

Para a avaliação das diferenças entre as médias dos resultados obtidos, comparando entre os 

dias após inoculação, foram feitos os testes de análise de variância (ANOVA) para as amostras que 

apresentaram distribuição normal (temperatura retal, frequência cardíaca e respiratória, motricidade 

ruminal, leucograma, fibrinogênio plasmático, proteína plasmática e pH ruminal) e de Kruskal-

Wallis para os dados não paramétricos (células nucleadas, neutrófilos, células mononucleares, 

linfócitos, macrófagos e glicose do LCR) (Sampaio 1998). Para todos os resultados, foram 

consideradas significantes as análises que apresentaram p� 0,05. Para as avaliações estatísticas, foi 

utilizado o software estatístico GraphPad InStat versão 3.0 para Windows (GraphPad Software).  

Todos os procedimentos realizados encontram-se de acordo com as normas e princípios 

éticos de experimentação animal, estabelecidos pela Câmara de Ética em Experimentação Animal 

da FMVZ/UNESP/Botucatu, sendo o experimento aprovado pela mesma (Protocolo nº117/2006-

CEEA). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os valores médios e desvios-padrão da temperatura retal, frequência cardíaca e respiratória e 

motricidade ruminal aferidos durante período de 30 dias nos seis bezerros mestiços após infecção 

experimental com o BoHV-5 estão apresentados no quadro 1 e foram verificadas diferenças 

significativas (p<0,05) na avaliação da temperatura retal no 9º e 25º dias e  da frequência respiratória 

no 2º e 13º dias. Exceto a temperatura retal, os demais parâmetros físicos avaliados permaneceram 

dentro da faixa de normalidade para a espécie bovina (Radostits et al. 2007). Os valores mais 

elevados de temperatura retal (40,5ºC) foram identificados entre os dias 4 e 7 e 9 e 11 após 

inoculação (figura 1).  Perez et al. (2002) e Isernhagen (2005) observaram elevação significativa da 

temperatura entre os dias 8 a 12 p.i.. Hübner et al. (2005) observaram moderada hipertermia no 3º e 

4º dias p.i. A elevação de temperatura não é um achado constante nas inoculações experimentais por 

BoHV-5 (Meyer et al. 2001, Vogel et al. 2003) e em casos naturais (Perez et al. 2003). Neste estudo 

e nas inoculações experimentais realizadas por Perez et al. (2002), Hübner et al. (2005) e 

Isernhagem (2007), a elevação de temperatura observada não foi significativa para ocasionar febre.  

Todos os animais apresentaram secreção nasal do 2º ao 10º dia, mantendo-se em alguns 

animais por vários dias, enquanto que em outros foi intermitente, inclusive em dois bezerros evoluiu 

para aspecto mucopurulento. Em um animal observou-se discreta secreção ocular no 15º dia p.i. A 

secreção nasal é 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, Hübner et al. 2005, Isernhagen 2005). Presença de secreção ocular foi identificada 

somente em um bezerro, enquanto Isernhagen (2005) evidenciou em dois, mas em ambos os 

estudos o volume era pequeno. Na presente pesquisa não se notou nos animais sinais como tosse e 

comprometimento das vias áreas posteriores. Entretanto, Hübner et al. (2005) e Isernhagen (2005) 
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descreveram que alguns bezerros exibiram tosse seca e esporádica, mas também não observaram 

comprometimento das vias áreas posteriores. 

Durante o período de observação de 30 dias p.i. notou-se um bezerro (bovino 1) com sinais 

de encefalopatia (12 p.i.) e outro (bovino 2) foi encontrado morto no piquete pela manhã (21 p.i.). 

Os demais quatro animais não exibiram qualquer alteração neurológica e foram considerados 

assintomáticos. Ashbaugh et al. (1997) inocularam BoHV-5 em dois bezerros de 4 a 6 meses de 

idade e não observaram sinais neurológicos durante os 15 dias de avaliação. Cascio et al. (1999) não 

observaram sinais neurológicos em quatro bovinos com idade entre três a quatro meses, mesmo 

realizando administração de dexametasona 30 dias p.i. com o BoHV-5. Meyer et al. (2001) ao 

compararem a patogenia da infecção 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. Após oito dias da administração de 

dexametasona, identificaram outros quatro bezerros com sinais neurológicos. Vogel et al (2003) 

inocularam o BoHV-5 em 12 animais  e somente observaram sinais de encefalopatia em três 

bezerros após sete dias depois da aplicação de dexametasona. Vogel et al. (2004) não observaram 

sinais neurológicos após inoculação com BoHV-5 em seis bezerros, mesmo realizando 

administração da dexametasona 60 dias após inoculação. Hübner et al. (2005) observaram sinais de 

encefalopatia em três 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 neurológicos em 

quatro animais. Os trabalhos experimentais indicam diversidade de resultados quanto ao número 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 12º p.i. e caracterizados 

inicialmente, por disfagia, convulsões localizadas e pleurótono. Após um intervalo de tempo de 6 h, 

o bezerro apresentava ataxia, andar em círculos, andar compulsivo, evoluindo para decúbito com 

convulsões generalizadas e movimentos de pedalagem, sendo submetido à eutanásia in extremis. 

Perez et al. (2002) observaram alterações neurológicas semelhantes também no mesmo período 

após inoculação, enquanto Meyer et al. (2001) identificaram distúrbios encefálicos entre o 9º e 14º 

dias p.i. Hübner 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 

9º e 11º dias p.i. Períodos de inoculação semelhantes a esses foram observados em infecções 

experimentais realizadas por Beltrão 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 neurológicos caracterizados por 

depressão, bruxismo, tremores, ptialismo, incoordenação, andar em círculos, pleurótono e decúbito 

em apenas um ovino do grupo A e também após 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 doença (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 evolução dos 

sinais clínicos nos bezerros, ocorrendo relatos tanto de quadros superagudos ou de duração mais 

longa.  

Na avaliação do eritrograma foram verificadas diferenças significativas (p<0,05) nos valores 

de hemoglobina e volume globular entre o momento M0 com os outros avaliados (quadro 2). Os 

valores médios e desvios-padrão dos resultados do eritrograma dos bezerros estão dentro do padrão 

de referência (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 normocítica normocrômica. 
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A anemia é um achado comum em animais que possuem infecção viral e o agente infeccioso 

raramente é o agente causador direto desta alteração, sendo que este tipo de anemia está 

correlacionado com processos inflamatórios com patogenia multifatorial (Jain 1993). Isernhagen 

(2005) não observou variações significativas no eritrograma dos bezerros experimentalmente 

inoculados com o BoHV-5. Lisboa et al. (2009) não observaram alterações significativas no 

eritrograma de animais naturalmente infectados com o BoHV-5, exceto aumento do volume 

globular em um animal devido hemoconcentração ocasionada pela disfagia. 

Nos resultados dos constituintes dos leucogramas (quadro 3) não foram verificadas 

diferenças 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, . Alteração semelhante no leucograma 

foi relatada por Isernhagen (2005), nos animais sintomáticos e coincidindo com o inicio da 

manifestação dos sintomas, enquanto nos bezerros assintomáticos nenhuma variação 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 padrão do fibrinogênio e proteínas plasmáticas (quadro 4) dos 

bovinos inoculados não foram verificadas diferenças 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 sintomático 

apresentou valor normal e os assintomáticos, 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 não demonstraram alterações 

significativas e indicaram que a sua análise não é importante como método de diagnóstico da 

meningoencefalite pelo BoHV-5 (Lisboa et al. 2009). Entretanto, para Mayhew (1989) este exame 

ante-mortem pode ser uma ferramenta útil no diagnóstico diferencial das encefalopatias, 

especialmente nas meningoencefalites bacterianas onde se observa significativa leucocitose e 

neutrofilia.  

A realização da sedação previa dos animais antes da coleta do LCR no espaço atlanto-

occiptal foi indicado, por Holbrook & White (1992) e resultou em uma contenção química eficaz 

para a realização do procedimento de forma segura. Na coleta do LCR do bezerro 1 no momento 

que apresentava sinais de encefalopatia (M2) não foi realizado a sedação prévia porque esta conduta 

poderia agravar o quadro clínico (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 o 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 tendência a assumir valores elevados em dois momentos, mas de forma mais 

significativa a partir do 8º 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 

após a primeira punção observaram alterações na celularidade e nas proteínas no LCR indicando 

inflamação local.  

No presente estudo detectaram-se os maiores valores de hemácias nos seguintes animais: 

128 hemácias/�L no bezerro 4 no M1, 1105 hemácias/�L no bezerro 1 no M2 e no bezerro 4, 

respectivamente, 84.800 hemácias/�L e 1.687 hemácias/�L nos momentos M3 e M4. A amostra do 

bezerro 4 no momento M3 foi descartada da análise, pois de acordo com Stokol et al. (2009), 
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amostras de LCR com contaminação de sangue, acima de 50.000 hemácias/�L, podem interferir na 

interpretação dos resultados das demais variáveis analisadas.   

O quadro 5 apresenta os valores médios e desvios-padrão da contagem total e diferencial das 

células nucleadas, dos teores de glicose (mg/dL) e proteína (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 

avaliação do LCR foi verificada diferença 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 

comprovação da presença de inflamação no LCR é baseada primariamente na pleocitose (Tvedten 

1987), tanto o bezerro que apresentou sinais neurológicos quanto os assintomáticos desenvolveram 

encefalite, corroborando com os resultados obtidos por Isernhagen (2005).  

Na contagem diferencial das células nucleadas do LCR com pleocitose foi observado 

predomínio dos linfócitos, seguido por células mononucleares indiferenciadas, indicando achados 

tipicamente associados com infecção viral (Stokol et al. 2009). Na infecção experimental realizada 

por Isernhagen (2005), os valores médios da pleocitose foram em média 5 vezes mais altos do que o 

valor máximo verificado na presente pesquisa. Vários fatores podem estar associados com essa 

indução mais severa de encefalite observada por Isernhagen (2005), destacando-se a inoculação em 

animais mais jovens.  

Os resultados da mensuração dos níveis de proteínas totais liquóricas 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 proteína do LCR indica a ocorrência de inflamação, principalmente quando 

associada à pleocitose (Freeman & Raskin 2003) como observada nos bezerros 1 no momento M2. 

A hiperproteinorraquia acompanhada de pleocitose não foi observada em todos os bezerros e 
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resultados semelhantes foram relatados por Isernhagen (2005), que só observou 

hiperproteinorraquia em um bezerro ao final de seu quadro clínico. Lisboa et al. (2009) observaram 

discreto aumento da proteína 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 variação significativa. 

As alterações identificadas no LCR foram consistentes e significativas, especialmente com 

relação à celularidade e confirmam ante-mortem a presença de um processo inflamatório encefálico, 

corroborando com Isernhagen (2005) e Lisboa et al. (2009) de que a pleocitose com predomínio de 

células mononucleares foi um achado comum em bezerros sintomáticos e assintomáticos 

naturalmente e experimentalmente infectados por BoHV-5.  

A soroconversão foi observada em todos os bezerros desenvolvendo títulos que variaram de 

16 a 64. O único animal que não apresentou soroconversão foi o bezerro 1 que apresentou sinais de 

encefalopatia. Notou-se variação individual significativa em relação ao título alcançado e tempo 

necessário para atingi-lo, sendo necessários 16 dias p.i. para observar valor de título mais elevado 

(64). Isernhagen (2005) observou valores máximos de títulos semelhantes ao da presente pesquisa, 

mas foram necessários 21 dias p.i. para alcançá-los. Vogel et al. (2003) também observaram valores 

máximos de título de 64. Considerando que o bezerro sintomático apresentou sinais clínicos no 12 

p.i. com evolução do quadro clinico de 6 h, acredita-se que o tempo não tenha sido suficiente para o 

animal produzir resposta sorológica.  

A detecção do DNA viral por meio da PCR nas amostras do LCR só foi possível na amostra 

do bezerro 1 e somente no momento em que o mesmo apresentou sinais neurológicos (M2). 

Isernhagen (2005) também só conseguiu confirmar a presença de DNA viral no líquor de dois 

bezerros que desenvolveram quadro de disfunções encefálicas e em ambos os casos em amostras 

coletadas no momento final da evolução da doença. Estes resultados enfatizam a importância da 

análise do LCR realizando-se a contagem total e diferencial das células e a concentração de proteína 
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(D’Ângelo et al., 2009) associado com a detecção do DNA viral pela PCR, tornando-se um exame 

complementar útil e rápido para confirmação, ainda em vida, do diagnóstico etiológico dessa 

enfermidade (Isernhagen 2005, Lisboa et al. 2009, Lunardi et al. 2009). Apesar da sensibilidade da 

detecção do DNA do BoHV-5 pela PCR não ser alta, tem sido útil como método de diagnóstico da 

infecção natural por BoHV-5 em bovinos (Lunardi et al. 2009).  

Os resultados da detecção do DNA viral obtido por meio da técnica da PCR nas diferentes 

porções do SNC estão apresentados no quadro 6. Os fragmentos do encéfalo (bulbo olfatório, córtex 

frontal, córtex occipital, tálamo) e o gânglio do trigêmeo foram utilizados para detecção do DNA do 

BoHV-5 porque foram os locais de maior intensidade de lesão observados no exame 

histopatológico 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 sintomático o DNA viral foi detectado nas seis porções do SNC colhidas (6/6), 

no bezerro 2 em quatro (4/6) e nos demais em três fragmentos do SNC (3/6). A detecção de DNA 

viral em bezerros assintomáticos também foi evidenciada por Isernhagen (2005). Nos bezerros 

inoculados detectaram-se DNA viral no córtex frontal em todos os bezerros (6/6), no tálamo, 

gânglio do trigêmeo e nos núcleos da base em quatro (4/6) e no bulbo olfatório e córtex occipital em 

dois (2/6). Estes resultados indicam que o BoHV-5 se distribui pelo encéfalo do hospedeiro mesmo 

na condição de infecção latente (Vogel et al. 2003, Isernhagen 2005). A detecção do DNA viral nos 

gânglios do trigêmeo também foi relatado por Ashbaugh et al. (1997) e Isernhagen (2005).  

Na presente pesquisa e em relatos de infecção experimental (Meyer et al 2001, Isernhagen 

2005) e natural (Colodel et al. 2002, Rissi et al. 2006) não foram identificadas lesões macroscópicas 

no encéfalo. No entanto, frequentemente são observados vários graus de lesões inflamatórias 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 número de bezerros com lesão em cada área associado com a 

distribuição e valores médios com os desvios-padrão da intensidade das lesões histológicas das 

diferentes porções do SNC e no gânglio do trigêmeo após infecção experimental com o BoHV-5. 

Ao exame histopatológico, no córtex frontal (figura 2) do encéfalo do bovino utilizado como 

controle histológico foi identificado neurônios com núcleos grandes, vesiculosos, nucléolo evidente 

e citoplasma levemente basofílico. Ao comparar o córtex frontal do bezerro 1 (figura 3) com a 

mesma região do controle histológico, as principais alterações observadas foram caracterizadas por 

neurônios com núcleos picnóticos e citoplasma acidofílico encolhido e edema de neurópilo 

caracterizando quadro de necrose cerebrocortical e, consequentemente, polioencefalomalacia 

(Gould 1998, 2000, Perez et al. 2003, Riet-Correa et al. 2006). 

O BoHV-5 é considerado a forma infecciosa da PEM (Riet-Correa et al. 2006, Rissi et al. 

2006, 2007) e histologicamente as lesões indicam reação inflamatória caracterizada pela presença de 

infiltrado inflamatório mononuclear difuso, ausente no tálamo do bezerro utilizado como controle 

histológico (figura 4) e evidente na mesma porção anatômica no bezerro 1 (figura 5) associado a 

edema e degeneração axonal. A presença de manguitos perivasculares compostos por células 

mononucleares foi identificada no córtex frontal do bezerro 3 (figura 6) e nos núcleos 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 alterações 

identificadas, principalmente no tálamo do bezerro 2, foram áreas de hemorragia perivascular 

(figura 8) e malacia focal com presença de inúmeras células Gitter e hemorragia (figura 9). O 

bezerro com sinais de encefalopatias apresentou intensidade das lesões no SNC mais acentuadas do 

que os bezerros assintomáticos corroborando com Isernhagen (2005).  

Os achados histológicos relatados no quadro 7 indicam meningoencefalite não supurativa 

necrosante e foram compatíveis com as descrições de infecções experimentais (Belknap et al. 1994, 
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Meyer et al. 2001, Perez et al. 2002, Vogel et al 2003, Hübner 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 localização e intensidade das lesões no encéfalo dos bovinos foi mais 

acentuada no córtex 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. Diferenças na 

localização e severidade das lesões também foram relatadas por Isernhagen (2005). Além do córtex 

frontal e parietal do telencéfalo, lesões significativas também foram identificadas no tálamo 

corroborando com Perez et al. (2002) e Rissi et al. (2008). 

O gânglio do trigêmeo é uma importante rota do BoHV-5 para acessar o SNC dos bovinos 

(Perez et al. 2002). A maioria dos relatos de surtos espontâneos de meningoencefalite por BoHV-5 

não mencionam achados histopatológicos no gânglio do nervo trigêmeo (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 ocorrência de discreta ganglioneurite 

envolvendo o gânglio do trigêmeo e o nervo trigêmeo (Meyer et al. 2001, Perez et al. 2002, 

Isernhagen 2005). Na presente pesquisa não se observou qualquer tipo de alteração histopatológica 

nos gânglios do trigêmeo e no cerebelo.  

A ausência de lesões no gânglio do trigêmeo associado com maior intensidade das 

alterações no encéfalo dos bovinos nas porções rostrais do telencéfalo fornecem fortes evidências de 

que a via olfatória foi a principal rota de invasão do vírus no SNC e não pelos pares de nervos 

cranianos. Características semelhantes quanto a localização das lesões foram descritas por Rissi et 

al. (2006) permitindo concluir que a via olfatória havia sido a rota de invasão do vírus no SNC dos 

bovinos acometidos por surtos espontâneos de BoHV-5. 
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As inclusões intranucleares eosinofílicas em astrócitos e neurônios não foram identificadas 

na presente pesquisa e também não foram observados nos estudos experimentais desenvolvidos por 

Perez et al. (2002) e Isernhagen (2005). Em casos naturais da doença, as inclusões intranucleares 

eosinofílicas em astrócitos e neurônios 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 não foram encontradas (Aquino Neto et al. 2009). 

Apesar de Summers et al. (1995) descreverem que a presença de corpúsculos de inclusão é mais 

frequente em materiais bem conservados, na presente pesquisa o material coletado foi fixado 

imediatamente e mesmo assim não foi observado a presença de inclusões intranucleares 

eosinofílicas. Isto pode influenciar resultados referentes as amostras de materiais colhidos de 

bovinos em surtos, em que os encéfalos são enviados refrigerados por veterinários de campo e 

demoraram algum tempo até serem fixados em formol. Por esta razão consideram pouco confiável a 

presença ou não de corpúsculos de inclusão intranucleares para confirmação ou eliminação do 

diagnóstico de meningoencefalite pelo BoHV-5 (Rissi et al. 2006). Para Beltrão et al. (2000) e 

Caron et al. (2002) a presença de corpúsculos de inclusão e de leões de malacia está correlacionada 

com a neurovirulência entre as amostras de BoHV-5.  

A relação entre casos de meningoencefalite por BoHV-5 ocasionando PEM é descrita em 

várias regiões do Brasil (Riet-Correa et al. 2006, Rissi et al. 2007) e evidências experimentais 

sugerem que agentes etiológicos como enxofre e o amprólio possam reativar infecções latentes por 

BoHV-5 em bovinos (David et al. 2007). Desta forma, é importante realizar diagnóstico diferencial 

entre as causas da PEM, por meio de métodos complementares, tais como, determinação da 

concentração do enxofre na dieta, dosagem de gás sulfídrico ruminal e estabelecimento da 

concentração do chumbo nos fragmentos de tecido hepático e renal.  

Para cálculo do consumo de enxofre pelos bovinos verificou-se que a ingestão do capim foi 

de 2,5% do peso vivo representando a ingestão de 0,13% de enxofre na matéria seca. Para o cálculo 
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da ingestão de enxofre na água foi estimado que um bovino de 120 Kg mantido em temperatura 

ambiente de 28°C deve ingerir aproximadamente 20 litros de água por dia (Gould, 2000), 

totalizando o consumo de 220 mg de enxofre por dia (0,022% de enxofre). A ingestão de enxofre 

total (capim e água) foi de 0,15% na matéria seca, valor este dentro do nível recomendado  por 

Klasing et al.  (2005).  

Os valores estabelecidos das concentrações de sulfeto de hidrogênio ruminal ao longo do 

período de observação de 30 dias p.i. nos bovinos inoculados (quadro 8) não foram acima de 100 

ppm, indicando que os animais estavam consumindo enxofre em quantidades adequadas (Gould 

2000). Cunha et al. (2009c) ao avaliaram a concentração de sulfeto de hidrogênio ruminal em 

bovinos Nelore saudáveis mantidos em pasto de Brachiaria decumbens com 0,15% de enxofre na 

matéria seca apresentaram concentração máxima de 100 ppm de gás sulfídrico ruminal. Gould et al. 

(1997), Loneragan et al (1998) e Niles et al (2002) utilizaram metodologia semelhante de dosagem 

de H2S ruminal em bovinos confinados e consideraram como valores normais concentrações 

inferiores a 500 ppm. 

No presente trabalho, na avaliação do  pH ruminal (quadro 9) não foram verificadas 

diferenças significativas (p<0,05) entre os momentos avaliados e estão de acordo com os valores 

fisiológicos para dietas com alto conteúdo de fibra, variando entre 6,5 a 7,5 (Campos et al. 2006). 

Uma microbiota ruminal ativa e um pH próximo da neutralidade garantem um processo digestivo 

dinâmico e a geração de ácidos graxos e síntese de proteína microbiana adequada (Van Soest 1994).   

As concentrações de chumbo nas amostras de tecido hepático e renal nos bezerros 

inoculados estão apresentadas no quadro 10 e encontram-se abaixo dos níveis considerados tóxicos 

por Lemos & Riet-Correa (2007). 

Para Elias et al. (2004) e Riet-Correa et al. (2006), a identificação de lesões profundas, 

caracterizadas por áreas de malacia no tálamo, núcleos da base e colículos rostral e caudal, pode 

sugerir que a encefalite ocasionada pelo BoHV-5 seja secundária a lesões prévias de PEM por 
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enxofre ou amprólio. Em um trabalho experimental foi demonstrado que animais que tinham sido 

inoculados anteriormente com BoHV-5 desenvolviam meningoencefalite após a indução de 

polioencefalomalacia mediante a administração de amprólio ou sulfato de sódio (David et al. 2007). 

Entretanto, na presente pesquisa áreas de malacia de intensidade moderada foram identificadas no 

tálamo de dois bezerros e o consumo de enxofre e a produção de sulfeto de hidrogênio ruminal 

estavam dentro dos níveis considerados normais por Gould (2000). Isto enfatiza a importância do 

estabelecimento na rotina de métodos complementares para estabelecer o diagnóstico diferencial das  

encefalopatias dos bovinos e também melhor compreensão da etiopatogenia da PEM no Brasil.  

As análises do LCR associadas com as descrições histopatológicas dos bezerros que não 

desenvolveram clínica confirmaram a ocorrência de processo inflamatório no encéfalo desses 

animais, de forma não progressiva e assintomática, podendo a forma latente da infecção ter se 

estabelecido em seguida à fase inicial (Isernhagen 2005). Possivelmente a estirpe viral utilizada na 

presente pesquisa pode ter tido elevada neuroinvasividade e pouca neurovirulência, favorecendo 

ocorrência da forma latente da infecção. Descrições semelhantes foram relatadas por Isernhagen 

(2005) ao analisar o LCR e o histopatológico das lesões do encéfalo dos bezerros assintomáticos. 

Ashbaugh et al. (1997), Cascio et al. (1999) e Perez et al. (2002) também descreveram lesões típicas 

de inflamação no SNC de bezerros assintomáticos, mas não avaliaram o LCR.  

 

CONCLUSÃO  

A infecção experimental com BoHV-5 ocasionou polioencefalomalacia nos bezerros, 

podendo ser assintomática.  
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Quadro 1. Valores médios e desvios-padrão ( x ± �) da temperatura retal (ºC), frequência cardíaca 

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

aferidos durante período de 30 dias nos seis bezerros mestiços após infecção experimental com o 

herpesvirus bovino 5 (BoHV-5). 
Dias  Temperatura 

retal
  Frequência 

Cardíaca 
  Frequência 

respiratória
  Motricidade 

ruminal
1 38,75±0,79a 73,83±11,10a  33,66±7,42a 8,5±0,83a 

2 39,4±0,49a 81,66±10,30a 43,33±20,60b 8,33±1,03a 

3 38,75±0,81a 63,16±12,37a 21,5±4,08a 7,5±0,83a 

4 39,65±0,63a 70,66±12,37a 25,16±4,30a 8±0,89a 

5 39,81±0,29a 68±8,48a 25,66±3,93a 7,66±0,51a 

6 39,78±0,36a 69,33±7,86a 28,83±7,96a 8,33±0,81a 

7 39,96±0,36a 74±12,58a 23±4,69b 8,33±1,03a 

8 38,85±1,0a 78±13,56a 26,33±4,63a 7,66±0,81a 

9 40,06±0,36b 79±12,58a 29,5±10,27a 8,16±0,75a 

10 39,73±0,47a 73,83±10,24a 28,5±8,66a 7,66±0,81a 

11 39,51±0,46a 71,66±6,05a 25,33±6,65a 8±0,89a 

12 39,46±1,02a 69,2±6,05a 33,8±12,49a 7,6±0,54a 

13 39,18±0,34a 76,2±13,89a 23,8±5,84b 8,2±1,09a 

14 39±1,25a 71,4±10,28a 27,2±3,34a 8,6±0,89a 

15 39,4±0,60a 60,8±7,15a 22,4±3,84b 8,2±0,44a 

16 39,56±0,21a 72,2±11,32a 27±8,48a 8,2±0,44a 

17 39,34±0,27a 65,6±3,57a 41,2±11,96a 7,8±0,83a 

18 39,26±0,43a 72,8±8,67a 29,6±12,44a 8±0,70a 

19 39,16±0,57a 72,6±5,17a 27,2±9,54a 8±0,54a 

20 39,42±0,54a 66,8±17,06a 31,2±5,93a 8,4±0,54a 

21 39,42±0,88a 69,2±5,93a 29±5,38a 8,4±0,54a 

22 39,4±0,74a 58,75±6,39a 28,25±2,87a 8±0,81a 

23 39,35±0,64a 69,25±20,15a 28,75±10,17a 8,25±0,97a 

24 39,62±0,53a 70,25±12,28a 31,25±8,77a 8±0,81a 

25 38,52±0,75b 62,25±10,78a 27,25±3,59a 8±1,41a 

26 39,05±0,23a 71,75±14,61a 25,75±5,31a 9±0,81a 

27 38,25±1,36a 68±13,56a 22,5±5a 8,25±0,95a 

28 38,72±0,85a 64±6,97a 25,5±3a 8,25±0,5a 

29 38,87±1,0a 67,5±14,24a 31,5±8,69a 7,75±0,5a 

30 38,72±0,43a 61,5±10,08a 27,25±4,27a 7,75±0,95a 

Letras minúsculas diferentes nas colunas indicam diferença significativa (p<0,05) entre os momentos avaliados. 
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Quadro 2. Valores médios e desvios-padrão ( x ± �) do eritrograma avaliados antes da inoculação (M0) 

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

(M6) e 30º dia p.i (M7) dos bezerros mestiços após infecção experimental com o herpesvírus bovino 5 

(BoHV-5).  

Momentos  Hemácias 
(x106/mm3)

 Hemoglobina 
(g/Dl)

 Volume 
globular

(%)

 VGM 
(Fl)

 CHGM 
(%)

M0 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 44,39±2,01a 33,55±2,05a 

M3 5,68±0,64a 8,81±1,07b 26,33±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 33,32±2,5a 

M7 6,30±1,20a 9,65±1,61b 29,25±4,11b 46,52±5,53a 32,64±1,13a 

Letras minúsculas diferentes nas colunas indicam diferença significativa (p<0,05) entre os momentos avaliados. 
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Quadro 3. Valores médios e desvios-padrão ( x ± �) do leucograma avaliados antes da inoculação (M0) 

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

(M6) e 30º dia p.i (M7) dos bezerros mestiços após infecção experimental com o herpesvírus bovino 5 

(BoHV-5). 

Momentos  Leucócitos 
(x103/mm3)

 Segmentados 
(x103/mm3)

 Linfócitos 
(x103/mm3)

 Eosinófilos 
(x103/mm3)

 Monócitos 
(x103/mm3)

M0 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 2,14±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 4,86±1,21a 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 minúsculas diferentes nas colunas indicam diferença significativa (p<0,05) entre os momentos avaliados. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

Os resultados obtidos a partir dos dois experimentos realizados nos permitiu 

concluir que a ingestão de uma dieta com 0,52% de enxofre na matéria seca e a 

inoculação com BoHV-5 causaram PEM nos bezerros.  

Os dois protocolos experimentais acarretaram distúrbios neurológicos em apenas 

um animal de cada modelo analisado, não sendo possível diferenciar estes dois agentes 

causadores da PEM apenas pelos sinais de encefalopatias observados. Isto enfatiza a 

importância da utilização de exames auxiliares para o estabelecimento do diagnóstico 

diferencial, tais como, a dosagem de sulfeto de hidrogênio ruminal utilizando tubos 

colorimétricos nos animais que ingeriram dieta com alto teor de enxofre e a análise do 

LCR nos animais com encefalite ocasionada pelo BoHV-5. Além disso, notou-se que a 

técnica da PCR foi eficaz para detecção do DNA viral do BoHV-5 no LCR do bezerro no 

momento que apresentou sinais neurológicos.  

Os principais achados histopatológicos identificados nos bezerros que ingeriram 

ração com alto teor de enxofre associado com dieta rica em carboidrato de alta 

fermentação e baixa quantidade de fibra efetiva foram necrose neuronal cortical e lesões 

hemorrágicas nos núcleos basais, tálamo, mesencéfalo, ponte e bulbo. 

Na indução de PEM em bezerros pela inoculação experimental com o BoHV-5, as 

alterações histopatológicas caracterizadas por necrose cerebrocortical, encefalite e 

meningite não supurativa, variaram em intensidade e foram mais acentuadas no córtex 

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

bezerros mestiços após infecção experimental com herpesvírus 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   39,1 38,9 38,9 39,4 



Tabela 18. Valores individuais da frequência cardíaca (batimentos/min) aferidos durante período de 30 dias 

nos seis bezerros mestiços após infecção experimental com herpesvírus 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 72 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 frequência respiratória (movimentos/min) aferidos durante período de 30 

dias nos seis bezerros mestiços após infecção experimental com herpesvírus 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 período 

de 30 dias nos seis bezerros mestiços após infecção experimental com herpesvírus bovino 5 (BoHV-5). 

 Bezerros inoculados 
Dias        1        2           3        4     5      6  

0 7 9 8 9 9 8 
1 7 8 8 8 10 9 
2 8 7 7 7 9 7 
3 8 7 8 7 9 9 
4 7 8 8 8 8 7 
5 9 9 9 8 8 7 
6 10 8 7 9 8 8 
6 7 8 8 7 9 7 
7 8 7 9 9 8 8 
8 7 7 7 8 9 8 
9 7 7 8 8 9 9 
10 7 8 8 7 8 7 
11 7 8 8 7 10 8 
12 8 8 8 9 10 8 
13  9 8 8 8 8 
14  8 9 8 8 8 
15  9 7 7 8 8 
16  8 7 8 9 8 
17  7 8 9 8 8 
18  8 9 8 9 8 
19  8 8 9 8 9 
20  9 8 7 9 8 
21  8 8 9 7 9 
22   7 8 8 9 
23   8 7 7 10 
24   8 10 9 9 
25   7 9 9 8 
26   8 8 8 9 
27   7 8 8 8 
28   8 7 7 9 
29   8 9 9 9 
30   8 8 10 9 
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2

Avaliação da concentração do sulfeto de hidrogênio ruminal utilizando tubos 3

colorimétricos em bovinos Nelore sadios criados extensivamente.  4

5

Evaluation of ruminal hydrogen sulfide concentration using a detector tube method in 6

bovine kept under extensive system 7

8

Paulo Henrique Jorge da CunhaI*, Peres Ramos BadialII, José Paes de Oliveira FilhoII, Didier 9

Quevedo CagniniII, Lívia Fagundes Moares II, Regina Kiomi TakahiraII, Alexandre Secorun 10

BorgesII11

12

RESUMO 13

14

A ingestão de dietas com alto teor de enxofre pode acarretar produção de quantidades 15

excessivas de sulfeto de hidrogênio ruminal (H2S) podendo ocasionar polioencefalomalacia 16

nos bovinos. O presente trabalho objetivou estabelecer a concentração do sulfeto de 17

hidrogênio ruminal utilizando tubos colorimétricos em bovinos Nelore sadios criados em 18

pasto de Brachiaria decumbens contendo 0,15% de enxofre na matéria seca. Quatro bovinos 19

foram submetidos a exames físicos (temperatura retal, frequência cardíaca e respiratória e 20

motricidade ruminal) e laboratoriais (hemograma, fibrinogênio plasmático, proteínas totais, 21

pH do fluido ruminal, prova de redução do azul de metileno e concentração de sulfeto de 22

hidrogênio ruminal), com intervalos de 96 horas, durante um período de 40 dias. Os 23

I Departamento de Medicina Veterinária, Escola de Veterinária da Universidade Federal de Goiás, Campus 
Samambaia (Campus II), Caixa postal 131, Goiânia, GO. CEP: 74001-970. *Autor para correspondência: 
phcunhavet@yahoo.com.br.
II Departamento de Clínica Veterinária, Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, UNESP - Campus de 
Botucatu, Distrito de Rubião Júnior s/n, Botucatu, SP 18618-000, Brasil. 



resultados indicaram que os bovinos permaneceram saudáveis durante o período experimental 1

e que as dosagens de sulfeto de hidrogênio ruminal foram inferiores a 100 ppm. A técnica 2

utilizando tubos colorimétricos para dosagem de sulfeto de hidrogênio ruminal foi de fácil 3

execução à campo e de baixo risco à saúde dos animais. Bovinos Nelore mantidos em pasto 4

de Brachiaria decumbens com 0,15% de enxofre na matéria seca apresentam concentração 5

máxima de 100 ppm de gás sulfídrico ruminal. 6

Palavras-chave: sulfeto de hidrogênio ruminal, bovino, Brachiaria decumbens.7

8

ABSTRACT 9

10

Ingestion of diets with high sulfur content can produce excessive ruminal hydrogen 11

sulfide (H2S), which can cause bovine polioencephalomalacia. The aim of this work was to 12

establish the concentration of ruminal hydrogen sulfide using a detector tube method in health 13

Nelore bovine kept in Brachiaria decumbens pasture (0.15% S dry matter). Four animals 14

were clinically evaluated (retal temperature, cardiac and respiratory rate and ruminal 15

motricity) and laboratorial (hematology, plasma fibrinogen, total protein, ruminal fluid pH, 16

reduction under methylene blue and ruminal hydrogen sulfide concentration) with 96 hour of 17

intervals, during 40 days of experimental period. Clinical and laboratorial results indicated 18

that animals remained healthy during the experimental period and ruminal sulfide hydrogen 19

values were inferior to 100 ppm. According to the results, it was concluded that the technique 20

was simple, efficient and minimally invasive for estimating ruminal hydrogen sulfide under 21

field conditions and healthy Nelore bovine kept in Brachiaria decumbens pasture with sulfur 22

content of 0.15% of dry matter presented maximum concentrations of 100 ppm of H2S.23

24

Key words: ruminal sulfide hydrogen, bovine, Brachiaria decumbens.25



1

INTRODUÇÃO2

O sulfeto de hidrogênio (gás sulfídrico) é um produto normal do metabolismo da 3

microbiota ruminal. Porém, quando os bovinos consomem dietas com alto teor de enxofre 4

ocorre produção excessiva deste gás (H2S) no rúmen podendo ocasionar a 5

polioencefalomalacia (PEM). A PEM é uma encefalopatia degenerativa dos ruminantes, 6

sendo o termo utilizado para descrever a alteração morfológica caracterizada por 7

amolecimento (malacia) da substância cinzenta (polio) do encéfalo (GOULD, 2000).8

Pesquisas indicam que a PEM não apresenta uma etiologia única, pois vários fatores 9

têm sido associados à sua ocorrência, tais como, alterações no metabolismo da tiamina, 10

intoxicação por chumbo, privação hídrica e/ou intoxicação por cloreto de sódio, ingestão 11

excessiva de enxofre (GOULD, 2000), infecção pelo herpesvirus bovino tipo 5 e intoxicação 12

por Phalaris spp. (BARROS et al., 2006).13

A ingestão de altos teores de enxofre é a causa mais comum de PEM nos Estados 14

Unidos da América (EUA) (GOULD, 2000). Contudo, no Brasil, com exceção de um relato 15

de PEM no Rio Grande do Sul (TRAVERSO et al., 2001), as demais descrições em diversos 16

Estados brasileiros (MS, SP, RS, MG, GO, MT, PE, PA), não estabeleceram a participação do 17

enxofre na etiologia desta encefalopatia em bovinos a pasto (LIMA et al., 2005). 18

A forma mais adequada de diagnosticar a PEM causada por alto teor de enxofre é a 19

determinação desse mineral na dieta, pasto e água, bem como a determinação da concentração 20

do gás sulfídrico ruminal. Todas estas informações associadas aos achados do exame post-21

mortem sustentam um diagnóstico definitivo desta enfermidade (GOULD, 2000).  22

A determinação dos valores de H2S ruminal utilizando tubos colorimétricos foi 23

descrita por GOULD et al (1997) e NILES et al. (2002) nos EUA e por CUNHA et al. (2009) 24

no Brasil, mas apenas em bovinos Bos taurus mantidos confinados.  25



Os casos de PEM descritos em bovinos criados extensivamente no Brasil não tiveram 1

os valores de H2S ruminal aferidos e não foram encontrados na literatura nacional compilada 2

valores de referência para este composto em animais criados extensivamente. Isto justifica a 3

importância deste trabalho, pois, a bovinocultura brasileira de corte é baseada na criação 4

extensiva sustentada pelas forrageiras, sobretudo a Brachiaria decumbens, além do fato de 5

que aproximadamente 80% dos bovinos criados extensivamente são da raça Nelore. 6

O objetivo do trabalho foi de avaliar a concentração do H2S ruminal utilizando tubos 7

colorimétricos contribuindo para a determinação de valores fisiológicos deste composto em 8

bovinos Nelore considerados sadios por exames clínicos e hematológicos e mantidos a 9

campo, fornecendo dados técnicos para que diante de um surto de PEM em bovinos a campo 10

seja possível comparar os valores de H2S ruminal com os obtidos na presente pesquisa.  11

12

MATERIAL E METODOS 13

14

O experimento foi realizado em uma fazenda de gado de corte localizada no município 15

de Paulistânia, na região centro-oeste do Estado de São Paulo, Brasil, entre os meses de 16

janeiro a março de 2008. Foram avaliados quatro bovinos da raça Nelore com idades variando 17

entre 15 a 20 meses e com peso vivo médio de 350 Kg, mantidos em piquete com B. 18

decumbens. 19

As amostras do capim foram colhidas usando um quadrado de 0,25 m2, o qual foi 20

lançado aleatoriamente 10 vezes em diferentes pontos do piquete. A análise bromatológica 21

(35,85% matéria seca; 8% proteína bruta; 2,47% extrato etéreo; 8,33% minerais; 34,01% fibra 22

bruta; 48,18% extrato não nitrogenado; 60,26% nutrientes digestíveis totais; 72,79% fibra 23

detergente neutra; 39,11% fibra detergente ácida) da pastagem foi realizada no Laboratório de 24

Bromatologia da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade Estadual 25



Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (FMVZ/UNESP/Botucatu). As análises de elementos 1

minerais (13 g/kg de nitrogênio, 2,9g/kg de fósforo, 18 g/kg de potássio, 3 g/kg cálcio, 1,5 2

g/kg de magnésio, 1,5 g/kg de enxofre, 6 mg/kg de boro, 10mg/kg de cobre, 108mg/kg de 3

ferro, 99mg/kg  de manganês e 58 mg/kg de zinco) do capim e a dosagem de enxofre da água 4

(0,65 mg/L) do poço semi-artesiano foram realizadas, respectivamente, nos Laboratórios de 5

Nutrição Mineral de Plantas e de Fertilizantes e Corretivos da Faculdade de Ciências 6

Agronômicas da UNESP/Botucatu.  7

O período experimental compreendeu 40 dias, sendo que os exames físicos, as 8

colheitas de amostras de sangue, as dosagens de gás sulfídrico ruminal e as aferições do pH e 9

PRAM do fluido ruminal foram realizadas sempre as 9:00 horas com intervalos de 96 horas, 10

totalizando 10 diferentes momentos (M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9 e M10) 11

avaliados por animal.  12

Os animais foram retirados do piquete de B. decumbens, localizado ao lado do local de 13

exame e imediatamente colocados em tronco de contenção para realização do exame físico. 14

Em seguida, foram obtidas amostras de sangue, determinadas às concentrações do gás 15

sulfídrico ruminal e, por último, colhido o fluido ruminal. Os exames físicos foram realizados 16

de acordo com DIRKSEN et al. (1993), sendo avaliadas e registradas a temperatura, 17

freqüência cardíaca e respiratória e motricidade ruminal.  18

As amostras de sangue total foram colhidas em tubos contendo anticoagulante por 19

venopunção da jugular e submetidas à contagem de células em câmara hematimétrica de 20

Neubauer, à determinação do volume globular pelo método do microhematócrito e à dosagem 21

de hemoglobina pelo método da cianometahemoglobina, calculando-se posteriormente os 22

índices hematimétricos (volume globular médio e concentração de hemoglobina globular 23

média) (COLES, 1984). A contagem diferencial de leucócitos foi realizada em 100 células em 24

esfregaços sanguíneos corados pelo Panótico Rápido. Para mensuração do fibrinogênio 25



utilizou-se a técnica de precipitação no tubo de microhematócrito a 56°C, enquanto a proteína 1

total foi determinada diretamente pela refratometria (COLES, 1984).  2

A técnica utilizada para a determinação da concentração de gás sulfídrico ruminal foi 3

adaptada de GOULD et al. (1997) com as modificações descritas por CUNHA et al (2009).4

Inicialmente foi realizada a tricotomia da fossa paralombar esquerda e anti-sepsia com 5

iodopovidona (PVPI). A punção ruminal foi realizada no ponto médio da porção mais dorsal 6

da fossa paralombar esquerda utilizando-se agulha do cateter intravenoso 14G sem a cânula 7

externa de teflon. Em seguida, foi encaixado ao conector da agulha um equipo intravenoso 8

com 15 cm de comprimento, cortando e desprezando-se a extremidade com o gotejador. A 9

ponta cortada do equipo adaptado foi acoplada ao tubo colorimétrico de dosagem de gás 10

sulfídricoa, que já estava previamente inserido na bomba manual de vácuob. As mensurações 11

foram realizadas de acordo com o manual do fabricante da bomba de vácuo, padronizando em 12

100 mL de gás para valores entre 25 a 1000 ppm de sulfeto de hidrogênio com tempo de 13

amostragem de 1,5 minutos. Nos momentos em que não ocorreu mudança na coloração do 14

tubo, repetiu-se a dosagem e não detectando alteração foi estabelecido que o valor aferido 15

estivesse abaixo do limite inferior de detecção do tubo (<25 ppm de H2S ruminal).  16

O liquido ruminal foi coletado utilizando-se uma sonda acoplada a uma bomba de 17

vácuo e os primeiros 200 ml foram desprezados com o intuito de minimizar o efeito 18

alcalinizante da saliva sobre o pH. As análises realizadas no líquido ruminal foram: pH e a  19

prova de redução do azul de metileno (PRAM) segundo protocolo proposto por DIRKSEN et 20

al. (1993).21

Os resultados foram submetidos à análise descritiva, constituída pelo cálculo das 22

médias aritméticas e dos desvios-padrão (SAMPAIO, 1998). 23

24

RESULTADOS E DISCUSSÃO 25



1

Os valores médios e desvios-padrão da temperatura corpórea (38,9±0,09ºC), 2

freqüência cardíaca (71,56±4,87 batimentos/minuto) e respiratória (27,38±3,16 3

movimentos/minuto) permaneceram dentro da faixa de normalidade para a espécie bovina 4

(RADOSTITS et al., 2002) em todos os momentos avaliados.  5

A motricidade ruminal apresentou valores médios que variaram de 3,6 a 8,2 6

movimentos ruminais em cinco minutos. DIRKSEN et al. (1993) estabeleceu como valores 7

normais para bovinos Bos taurus de sete a dez movimentos em cinco minutos, ou seja, valores 8

superiores aos encontrados nos zebuínos avaliados. Entretanto, em nenhum animal foi 9

identificado sinal clínico sugestivo de doença do trato digestório, não sendo observado 10

alterações na postura, no comportamento, na forma abdominal e nos ruídos ruminais a 11

auscultação (RADOSTITS et al., 2002).12

Os resultados dos valores médios e desvios-padrão obtidos dos constituintes dos 13

eritrogramas dos animais (Tabela 1) permaneceram dentro de um intervalo de normalidade 14

(AYRES, 1994), exceto para o bovino nº. 1100.  Analisando os dados dos eritrogramas desse 15

animal constatou-se uma discreta anemia normocítica normocrômica nos resultados da 16

segunda, terceira e quarta colheitas (dados não apresentados). Nas colheitas subsequentes não 17

foi verificado qualquer tipo de alteração no eritrograma, corroborando com JAIN (1993) de 18

que este tipo de anemia raramente é severo o suficiente para requerer tratamento.  19

Os resultados dos valores médios dos constituintes dos leucogramas e as 20

determinações dos fibrinogênios e proteínas totais (Tabela 1) dos quatro bovinos encontram-21

se todos dentro do intervalo de normalidade para a espécie (RADOSTITS et al., 2002), 22

indicando que durante o período experimental os bovinos se mantiveram saudáveis.  23

Em relação ao consumo de enxofre pelos bovinos Nelore, considerou-se que a 24

ingestão da forragem foi de 2,5% do peso vivo representando uma ingestão de 0,15% de 25



enxofre na matéria seca. Para o cálculo da ingestão de enxofre na água foi estimado que um 1

bovino de 350 Kg mantido em temperatura ambiente de 28°C deve ingerir 37 litros de água 2

por dia (GOULD, 2000), totalizando um consumo de 24 mg de enxofre por dia (0,0024% de 3

enxofre na matéria seca), visto que a concentração de enxofre obtida na água foi de 0,65mg/L. 4

Assim, os bovinos ingeriram um total de 0,1524% de enxofre na matéria seca, estando no 5

nível recomendado (0,15%) pelo NRC (2005).6

GOULD et al (1997) ao compararam à técnica da dosagem de gás sulfídrico ruminal 7

utilizando tubos colorimétricos com a cromatografia líquida de alta eficiência, não 8

observaram diferenças significativas entre os resultados obtidos, confirmando que a 9

metodologia empregada no presente estudo reflete valores confiáveis da concentração de H2S10

ruminal, sendo desnecessário o uso de outras técnicas para este propósito. A dosagem de gás 11

sulfídrico ruminal, estabelecida por GOULD et al (1997) e adaptada por CUNHA et al (2009) 12

realizada na presente pesquisa, caracterizou-se como um exame complementar prático porque 13

pode ser realizada a campo e fornece de forma imediata uma estimativa da concentração do 14

sulfeto de hidrogênio ruminal. 15

Outro aspecto importante desta metodologia de dosagem de H2S ruminal com uso de 16

tubos colorimétricos é a segurança da técnica visto que mesmo após terem sido realizadas dez 17

punções ruminais com intervalos de 96 horas em cada animal, não foram observadas 18

alterações nos resultados do leucograma e do fibrinogênio plasmático que indicassem 19

inflamação. Segundo JAIN (1993) o nível de fibrinogênio plasmático é o melhor indicador de 20

doença inflamatória nos bovinos, sendo superior à avaliação do quadro leucocitário.  21

Os valores detectados do gás sulfídrico ruminal foram inferiores a 100 ppm (Tabela 2). 22

Não foram encontrados na literatura nacional valores de referência para este composto em 23

bovinos Nelore criados extensivamente utilizando metodologia empregada neste estudo. 24

GOULD et al. (1997) e NILES et al. (2002) utilizaram metodologia semelhante de dosagem 25



de H2S ruminal e consideraram como valores normais para o H2S ruminal concentrações 1

inferiores a 500 ppm. Entretanto, este valor foi estabelecido por GOULD et al. (1997) a partir 2

de mensurações realizadas em bezerros da raça Holandesa alimentados com feno de alfafa e 3

mantidos confinados.  4

Na tabela 3 são apresentados os valores médios do pH e PRAM ruminais avaliados 5

durante o período experimental. Os valores do PRAM esperados sob condições normais 6

devem ser de 3 a 6 minutos (OLIVEIRA, 1991), sendo que os resultados indicaram uma boa 7

atividade da microflora ruminal, pois, o tempo médio foi de aproximadamente três minutos. 8

No presente trabalho, o pH esteve em acordo com os valores fisiológicos para dietas com alto 9

conteúdo de fibra, variando entre 6,5 a 7,5 (CAMPOS et al., 2006). Uma microbiota ruminal 10

ativa e um pH perto da perto da neutralidade garantem um processo digestivo dinâmico e uma 11

geração de ácidos graxos e síntese de proteína microbiana adequada (VAN SOEST, 1994).12

No rúmen, os íons sulfeto são encontrados principalmente na fase gasosa como sulfeto 13

de hidrogênio (gás sulfídrico) e na líquida como ânion hidro-sulfeto, sendo que o pH ruminal 14

influência a proporção da distribuição entre estas duas formas (GOULD, 2000). Assim, um 15

dos fatores que pode ter favorecido a produção de gás sulfídrico ruminal inferior a 100 ppm 16

pelos bovinos Nelore avaliados foi o pH do rúmen superior a 6,5, porque pH ruminal próximo 17

a 7 proporciona concentrações de H2S ruminal inferiores a 500 ppm (GOULD, 2000).18

A técnica de dosagem de sulfeto de hidrogênio ruminal pelos tubos colorimétricos é 19

uma ferramenta útil para monitorar situações de risco e auxiliar no diagnóstico definitivo da 20

PEM por enxofre. A utilização desta metodologia associada à análise de enxofre na dieta, 21

pastos, água e suplementos (GOULD, 2000) estabeleceriam a participação do enxofre nos 22

casos de PEM no Brasil (LIMA et al., 2005), bem como auxiliaria no diagnóstico diferencial 23

de outras causas de encefalopatias (BARROS et al., 2006).24

25



CONCLUSÃO 1

De acordo com os resultados, pode-se concluir que a técnica para dosagem de sulfeto 2

de hidrogênio ruminal utilizando tubos colorimétricos foi de fácil execução à campo e de 3

baixo risco à saúde dos animais. Bovinos Nelore mantidos em pasto de Brachiaria decumbens4

com 0,15% de enxofre na matéria seca apresentam concentração máxima de 100 ppm de gás 5

sulfídrico ruminal. 6
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Tabela 1. Valores médios e desvios-padrão do hemograma, fibrinogênio plasmático (mg/dL) e 1

proteínas totais (g/dL) dos quatro bovinos Nelore mantidos em pasto de Brachiaria 2

decumbens durante os 40 dias de período experimental.  3

4

Animais 

Leucograma 1001 1028 1070 1100 

Hemácias (x106/µL) 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

Leucócitos (x103/ µL) 7,5±2,58 8,148±0,65 9,28±1,41 9,014±1,10 

Segmentados (x103/ µL) 2,06±1,01 1,57±0,51 2,77±1,84 1,55±0,74 

Linfócitos (x103/ µL) 5,855±1,37 6,04±0,79 5,66±0,96 6,54±0,74 

Eosinófilos (x103/ µL) 0,29±0,28 0,15±0,18 0,32±0,26 0,68±0,54 

Basófilos (x103/ µL) 0,02±0,04 0 0,02±0,05 0,01±0,03 

Monócitos (x103/ µL) 0,39±0,30 0,33±0,21 0,48±0,32 0,19±0,13 

Fibrinogênio  

plasmático (mg/dL) 315±110,67 365±120,30 375±108,65 325±123,04 

Proteínas totais (g/dL) 6,57±0,27 6,66±0,50 6,41±0,32 6,7±0,27 

5

6

7

8

9



Tabela 2. Valores do sulfeto de hidrogênio ruminal em ppm, obtidos em 10 momentos, com 1

intervalos de 96 horas, em quatro bovinos Nelore mantidos em pasto de Brachiaria 2

decumbens durante período de 40 dias. 3

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 

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13



Tabela 3. Valores médios e desvios-padrão do pH ruminal e da prova de redução de azul de 1

metileno (minutos) dos quatro bovinos Nelore mantidos em pasto de Brachiaria decumbens2

durante os 40 dias de período experimental.  3

4

Animais 

1001 1028 1070 1100 

pH ruminal 6,81±0,19 6,97±0,42 6,87±0,34 7,05±0,32 

Prova redução do azul de 

metileno (minutos) 3,5±1,50 3,5±1,90 3,6±1,57 5,2±1,68 

5
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Comparação dos parâmetros citológicos e bioquímicos do líquido cefalorraquidiano 3 

coletado em dois diferentes momentos de bovinos sadios 4 

5 

Comparison of cerebrospinal fluid cytological and biochemical values of healthy cattle 6 

in two different sampling times  7 
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RESUMO 13 

14 

A análise do líquido cefalorraquidiano (LCR) é importante no diagnóstico das doenças 15 

neurológicas dos bovinos. O objetivo do presente trabalho foi verificar se existem diferenças 16 

na análise citológica e bioquímica no LCR de bovinos sadios obtidos em dois diferentes 17 

momentos com intervalo de 96 horas. O LCR foi submetido à contagem total e diferencial das 18 

células nucleadas e a determinação dos teores de proteína e glicose. Verificou-se na segunda 19 

coleta pleocitose com alteração do tipo celular predominante e elevação das proteínas 20 

indicando que a coleta de LCR ocasionou inflamação local detectável 96 horas após a 21 

realização da primeira punção. 22 
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Palavras-chave: líquido cefalorraquidiano, bovino, inflamação. 1 

ABSTRACT 2 

3 

The analysis of cerebrospinal fluid (CSF) is important to the diagnosis of the neurological 4 

diseases in cattle. The present study aimed to verify if there were differences on cytological 5 

and biochemical examination of CSF obtained from healthy cattle at two different sampling 6 

times with 96 hours of interval. Total and different cells counts, glucose and protein 7 

concentrations were analyzed in the CSF. It was possible to verify pleocytosis with 8 

predominant cell type modification and increased protein levels in the second sample, which 9 

indicated that CSF collection induced local inflammation detectable 96 hours after the first 10 

puncture. 11 

Key words: cerebrospinal fluid, bovine, inflammation.  12 

 13 

INTRODUÇÃO14 

 15 

A análise do líquido cefalorraquidiano (LCR) é um exame complementar útil e rápido 16 

para o diagnóstico etiológico das doenças do sistema nervoso central (SNC). A contagem total 17 

e diferencial das células e a concentração de proteína podem fornecer informações para 18 

detecção de alterações inflamatórias, confirmando que existe uma anormalidade neurológica 19 

e, em alguns casos, podendo definir a etiologia do processo (D’ANGELO et al., 2009). 20 

Em bovinos a evolução de determinadas encefalopatias possibilita a coleta do LCR em 21 

diferentes momentos, tornando possível monitorar o quadro clínico e/ou avaliar a eficácia do 22 

tratamento estabelecido, sendo que STOKOL et al. (2009) descreveram este tipo de conduta 23 

em animais internados em Hospital Veterinário. 24 



 

 

 

Apesar das pesquisas avaliarem a composição do LCR em bovinos clinicamente 1 

saudáveis imediatamente após a coleta (WELLES et al., 1992) ou 24 horas após  refrigeração 2 

(D’ANGELO et al., 2009) e em animais com diferentes neuropatias (STOKOL et al., 2009), 3 

não existe na literatura compilada estudos que detectaram se a primeira coleta do LCR altera 4 

os resultados laboratoriais da segunda coleta. 5 

O objetivo do presente trabalho foi verificar se uma primeira coleta de LCR em 6 

bovinos clinicamente sadios interfere nos resultados das análises citológicas e bioquímicas de 7 

uma segunda amostra obtida com intervalo de 96 horas. 8 

 9 

MATERIAL E METODOS 10 

 11 

Foram utilizados 12 bovinos da raça Nelore, machos com 8 a 10 meses de idade, 12 

sendo que todos os animais foram considerados hígidos após o exame físico. Os animais 13 

foram alimentados com feno Coast-cross (Cynodon dactylon) e água ad libitum durante todo 14 

o período experimental. 15 

As duas coletas de LCR (M1 e M2) foram realizadas segundo protocolo proposto por 16 

MAYHEW (1989), com intervalo de 96 horas. Após sedação com cloridrato de xilazinaa (0,20 17 

mg/kg/IV), tricotomia e anti-sepsia com iodopovidona (PVPI) foi realizada punção na cisterna 18 

atlanto-occiptal com agulha spinal 20G x 3 ½”b. 19 

As amostras de LCR foram coletadas em três tubos de ensaio estéreis sem EDTA. Para 20 

análise do LCR foi utilizada uma fração da amostra do terceiro tubo. O número de leucócitos 21 

e hemácias por microlitro do LCR foi mensurado com o uso da câmara de Fuchs-Rosenthal. A 22 

contagem diferencial de leucócitos foi feita em lâminas preparadas por citocentrifugaçãoc e 23 

coradas com método Panóticod. As proteínase e a glicosef foram dosadas com kits comerciais, 24 



 

 

 

empregando o método colorimétrico, cujas leituras das reações foram feitas em 1 

espectrofotômetrog.  2 

A média e os desvios padrão foram calculados para todos os parâmetros laboratoriais 3 

do LCR avaliados e submetidos à análise estatística no programa GraphPad InStat versão 3.0 4 

para Windows (GraphPad Software). O teste T pareado foi utilizado para as amostras que 5 

apresentaram distribuição normal (células nucleadas, linfócitos, macrófagos e proteínas) e o 6 

teste de Wilcoxon para os dados não paramétricos (células mononucleares, neutrófilos e 7 

glicose). Diferença estatística foi considerada para p� 0,05 (SAMPAIO, 1998).  8 

 9 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 10 

 11 

A necessidade da sedação prévia dos animais antes da coleta do LCR no espaço 12 

atlanto-occiptal foi reportada por HOLBROOK & WHITE (1992) e proporcionou uma 13 

contenção química eficaz para realização do procedimento de forma segura. A sedação dos 14 

animais para coleta do LCR não é recomendada por SCOTT (2004), mas quando os animais 15 

apresentam sinais neurológicos, pois esta conduta pode agravar o quadro clinico.  16 

O intervalo de 96 horas entre as duas coletas foi estabelecido, pois este corresponde ao 17 

período normalmente utilizado pelos clínicos para realizar nova avaliação laboratorial do 18 

LCR, visando monitorar de forma mais eficiente a evolução do quadro clínico do paciente. 19 

Além disso, STOKOL et al. (2009) citaram que as principais causas de encefalite em bovinos 20 

são causadas por infecções bacterianas, portanto, este intervalo de 96 horas de coleta 21 

corresponde a aproximadamente metade do tempo de duração da antibioticoterapia, 22 

justificando a repetição da coleta do LCR com a finalidade de avaliação da eficácia da 23 

terapêutica e confirmação do prognóstico estabelecido. 24 



 

 

 

Na presente pesquisa detectou-se no primeiro momento 0 até 9 hemácias/�L em 10 1 

amostras, uma amostra com 680 hemácias/�L e outra com 2590 hemácias/�L. Na segunda 2 

coleta, identificou-se 0 até 100 hemácias/�L em 8 amostras, de 100 até 500 hemácias/�L em 3 3 

amostras e 3.900 hemácias/�L em uma amostra As mesmas não foram descartadas pois 4 

HURT & SMITH (1997), constataram que a presença de hemácias (dentro do intervalo de até 5 

13200 por uL), causada pela contaminação iatrogênica em cães parece não interferir na 6 

contagem de leucócitos. Corroborando com este princípio, STOKOL et al. (2009) avaliaram o 7 

LCR de 102 casos de bovinos com doenças do SNC e só descartaram amostras que 8 

apresentaram contaminação com sangue acima de 50.000 hemácias/μL, justificando a 9 

inclusão de todas as amostras do nosso estudo, visto que o maior valor foi de 3.900 10 

hemácias/μL. 11 

As contagens médias das células nucleadas dos animais (tabela 1) apresentaram 12 

diferença significativa entre os dois momentos. Na primeira coleta os valores médios 13 

permaneceram dentro do intervalo de normalidade (SCOTT, 1995), enquanto na segunda 14 

coleta os resultados médios indicaram pleocitose em nove animais, inclusive três amostras 15 

apresentaram resultados próximos de 40 células/μL. Para TVEDTEN (1987) a conclusão mais 16 

importante que pode ser obtida pela análise do LCR é a presença de inflamação, que é 17 

primariamente baseada no aumento do número de leucócitos (pleocitose). 18 

Todas as amostras de LCR devem ser examinadas citologicamente, mesmo se a 19 

contagem total de células for normal (TVEDTEN, 1987). Na contagem diferencial das células 20 

nucleadas do LCR da primeira coleta foi observado que a mesma estava dentro dos padrões 21 

normais com predomínio dos linfócitos, seguido por células mononucleares indiferenciadas, 22 

não sendo observada diferença significativa para estes tipos celulares entre os dois momentos 23 

avaliados (tabela 1). O LCR de bovinos sadios contém principalmente células mononucleares 24 

e corresponde a uma mistura de linfócitos e grandes células mononucleares (STOBER, 1993), 25 



 

 

 

inclusive as porcentagens de células mononucleares e linfócitos podem variar dependendo da 1 

técnica utilizada para a preparação citológica (FREEMAN & RASKIN, 2003). 2 

Na contagem diferencial da segunda coleta observou-se predomínio de macrófagos 3 

com diferença significativa entre as duas coletas de LCR dos bovinos (tabela 1). O aumento 4 

da celularidade com predomínio dos macrófagos sugere ocorrência de inflamação devido à 5 

primeira coleta, pois, minutos após a inflamação se iniciar, os macrófagos migram para o 6 

local da lesão e começam sua ação fagocítica (JAIN, 1993). 7 

Na contagem diferencial dos leucócitos não foi observada diferença significativa com 8 

relação aos neutrófilos entre os dois momentos de coleta (tabela 1). Baixas quantidades de 9 

neutrófilos no LCR na contagem diferencial eram sugestivas de alteração no SNC, mas, com 10 

o aperfeiçoamento das técnicas laboratoriais especialmente na preparação de amostras 11 

citológicas, pouca quantidade de neutrófilos tem sido relatada no LCR de animais sadios 12 

(WELLES et al., 1992) justificando os achados da presente pesquisa. 13 

Os teores médios de glicose no LCR dos bovinos não apresentaram diferença 14 

significativa entre os dois momentos de coleta (tabela 1) e os valores estavam dentro da faixa 15 

de normalidade, de 40mg/dL a 80 mg/dL, para bovinos sadios (STOBER, 1993). 16 

Os resultados da mensuração dos níveis de proteínas totais liquóricas apresentaram 17 

diferença significativa entre os dois momentos avaliados, sendo que os valores médios da 18 

primeira coleta permaneceram dentro dos parâmetros normais (valores inferiores a 40 mg/dL) 19 

de acordo com SCOTT (1995), ao passo que na segunda coleta foi observado aumento 20 

significativo para este parâmetro (tabela 1). Este achado indica a ocorrência de inflamação, 21 

principalmente quando associada à pleocitose (FREEMAN & RASKIN, 2003) como 22 

observada na segunda coleta.  23 

 24 

 25 



 

 

 

 1 

 2 

CONCLUSÃO 3 

 4 

De acordo com os resultados, pode-se concluir que as alterações observadas no LCR 5 

na segunda coleta indicaram inflamação local detectável 96 horas após a primeira punção. 6 

Esta informação é importante devido à necessidade de monitorar a evolução do quadro clínico 7 

e/ou avaliar a eficácia do tratamento estabelecido. Diante desta demanda, uma segunda coleta 8 

de LCR é frequentemente realizada, devendo-se considerar que possíveis alterações nos 9 

resultados da segunda coleta podem ser ocasionadas pela primeira punção, induzindo a uma 10 

interpretação errônea da evolução do quadro clínico do paciente.  11 
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Tabela 1. Valores médios e desvios-padrão da contagem total e diferencial das células 4 

nucleadas, dos teores de glicose (mg/dL) e proteína (mg/dL) das amostras do líquido 5 

cefalorraquidiano colhidas em dois momentos (M1 e M2), com intervalo de 96 horas, de 6 

bovinos Nelore saudáveis. 7 

Momentos

Parâmetros M1 M2 

Células nucleadas (células/µL) 3,80 ± 2,48a 20,67 ± 13,08b  

Neutrófilos (%) 6,78 ± 13,10a 2,75 ± 8,90a 

Células mononucleares (%) 30,88 ± 30,87a 21,83 ± 21,41a 

Linfócitos (%) 41,00 ± 18,45a 28,83 ± 13,23a 

Macrófagos (%) 21,33 ± 16,96a 45,00 ± 22,30b 

Glicose (mg/dL) 63,22 ± 14,45a  67,15 ± 19,10a  

Proteínas totais (mg/dL) 21,09 ± 2,44a 45,38 ± 3,88b 

Médias com letras minúsculas em uma mesma linha, seguidas de letras diferentes diferem 8 

entre si (p< 0,05). 9 
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