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In order to establish an experimental model for the study of the etiology, pathology, and
pathogenesis of polioencephalomalacia in ruminants, the condition was induced in five
sheep by oral administration of amprolium at daily doses of 500 and 1,000mg per kg of
body weight respectively for 28-59 days and for 13-39 days. All sheep died or were
euthanized in extremis after illness of 3-7 days. Clinical signs included depression,
incoordination, midriasis, grinding of the teeth, blindness, and laying down with opisthotonus
and paddling movements. Drooling and a sawhorse stance were observed in one sheep
and myoclonus in another one. Main gross lesions were restricted to the central nervous
system and included swelling of the brain with flattening of telencephalic gyri, and
hemorrhages in the parietal and occipital lobes of the telencephalon, in the submeningeal
areas of the spinal cord and in the mesencephalon. Histologically, there was segmental
laminar neuronal necrosis (red neurons) associated with edema, swelling of endothelial
cells, hemorrhages and infiltration by foamy macrophages (gitter cells). These changes
were more marked in the frontal, parietal and occipital telecephalic lobes and there was
sharp demarcation between the lesions and the adjacent normal neuropile. Additionally,
similar, but less marked lesions were seen in the mesencephalon, thalamus and
hippocampus. Considering the consistent reproducible aspects of polioencephalomalacia
in sheep using amprolium, this may be an useful model for the study of the disease.

INDEX TERMS: Diseases of sheep, neuropathology, amprolium, polioencephalomalacia,
experimental model.
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RESUMO.- Para estabelecer um modelo experimental
para o estudo da etiologia, patologia e patogénese da
polioencefalomalacia em ruminantes, a condi¢éo foi indu-
zida em cinco ovinos pela administracéo oral de amprolio
nas doses diarias de 500 e 1.000mg/kg de peso animal,
respectivamente por 28-59 dias e 13-39 dias. Todos os
ovinos morreram ou foram eutanasiados in extremis apos
um curso clinico de 3-7 dias. Os sinais clinicos incluiam
depressao, incoordenagao, midriase, bruxismo, cegueira
e decubito com opistétono e movimentos de pedalagem.
Salivagéo excessiva e posicao de cavalete foi observada
em um ovino e mioclonias em um outro. Os principais
achados de necropsia restringiam-se ao sistema nervoso
central e incluiam tumefacao do encéfalo com achatamen-
to dos giros telencefélicos e hemorragias nos lobos parietal
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e occipital do telencéfalo; as hemorragias ocorriam tam-
bém nas areas submeningeas da medula espinhal e do
mesenceéfalo. Histologicamente, havia necrose segmen-
tar laminar de neurénios (neurénios vermelhos) associa-
da a edema, tumefacao de células endoteliais, hemorra-
gias e infiltragcdo por macrdéfagos espumosos (células
gitter). Essas alterac6es eram mais marcadas nos lobos
frontal, parietal e occipital do telencéfalo e havia uma de-
marcacao abrupta entre as lesdes e o neurdpilo normal
adjacente. Adicionalmente, lesdes semelhantes, mas
menos acentuadas, eram observadas no mesencéfalo,
talamo e hipocampo. Levando em consideragéo a repro-
ducibilidade regular dos aspectos da polioencefalomala-
cia em ovinos pela administragao de amprdlio, esse mo-
delo pode ser util para o estudo da doenca.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Doencas de ovinos, neuropatolo-
gia, amprdlio, polioencefalomalacia, modelo experimental.

INTRODUCAO

Polioencefalomalacia (PEM) é um diagnostico morfoldgi-
CO para necrose com amolecimento (malacia) da subs-
tancia cinzenta (polio) do encéfalo. A etiologia e patogénse
da PEM em ruminantes ainda é controversa. Embora a
PEM de ruminantes tenha sido atribuida inicialmente a
deficiéncia de tiamina (Jensen et al. 1956), foi posterior-
mente observado que a condicao pode ter outras causas,
incluindo intoxicagao por enxofre (Gould 2000), intoxica-
cao por sal associada a privacao de agua (Lindley 1977),
intoxicagao por chumbo (Lemos et al. 2004), administra-
¢ao de determinados anti-helminticos, como levamisole e
tiabendazole (Linklater et al. 1977), administragéo de ana-
logos da tiamina, como o amprdlio (Markson et al. 1974),
ingestao de melaco - provavelmente associada a intoxi-
cacao por enxofre - (Mella et al. 1976), mudanca brusca
de pastos ruins para outros de étima qualidade (Moro et
al. 1994), ingestdo de plantas ricas em tiaminases (Ra-
mos et al. 2005), intoxica¢do por Phalaris spp. (Anderton
et al. 1994) e infeccao por herpesvirus bovino (Carrillo et
al. 1983). Em algumas dessas situacdes, a participagao
da tiamina na patogénese da PEM pode ser questionada,
uma vez que nao ha alteragdes nas concentracdes san-
guineas dessa substancia.

Para o estudo da patogénese da PEM dos ruminan-
tes, é indicado o estabelecimento de um modelo experi-
mental do qual se conhegam detalhadamente a dose do
agente causador, a evolucao dos sinais clinicos, o tipo e
a distribuicdo das les6es no sistema nervoso central.
Embora existam trabalhos que mencionam alguns aspec-
tos neuropatolégicos da intoxicagéo por amprolio em ru-
minantes (Loew & Dunlop, 1972, Markson et al. 1974,
Morgan et al. 1975, Kasahara et al. 1989), pouco se co-
nhece a respeito da caracterizacdo morfolégica das alte-
racoes produzidas por esse antagonista da tiamina, bem
como sobre a distribuicdo dessas lesdes no encéfalo.

O objetivo desse trabalho é descrever os achados cli-
nicopatoldgicos e a distribuicao das alteragcdes no encé-
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falo em ovinos intoxicados experimentalmente com
amprolio.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados cinco ovinos mesticos, fémeas, de seis me-
ses de idade, com peso entre 18-29 kg que foram everminados
e numerados de 1-6 antes do inicio do experimento (Quadro 1).
Durante o periodo de adaptagao de 15 dias e por todo o expe-
rimento os ovinos foram mantidos em baias descobertas de
5x2m e foram pesados ao inicio do experimento e a cada 15
dias. Diariamente era realizado exame fisico visando principal-
mente a detecga@o de sinais clinicos neurolégicos. Os ovinos
receberam agua a vontade e 2% do peso vivo em matéria seca
na forma de feno de alfafa e racao comercial para ovinos.

Cinco ovinos receberam amproélio (Amprolbase [40% de
amprdlio])® nas dosagens de 500 mg/kg/dia (Grupo 1, Ovinos 1
e 2) e 1.000mg/kg/dia (Grupo 2, Ovinos 3-5) até a manifesta-
¢ao dos primeiros sinais clinicos neuroldgicos. O amprolio era
pesado diariamente em balanga de precisdo e acondicionado
em sacos plasticos individuais que eram identificados com o
numero do ovino que receberia aquela por¢do. A administra-
¢ao do produto era feita por via oral, através de ingestao forga-
da com uma seringa de 20mL, da qual foi cortada a parte ante-
rior para facilitar a administracao. Os ovinos morreram natural-
mente (Ovinos 1, 4 e 5) ou foram submetidos a eutanasia in
extremis (Ovinos 2 e 3). Todos os ovinos foram necropsiados.

O encéfalo juntamente com o complexo ganglio de Gasser,
rete mirabile carotidea e hipdfise (GRH), e fragmentos de di-
versos outros drgaos eram coletados e fixados em formol a 10%.
Apds a fixagao, eram realizados cortes transversais no encéfa-
lo com intervalos de 1cm para avaliagdo macroscopica. As se-
guintes se¢des eram preparadas para avaliagdo microscopica:
cerebelo, bulbo na altura do ébex, ponte com pedunculos
cerebelares, mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais,
tédlamo, nucleos basais, hipocampo e lobos frontal, parietal e
occipital do telencéfalo. Adicionalmente, o exame histoldgico
era realizado em um monobloco do complexo GRH. Todos os
fragmentos eram processados rotineiramente para histologia,
incluidos em parafina e corados pela hematoxilina-eosina.

As alteragbes observadas no encéfalo foram graduadas
de acordo com a intensidade numa escala de 0 (auséncia de
lesdo) a 3 (lesdo acentuada). Cada lesao tinha seu grau aferi-
do de acordo com a média de percepgao subjetiva de trés
patologistas que examinaram todos os casos. Foram avalia-
dos o grau de intensidade e a distribuicdo nos diferentes lo-
cais examinados procurando-se pelas seguintes alteragdes
histolégicas: gliose focal, gliose difusa, tumefag@o de nucleos
de células endoteliais, separagédo entre as substancias cin-
zenta e branca, edema do neurdpilo, congestao, hemorragia,
necrose neuronal (caracterizada por picnose nuclear e eosi-
nofilia e encarquilhamento citoplasmaticos), neuronofagia,
malacia (o termo malacia foi empregado aqui significando
necrose de todas as células neuroectodérmicas com manu-
tencao das células mesenquimais (i.€, células gitter, células
endoteliais) que sobrevivem e participam do processo (Innes
& Saunders 1962), lesao residual (estrutura cavitaria formada
por pequenos vasos e numerosas células gitter remanescen-

6 Amprolbase, Laboratdrio Farmabase Satide Animal, Av. Emilio Marco-
nato 1000, Galpao A3, Chacara Primavera, Jaguariina, SP 13820-000.
www.farmabase.com.br
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tes) e infiltrado inflamatdrio perivascular e/ou meningeo. A dis-
tribuicdo do edema e da necrose neuronal (neurénio verme-
Iho) nas laminas da substancia cinzenta do telencéfalo era
também determinada.

RESULTADOS

Dos cinco ovinos que receberam amprdlio, trés morreram
espontaneamente (Ovinos 1, 4 e 5) e outros dois foram
eutanasiados in extremis. Os primeiros sinais clinicos
surgiram 28-59 e 13-39 dias apos a administragéo do
amprolio nas dosagens de 500 e 1.000mg/kg, respectiva-
mente (Quadro 1). A evolugdo clinica variou de 3-7 dias.
Os sinais clinicos neurolégicos eram consistentes em to-
dos 0s casos e compreendiam prostracdo, incoordena-
¢ao, midriase, bruxismo, cegueira, decubito lateral, movi- / ‘
mentos de pedalagem e opistétono (Fig.1). Adicionalmen-  Fig.1. Ovino 3 em opistéton
te, um ovino manifestou sialorréia e assumiu posicéo de amprdlio.
cavalete e outro apresentou mioclonias.

Macroscopicamente, as principais alteragbes eram  figado do Ovino 4; congestéo e edema pulmonar acentu-
restritas ao sistema nervoso central (Quadro 1) e inclui-  ados ocorreram no Ovino 1.
am tumefacdo do encéfalo com achatamento das Lesdes microscopicas incluiam necrose neuronal (neu-
circunvolugdes (Fig.2) nos Ovinos 1, 2, 4 e 5; areas de  ronios vermelhos), segmentar e laminar, acompanhada
hemorragia nos lobos parietal e occipital nos Ovinos 2 e  de edema (Fig.4), tumefacao de ntcleos das células en-
3, na regido submeningea da medula espinhal cervical  doteliais (Fig.5), hemorragia (Fig.6) e infiltrado de macro-
dos Ovinos 3 e 4 e no mesencéfalo do Ovino 2 (Fig.3).  fagos espumosos (células gitter) (Fig.7). Essas alteragdes
Hemorragias eram também observadas no coragéo dos  foram mais acentuadas nos lobos frontal, parietal e
Ovinos 1 e 5 e no ganglio de Gasser do Ovino 1 e no  occipital; o limite entre as lesdes e a area adjacente nor-

0 na polioencefalomalacia induzida por

Quadro 1. Polioencefalomalacia em ovinos intoxicados experimentalmente por amprolio

Ovino Peso Quantidade Periodo de Duragéo dos Sinais clinicos neuroldgicos Achados de necropsia
(kg) de amprdlio administra-  sinais clini-
administrado  ¢éo (dias) cos (dias)
(mg/kg/dia)

1 28 500 28 7 Cegueira, prostragao, bruxismo, incoordena- Congestao e edema pulmonar acentua-
nacao, decubito lateral, opistétono, midriase dos, hemorragias no coragao (endocar-
e movimentos de pedalagem. Morte esponta- dio, miocardio e epicardio), hemorragia
nea. no ganglio de Gasser, tumefacao do en-

céfalo e achatamento das circunvolu-
¢cOes cerebrais.

2 27 500 59 6 Prostracao, incoordenacao, opistétono em Achatamento das circunvolugdes cere-
estacao, decubito lateral, midriase, hiperexci- brais, superficie natural do telencéfalo
tabilidade e bruxismo. Submetido a eutanasia. com areas multiocais amarelas; superfi-

cie de corte do mesencéfalo e do telen-
céfalos occipital e parietal com petéquias
e equimoses multifocais.

3 23 1.000 13 3 Isolamento do grupo, prostracdo, decubito Hemorragia submeningea nos lobos pa-
esternal, incoordenacao, decubito lateral, opis- rietal e occipital esquerdos e na medula
tétono, nistagmo, cegueira, paralisia de mem- espinhal cervical.
bros toracicos e pélvicos, estrabismo, midria-
se, movimentos de pedalagem. Submetido a
eutanasia.

4 20 1.000 20 4 Depressao, incoordenacao, cegueira, nistag- Palidez de mucosas, petéquias no lobo
mo, decubito lateral, movimentos de pedala- acessorio do figado, tumefacdo do encé-
gem, opistétono. Morte espontanea. falo, achatamento das circunvolugdes

cerebrais e hemorragias submeningeas
na medula espinhal cervical.

5 18 1.000 39 4 Letargia, mioclonias, incoordenacao, opistoto- Petéquias no epicardio, tumefagao do
no em estacao, sialorréia, bruxismo, posicao encéfalo e achatamento das circunvolu-
de cavalete, decubito lateral, cegueira, respi- ¢oes cerebrais.
racao abdominal, movimentos de pedalagem.

Morte espontanea.
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Fig.2. Encéfalo do Ovino 1 com polioencefalomalacia induzida
por amprdlio. O encéfalo esta tumefeito e ha achatamento
das circunvolucdes.

Fig.4. Cortex parietal do Ovino 3 com polioencefalomalacia in-
duzida por amprodlio. Ha necrose de neurdnios que tém o
citoplasma acidofilico e nucleo picnético (neurénios verme-
lhos). O neurdpilo é frouxo e vacuolizado (edema). HE,
0bj.40x.

Fig.6. Areas de hemorragia no cértex parietal do Ovino 3 com
polioencefalomalacia induzida por amprélio. HE, obj.20x.
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Fig.3. Encéfalo do O

vino 2 com polioencefa a

por amprdlio. Ha4 hemorragias simétricas (setas) no mesen-
céfalo.

Fig.5. Cortex frontal do Ovino 1 com polioencefalomalacia in-
duzida por amprolio. Ha tumefagéo das células endoteliais
dos vasos (setas), neurbnios necroéticos (neurdnios verme-
Ihos), edema e células gitter (cabegas de seta). HE, obj.40x.

Fig.7. Macréfagos espumosos (células gitter) (setas) no teto do
mesencéfalo do Ovino 1 com polioencefalomalacia induzi-
da por amprdlio. HE, obj.40x.
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Fig.8. Tipo, distribui¢éo e intensidade das lesdes induzidas experimen-
talmente por amprolio no encéfalo de cinco ovinos. Os nimeros que
aparecem na ordenada referem-se a intensidade da leséo: 0 = au-
séncia de lesdo 1 = lesdo leve; 2 = moderada; 3 = acentuada. Na
abscissa estéo os locais do cérebro (lobos frontal, parietal, occipital;
mesencéfalo, talamo, hipocampo) onde ocorriam as lesoes.

mal era abrupto. Adicionalmente, lesdes similares, mo-
deradas ou acentuadas, mas com menor intensidade de
necrose neuronal, eram encontradas no mesencéfalo,
talamo e hipocampo. A Figura 8 mostra a distribuicéo e
intensidade dessas lesdes. Em nenhum ovino foram ob-
servadas alteracdes histoldgicas no bulbo, na ponte e no
complexo GRH. Apenas um ovino apresentou grau leve
de tumefagéo de nucleos das células endoteliais nos nu-
cleos basais. Nao houve diferenca de intensidade de le-
sOes macro e microscopicas entre os dois grupos avalia-
dos. Os neurdnios necrdticos eram caracterizados por
encarquilhamento e hipereosinofilia do citoplasma, picnose
nuclear sem evidenciacao nucleolar e desaparecimento
da substancia de Nissl. Alguns nucleos de neurbnios
necroticos apresentavam aspecto vitreo. A necrose
neuronal ocorreu tanto no topo quanto no sulco das
circunvolugdes cerebrais. O edema na substancia cinzenta
era acentuado e, em alguns casos, deixava o neurdpilo
com aspecto esponjoso; ocorria separando a substancia
cinzenta da branca ou entre camadas de neurbnios da
substancia cinzenta. Em dois ovinos, havia manguitos
perivasculares focais leves de linfécitos e macrofagos.
Hemorragias multifocais e moderadas eram encontradas
com frequéncia nas areas de malacia nos telencéfalos,
bem como no mesencéfalo, tdlamo e hipocampo. Em ne-
nhum caso foi observada neuronofagia nem lesao residu-
al (cicatriz). Lesbdes no tronco encefalico ocorreram em
todos os ovinos e eram leves ou moderadas e restritas ao
teto do mesencéfalo; caracterizavam-se por areas geral-
mente simétricas e bilaterais de necrose neuronal focal,
edema do neurdpilo, tumefacéo de nucleos de células
endoteliais, hemorragias moderadas e ocasionais célu-
las gitter. No talamo, as alteragdes eram semelhantes as
do mesencéfalo, porém o edema era menos acentuado.
A distribuicdo da necrose neuronal e do edema nas ca-
madas de neurdnios da substancia cinzenta dos lobos fron-

tal, parietal e occipital do telencéfalo, nao diferiu entre os
ovinos, afetando uniformemente todas as camadas.

DISCUSSAO

No presente estudo foi constatado que a dosagem diaria
de 500mg/kg de amprdlio € eficaz no desenvolvimento de
PEM em ovinos e, que na dosagem de 1.000 mg/kg a
doenca ocorre precocemente, visto que o ovino 3 adoe-
ceu no 132 dia de experimento. Entretanto, o tipo e a in-
tensidade das lesbes histoldgicas observadas nos dois
grupos foram idénticas. Em outro trabalho com adminis-
tracdo de 880mg/kg de amprdlio a ovinos adultos, a do-
enca foi reproduzida e os primeiros sinais clinicos surgi-
ram com 37 dias (Loew & Dunlop 1972). Bezerros que
receberam dieta com 1% de amprolio desenvolveram PEM
com 25-39 dias de experimentacéo (Markson et al. 1974).

Os sinais clinicos apresentados pelos ovinos deste
estudo estao associados as lesdes corticais e ao edema
que causou compressao do tronco encefalico e de outras
estruturas ventrais do encéfalo e foram semelhantes aos
relatados em outras descricdes de PEM associada as in-
toxicagdes por amprolio (Loew & Dunlop 1972) e por en-
xofre (Rousseaux et al. 1991, McAllister et al. 1992, Jeffrey
etal. 1994) em ovinos. Bradicardia e inatividade do rimen
também sao descritas em alguns ovinos afetados pela
doenca (Loew & Dunlop 1972). Cordeiros pré-ruminantes
intoxicados diariamente com 280mg/kg apresentaram
diarreia mucoide esverdeada e epistaxe (Morgan et al.
1975). Adicionalmente, anorexia, diarreia, andar rigido,
miose, espasmos clonicos e hipotermia foram observa-
dos em bezerros intoxicados experimentalmente por
amprdlio (Markson et al. 1974, Kasahara et al. 1989).

As alteracdes macroscopicas do encéfalo observadas
neste estudo sdo semelhantes as descritas em outros tra-
balhos de PEM em ovinos (Morgan et al. 1975, Rousseaux
et al. 1991). Em alguns casos de PEM nessa espécie,
n&o s&o observadas lesdes macroscopicas (Vieira et al.
2007). Areas de hemorragia no encéfalo sao relatadas
em PEM associada as intoxicagdes por amprolio (Morgan
1974, Morgan et al. 1975) ou, ocasionalmente, na toxicose
por enxofre (Hamlen et al. 1993). Essa alteragao parece
ser importante nesse tipo de PEM causada por excesso
de amprdlio, uma vez que nao ocorre com frequéncia na
doenca associada a outras causas.

Embora as lesdes histolégicas tenham sido mais in-
tensas nos lobos frontal, parietal e occipital, alteracdes
moderadas a acentuadas também foram detectadas no
talamo, mesencéfalo e hipocampo. Esse tipo de lesao
cortical e de estruturas mais ventrais do encéfalo com
hemorragias é considerada uma forma grave da doenca
e tem sido observada na PEM em bovinos do Brasil
(Sant’Ana et al. 2009) e de outros paises associada ao
consumo excessivo de enxofre (Hamlen et al. 1993, Hill &
Ebbett 1997, Gould 2000). Entretanto, nesses casos cau-
sados por enxofre, ha degeneracao de veias e vénulas
(Loneragan et al. 1998) e necrose fibrindide de pequenas
arteriolas no talamo (Hamlen et al. 1993) e mesencéfalo

Pesq. Vet. Bras. 29(9):747-752, setembro 2009



752 Fabiano J.F. de Sant'/Ana et al.

(Hamlen et al. 1993, Hill & Ebbett 1997), o que néo foi
observado na intoxicagéo por amprolio do presente estu-
do. Nos telencéfalos de casos experimentais deste traba-
Iho, o limite entre a substancia cinzenta afetada e a inte-
gra é abrupto, diferente do observado em casos naturais
de PEM em bovinos (Sant’Ana et al. 2009). Nao foram
verificadas lesdes no cerebelo dos ovinos. Em bovinos,
alteracbes nessa estrutura geralmente ocorrem em fun-
cao de pressao exercida durante a herniagao pelo forame
magno (Morgan 1974, Sant’Ana et al. 2009).

A necrose neuronal e o edema ocorreram homogene-
amente entre as laminas de neurdnios do cértex
telencefalico, semelhantemente ao observado em ovinos
intoxicados experimentalmente por amprdélio (Morgan
1974) e naturalmente por enxofre (Bulgin et al. 1996, Low
et al. 1996). Em casos espontaneos em bovinos, as ca-
madas granular externa e interna do cortex occipital,
parietal e frontal foram mais afetadas por necrose de neu-
rébnios e edema (Sant’Ana et al. 2009). Na PEM associa-
da a intoxicacéo por enxofre em bovinos, a necrose pre-
domina nas camadas corticais superiores € médias de
neurdnios piramidais (Hamlen et al. 1993, Jeffrey et al.
1994) e a espongiose ocorre especialmente nas cama-
das profundas (Gould 2000).

O conhecimento das doses de amprdlio necessarias
para o estabelecimento de PEM em ovinos, a determina-
¢ao dos sinais clinicos, da evolugao da doenca, do tipo e
da distribuicdo das lesdes no sistema nervoso central,
permite estabelecer um modelo experimental em ovinos
para o estudo da PEM em ruminantes.
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