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

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

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

RESUMO.- O presente trabalho teve como objetivos ava-
liar os sinais clinicos, as concentragdes do sulfeto de hi-
drogénio ruminal e as alteragbes anatomopatoldgicas as-
sociadas a intoxicagao experimental por enxofre em bovi-
nos. Foram utilizados dez bezerros mesticos leiteiros, sen-
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do que quatro bovinos ingeriram ra¢do sem sulfato de sodio
(G1) e seis consumiram ragao com sulfato de sodio (G2).
Exames clinicos (temperatura retal, frequéncia cardiaca e
respiratoria e motricidade ruminal) e laboratoriais (hemo-
grama, fibrinogénio, proteina plasmatica, pH do fluido ru-
minal, concentragédo do sulfeto de hidrogénio ruminal, li-
quido cerebrospinal e histopatoldgico) foram realizados. A
temperatura retal, frequéncia cardiaca, hemograma, fibri-
nogénio, proteina plasmatica, pH do fluido ruminal e os
valores do liquido cerebrospinal estavam dentro dos valo-
res de referéncia para a espécie. Taquipnéia, hipomotrici-
dade ruminal e elevados valores de sulfeto de hidrogénio
ruminal foram observados nos bezerros do grupo G2. Um
bezerro do grupo G2 apresentou sinais neuroldgicos e le-
soOes histopatoldgicas de PEM. Dois animais de cada gru-
po foram eutanasiados. Lesdes microscopicas foram ob-
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servadas nos bezerros do G2. Histologicamente as altera-
¢cbes observadas foram necrose neuronal cortical e lesdes
hemorragicas nos nucleos basais, talamo, mesencéfalo,
ponte e bulbo. O protocolo experimental constituido por
uma dieta rica em carboidrato de alta fermentacéo, baixa
quantidade de fibra efetiva e altos niveis de enxofre (0,52%)
ocasionou alteragdes clinicas e histoldgicas e elevadas
concentracdes de sulfeto de hidrogénio ruminal compati-
veis com quadro de intoxicagao por enxofre.

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

INTRODUCAO

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

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

No Brasil, existem relatos de surtos de PEM em bovi-
nos ocasionados por intoxicagao por cloreto de sédio asso-
ciada a privacao de agua (Lemos et al. 1997, Nakazato et
al. 2000), intoxicagdo por chumbo (Lemos et al. 2004,
Traverso et al. 2004), forma aguda da intoxica¢éo por Phalaris
spp. (Souza & Irigoven 1999) e infecgcao pelo BoHV-5 (Sal-
vador 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 diagnostico de PEM no
Brasil ja foi anteriormente sugerido ou associado a disturbio
no metabolismo da tiamina (Santos et al. 1983, Gongalves
et al. 2001, Mendes et al. 2007), intoxicagdo por enxofre
(Traverso et al. 2001, Lima et al. 2005) e alteragdes bruscas
na dieta (Moro et al. 1994). Estes diagndsticos foram esta-
belecidos correlacionando dados epidemioldgicos, sinais
neuroldgicos, achados histopatoldgicos e/ou resposta favo-
ravel a terapia com tiamina, sendo que as etiologias nao
foram confirmadas laboratorialmente.

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

Os objetivos desse trabalho foram de avaliar os sinais
clinicos, as concentragdes do sulfeto de hidrogénio rumi-
nal e as altera¢des anatomopatoldgicas associadas a in-
toxicacé@o experimental por enxofre em bezerros.

MATERIAL E METODOS

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

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

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

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

As andlises de elementos minerais do feno de Coast-cross
(Cynodon dactylon) (14g/kg de nitrogénio, 1,1g/kg de fdésforo,
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15g/kg de potassio, 2g/kg calcio, 1,0g9/kg de magnésio, 3,5g/kg
de enxofre, 14mg/kg de boro, 9mg/kg de cobre, 190mg/kg de
ferro, 156mg/kg de manganés e 16mg/kg de zinco) e da racao
(8,32g/kg de nitrogénio, 5g/kg de fdsforo, 6,5g/kg de calcio,
2,2g/kg de magnésio, 940mg/kg de enxofre, 227,5mg/kg de
ferro, 80mg/kg de manganés, 0,80mg/kg de selénio, 20mg/kg
de cobre, 77,5mg/kg de zinco, 5,5g/kg de sédio, 35mg/kg de
boro e 2,5mg/kg de molibdénio) foram realizadas, respectiva-
mente, nos Laboratérios de Nutricao Mineral de Plantas do
Departamento de Recursos Naturais e Ciéncia do Solo da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP/Botucatu e
no Instituto Campineiro de Analise de Solo e Adubo Ltda. A
dosagem de enxofre da agua (11mg/L) do poco semi-artesiano
foi conduzida no Laboratério de Fertilizantes e Corretivos da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP/Botucatu.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

As amostras de LCR foram coletadas em trés tubos estéreis
sem EDTA. Para andlise do LCR foi utilizada uma fracdo da
amostra do terceiro tubo. O numero de leucdcitos e hemacias
por microlitro do LCR foi mensurado com o uso da camara de
Fuchs-Rosenthal. A contagem diferencial de leucdcitos foi feita
em laminas preparadas por citocentrifugagéo'! e coradas pelo
pandtico rapido. As proteinas'? e a glicose'3 foram dosadas com
kits comerciais, empregando o método colorimétrico, cujas lei-
turas das reagbes foram feitas em espectrofotdmetro™.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Uma porgéao do cortex frontal do Bezerro 1 foi colhida para
realizar a técnica da PCR para diagndstico diferencial do her-
pesvirus bovino 5. O processo de extracdo de DNA foi realiza-
do a partir de 20 mg da amostra de encéfalo utilizando kit de
extragao’®. A técnica da PCR foi realizada segundo Claus et al.
(2005) com algumas modificagdes. Os “primers” utilizados fo-
ram B5 (senso) especifico para BoHV-5 (5- CGG ACG AGA
CGC CCT TGG-3’ NT 322-339) e primer anti-senso denomina-
do Bcon (5-AGT GCA CGT ACA GCG GCT CG-3 NT 519-
538), que amplificaram fragmento com 159 pb do gene da
glicoproteina C do BoHV-5. Como controle positivo utilizou-se
amostra AA PAR do BoHV-5, isolada do cérebro de um bovino
apresentando sinais de encefalite cedida pelo Laboratério de
Virologia Animal do Centro de Ciéncias Agrarias da Universi-
dade Estadual de Londrina. Realizou-se a PCR com a enzima
GoTag® Green Master Mix'6. A reacéo foi padronizada para um
volume final de 50il e possuia 0,4iM de cada oligonucleotideo
iniciador (senso e anti-senso), 5il de DNA, 25il GoTag® Green
Master Mix, 8% DMSQO'’e agua “nuclease-free” g.s.p. O pro-
cesso de amplificagéo foi realizado em termociclador'® de acor-
do com as seguintes condicbes de tempo e temperatura: 1
ciclo de 2 min. a 95°C seguido por 40 ciclos de 40 segundos a
94°C (denaturagédo), 1 min. com temperatura de hibridizagao
de 57,8°C, 1 min. a 72°C (extensdo) e um ciclo de extensao
final de 5 min. a 72°C. Os produtos amplificados foram analisa-
dos por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com
GelRed™ 19 e visualizado sob luz ultra-violeta. Os géis foram
documentados no ImageQuant®?°.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

RESULTADOS E DISCUSSAO

O periodo inicial de 15 dias (fase 1) foi importante porque
proporcionou a adaptagdo dos animais nas baias, facilitan-
do 0 manejo dos mesmos no tronco para a realizagéo dos
exames fisicos e colheita das amostras para a execugao
dos exames complementares propostos. Na fase 2, a mu-
danca gradativa no intervalo de sete dias da dieta contendo
feno para alimentac¢éo exclusivamente com ragao, nao oca-
sionou disturbios metabdlicos como acidose ruminal.
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A composicao e a propor¢ao dos ingredientes da racao
do presente estudo, bem como os resultados da analise
bromatoldgica e mineral foram muito similares a ragédo ex-
perimental utilizada por Sager et al. (1990) no protocolo de
inducéo por PEM por ingestao excessiva de enxofre.

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

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

A temperatura retal e a frequéncia cardiaca estavam

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

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

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

Quadro 2. Valores médios e desvios-padrao (X = ) da temperatura retal (°C), frequéncia cardiaca
(batimentos/min.) e respiratoria (movimentos/min.) e motricidade ruminal (movimentos/cinco min.)
aferidas nas trés fases do protocolo de inducao de polioencefalomalacia nos bezerros do grupo
que ingeriu racao sem sulfato de sédio (G1) e com sulfato de sédio (G2)

Temperatura retal

Frequéncia cardiaca

Frequéncia respiratdria Motricidade ruminal

G1 G2 G1 G1 G2 G1 G2

Fase 1

12 dia 39+0,3 38,16+0,5 66,2+2,3 70,33x5,4 44+4.3 22+9,1 8,75+0,5 8,5+1,5
7° dia 38,72+0,2 39,41x0,6 65,5+1,9 65+6,1 37+10,5 37,6+6,3 7,5+0,5 8+0,6
14° dia 38,6+0,5 39,15+0,3 64,7+2,6 66,66+4,8 30,75+10,6  38,33%6,9 8,5+0,6 8,3+1,5
Fase 2

7° dia 39 39,44+0,3 70+8,2 66,4+6,8 31,75+5 38,4+7,2 5,25+0,5 4,2+1,0
Fase 3

7¢ dia 38,42+0,2 39,26+0,1 69,2+11,6 76,4+6,0 30,25+5,18 39,6+6,0 3+0,8 3,2+0,4
149 dia 37,85+0,2 39,28x0,2 66,5+4,4 74£10,7 30+2,16 47,6+18,1 1,5+0,5 1,8+0,8
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Quadro 3. Valores médios e desvios-padrao (X + ¢) dos eritrogramas avaliados nas trés fases do protocolo de inducao
de polioencefalomalacia nos bezerros do grupo que ingeriu racao sem sulfato de sodio (G1) e com sulfato de sédio (G2)

Hemacias Hemoglobina Volume globular VGM(FI) CHGM(%)

(x108/mm3) (g/Dl) (%)

G1 G2 G1 G2 G1 G2 G1 G2 G1 G2
Fase 1
1¢ dia 6,78+0,5 6,81+1,1 9,72+1,2 10,56+1,1 29,25+3,7 32,16+3,3 43,07+3,1 48,01£7,0 33,24+0,1 32,18x1,4
14°dia  6,18+0,6 6,08+0,3 9,35+1,5 9,32+0,5 29,2+5,67 29,66+2,0 47,1055 48,93+0,9 32,1+1,5 31,60+0,9
Fase 2
7° dia 6,37+0,6 6,49+0,5 9,3+1,0 9,76+1,0 28+3,5 29,8+2,7 43,9+2,9 45,89+1,6 33,2+1,4 32,71+0,7
Fase 3
14° dia 6,2+0,7 6,37+1,0 9,3+1,3 9,32+1,2 30+4,0 28,2+3,3 47,9+3,2 4452+27 30,9+0,8 33,14+1,7

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

Leucdcitos Segmentados Linfécitos Eosinofilos Monécitos
(x103/mm3) (x103/mm3) (x103/mm3) (x103/mm3) (x103/mm3)
G1 G2 G1 G2 G1 G2 G1 G2 G1 G2
Fase 1
12 dia 9,03+1,0 8,0+1,73 2,38+0,3 2,05+0,8 6,33+0,9 5,5+1,63 0,33x0,1 0 0,13+0,05 0,11+0,09
14°dia  7,57+0,8 8,14x2,3 1,8+1,1 2,27+1,0 5,65+0,8 5,39+1,4 0,1+0,04 0,15+0,04 0,07+0,01 0,08+0,03
Fase 2
7° dia 6,6+1,3 7,74+1,7 1,17+0,3 1,69+0,4 5,35+1,2 5,75+1,7 0,12 1,24 0,12 0,07+0,01
Fase 3
14° dia 6,67+1,4 7,46x2,1 1,47+0,3 1,55+0,5 5,14+1,4 5,39+1,26 0,06 0,11+0,05 0 0,10+0,02

Quadro 5. Valores médios e desvios-padrao (x + ¢) do
fibrinogénio plasmatico (g/dL) e proteina plasmatica (mg/
dL) avaliados nas trés fases do protocolo de indugao de
polioencefalomalacia nos bezerros do grupo que ingeriu

racao sem sulfato de sédio (G1) e com sulfato de sédio (G2)

Fibrinogénio plasmatico Proteina plasmatica

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

'Fase 1

12 dia 150+57,7 300+109,5 8,1+0,2 6,88+0,2
142 dia 250+100 266,66+103,2 7,15£0,34  6,33x0,7
Fase 2

7° dia 250+100 440+89,4 6,9+0,11 7,0£0,2
Fase 3

142 dia 450+100 360+89,4 7,65+0,3 6,84+0,1

enxofre e observaram leucocitose por neutrofilia em alguns
bezerros. McKenzie et al. (2009) realizaram exames he-
matoldgicos em bovinos com PEM devido a ingestéo de
Raphanus raphanistrum que continha elevado teor de en-
xofre (0,62%) e identificaram no eritrograma aumento da
hemoglobina, do volume globular e do nimero de hemaci-
as, possivelmente devido a desidratacéo e leucocitose com
hiperfibrinogemia, indicando processo inflamatdrio.
Durante o periodo experimental somente um bezerro
apresentou anormalidades encefalicas. No sexto dia da
fase 2, o Bezerro 1 do grupo G2 apresentou apatia, ataxia,
tremor de cabeca e nistagmo vertical com evolucao agu-
da, levando cerca de 10 horas desde o inicio dos sinais
até a morte. Observacgoes de sinais neuroldgicos seme-
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Ihantes foram relatados por Gould (2000), Cebra & Cebra
(2004), Burgess (2008) e Sant’Ana et al. (2009a,b).
Sager et al. (1990) observaram sinais neurolégicos em
apenas cinco de 14 bovinos alimentados com dieta seme-
Ihante ao da presente pesquisa, mas com teor de enxofre
inferior (0,26%). Os sinais neuroldgicos nos animais foram
identificados sete dias apds o inicio do fornecimento da
racao e caracterizados, inicialmente, por apatia, com evo-
lucédo para ataxia, amaurose, pressao da cabeca contra
objetos e andar compulsivo. Gould et al. (1991) fornece-
ram dieta semelhante ao do presente trabalho e observa-
ram sinais neuroldgicos similares aos descritos por Sager
et al. (1990), mas em cinco de nove bovinos apods trés
dias da introducdo da ragédo com 0,36% de enxofre na
matéria seca. Em outro estudo desenvolvido por Gould et
al. (1997) com dieta semelhante a anterior, os autores iden-
tificaram amaurose e ataxia em trés bovinos de um lote de
quatro animais apds dois dias do fornecimento da dieta
contendo 0,41% de enxofre na matéria seca. Na presente
pesquisa ao fornecer ragdo com 0,52% de enxofre acredi-
tava-se que o numero de animais doentes seria maior quan-
do comparado com os resultados obtidos por Sager et al.
(1990) e Gould et al. (1991, 1997), que suplementaram os
bovinos com teores inferiores de enxofre e obtiveram mai-
ores taxas de morbidade. Entretanto, os autores citados
anteriormente ndo observaram quadro clinico com evolu-
¢ao aguda como identificado no bezerro 1. Provavelmente
estas diferencas estejam associadas ao tipo de grupo ge-
nético empregado, pois, no protocolo experimental utiliza-
do por Gould et al.(1997) foram utilizados animais Bos
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Quadro 6. Valores médios e desvios-padrao (X = ) do
sulfeto de hidrogénio ruminal (ppm) avaliados nas trés
fases do protocolo de inducéao de polioencefalomalacia
nos bezerros do grupo que ingeriu racdao sem sulfato de

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

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

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

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

taurus, enquanto no presente estudo foram avaliados bo-
vinos mesticos leiteiros. Pesquisas comparativas entre Bos
taurus e Bos indicus sugerem que ha diferengas entre os
dois grupos quanto a ingestédo alimentar e eficiéncia de
utilizagcéo de ra¢des com alta ou baixa densidade de ener-
gia (Putrino et al. 2007).

Os valores de gés sulfidrico ruminal (Quadro 6) da fase
1 referente a primeira dosagem dos dois grupos experi-
mentais e da segunda afericéo (7° dia) do grupo G2 esta-
vam dentro da faixa de normalidade para a espécie (inferi-
or a 500ppm) determinada por Burgess (2008). Ainda na
fase 1, observou-se que na segunda aferi¢cdo (72 dia) do
H,S ruminal do grupo G1 e na terceira (14° dia) dos dois
grupos experimentais, os valores foram superiores aos
considerados normais e corroboraram com os resultados
de Cunhaetal. (2008), que detectaram elevados teores de
gas sulfidrico ruminal (5000ppm) em bovinos alimentados
exclusivamente com feno que continha também elevados
teores de enxofre na analise mineral foliar. Acredita-se que
a ingestao de 0,37% de enxofre na matéria seca tenha
proporcionado os elevados valores de gas sulfidrico rumi-
nal nos animais suplementados exclusivamente com vo-
lumoso (fase 1), justificando a importancia da determina-
cao deste elemento na dieta (Gould 2000), especialmente
no Brasil, onde diversos surtos de PEM foram relatados,
mas a etiologia nao foi esclarecida (Lemos 2005, Lima et
al. 2005). Sant’Ana et al. (2009a) ao realizar estudo retros-
pectivo de 31 casos naturais de PEM em bovinos do Rio
Grande do Sul e do Centro-Oeste brasileiro relataram a
possibilidade de que alguns dos casos descritos estariam
associados a intoxicagao por enxofre, embora essa hipo-
tese nao tenha sido confirmada laboratorialmente.

Apds o inicio do fornecimento da racao (fase 3), os
bovinos que receberam sulfato de sddio (G2) apresenta-
ram valores de H,S ruminal acima do considerado normal
(Burgess 2008), enquanto no grupo G1 os valores foram
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Fig.1. Box plot dos valores do sulfeto de hidrogénio ruminal
(ppm) aferidos nas trés fases do protocolo de indugéo de
polioencefalomalacia nos bezerros mesticos dos grupos
que ingeriram ragado sem (G1) e com sulfato de sodio(G2).

inferiores a 280ppm (Fig.1). Com relagao aos valores mé-
dios do gas sulfidrico foram verificadas diferencas signifi-
cativas (p<0,05) no G1 no 7% e 142 dias da fase 1 ao com-
parar com os demais momentos e, no G2, entre as fases
1 e 2 ao comparar com a fase 3. Além disso, foi observa-
da diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos G1 e
G2 somente na fase 3 (Quadro 6). Em determinados mo-
mentos, os valores de H,S ruminal do G2 foram 100 ve-
zes superior aos do G1, indicando que o sulfeto de hidro-
génio ruminal € um produto normal do metabolismo da mi-
crobiota ruminal, mas quando os bovinos consomem die-
tas com alto teor de enxofre, ocorre produgcédo excessiva
de H,S no rimen podendo ocasionar a PEM (Gould 2000).
Altos valores de gas sulfidrico ruminal, em bovinos que
ingeriram elevadas quantidades de enxofre, também fo-
ram descritos por Loneragan et al. (1998), Niles et al. (2002),
Loneragan et al. (2005) e Cunha et al. (2008).

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

Variag6es nos valores do sulfeto de hidrogénio ruminal
entre 0s animais do mesmo grupo € na mesma fase do
protocolo experimental também foram relatadas por Niles
etal. (2002), que induziram PEM em novilhas fornecendo
dieta constituida por 70% de farelo de gluten de milho e
30% de casca de algodao associado com sulfato de sodio
em trés diferentes concentracdes, todas acima do reco-
mendado por Klasing et al. (2005). Isto indica que o meta-
bolismo ruminal do enxofre é rapido e que as concentra-
¢cOes do gas sulfidrico ruminal séo dindmicas e se modifi-
cam rapidamente em resposta ao consumo de enxofre e a
capacidade de absorcéo pela parede do rimen (Loneragan
etal. 1998).
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Gould et al. (1997), Gould (2000) e Burgess (2008)
enfatizaram que o odor de ovo em putrefacao produzido
pela eructagao do gas sulfidrico ruminal foi associado ao
aparecimento da PEM. Coghlin (1944) ao detectar odor
putrido de ovo em decomposigao estabeleceu como cau-
sa do surto a ingestao excessiva de enxofre pelos bovi-
nos. Apesar dos elevadores teores de sulfeto de hidrogé-
nio ruminal detectado em todos os animais do G2, especi-
almente na fase 3, em nenhum momento foi identificado
esse tipo de odor nos animais do presente trabalho.

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

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

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

pH ruminal
G1 G2

Fase 1

12 dia 7,06+0,12 6,90+0,23

7¢ dia 6,91+0,20 6,88+0,34

14° dia 6,59+0,22 6,73+0,16
Fase 2

7° dia 6,56+0,24 6,78+0,16
Fase3

7° dia 6,8+0,32 6,66+0,21

142 dia 7,15+0,19 6,87+0,27

Quadro 8. Valores individuais da contagem das hemaécias,
do total e diferencial das células nucleadas, dos teores
de glicose (mg/dL) liquédrica e proteina (mg/dL) das
amostras do liquido cefalorraquidiano colhidas no final
da 3 fase do protocolo de inducéao de polioencefalomalacia
nos bezerros do grupo que consumiu racao com sulfato
de sédio (G2)

Parametros Bovinos (G2)

4 6 7 8 9
Hemacias (células/pL) <1 2 13 24
Células nucleadas (células/pL) 1 6 <1 2 <1
Neutrdfilos (%) 2 0 4 0 0
Células mononucleares (%) 5 6 4 8 1
Linfécitos (%) 2 40 92 48 0
Macréfagos (%) 3 54 0 44 0
Glicose (mg/dL) 51 32 33 33 4
Proteinas totais (mg/dL) 28,1 17,5 152 34,6 13,3

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

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

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

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

As altera¢des macroscopicas do encéfalo observadas
no Bezerro 1 indicaram edema do cortex parietal e occipi-
tal esquerdo, caracterizado por tumefagcdo com achatamen-
to dos giros cerebrais, sendo que este tipo de lesao foi
também descritos em casos naturais (Hamlen et al. 1993,
Loneragan et al. 1998, Haydock 2003, Kul et al. 2006) e
experimentais (Gould et al. 1991, 1997) de PEM por enxo-
fre. No mesmo animal observou-se que a tumefacao do
cortex parietal e occipital ocasionou compressao da por-
céao lateral esquerda do cerebelo (Fig.2), porém nao foi
suficiente para o animal desenvolver opistétono. Acredita-
se que neste animal nao ocorreu o deslocamento caudal
(herniagéo) do bulbo e do cerebelo no sentido do forame
magno, conforme citado por Loneragan et al. (1998) e Kul
et al. (2006) porque a evolugao clinica foi aguda.

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

\ A g s <l L
Fig.2. Tumefagdo com achatamento dos giros dos cortex parietal
e occipital (especialmente do hemisfério esquerdo) compri-

mindo a porgao lateral esquerda do cerebelo (Bezerro 1).

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

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

PR

T I

do (Bezerro 1). HE, obj.20x.

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



50 Paulo H.J. Cunha et al.

Fig.4. Edema (vacuolos) e necrose neuronal (setas) nos nu-
cleos da base (Bezerro 1). HE, 0bj.40x.
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Fig.5. Neurénios vermelhos (st:als) no téla‘mo (‘Be.zerro 1). HE,
0bj.40x.
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Fig.6. Area de hemorragia discreta perivascular no bulbo (Be-
zerro 7). HE, obj.20x.

ras mais ventrais do encéfalo como talamo, ponte e bulbo
associadas com necrose cortical podem auxiliar no diag-
noéstico diferencial da PEM por enxofre daquela ocasionada
por deficiéncia de tiamina. Lesdes corticais de PEM em
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associagao a alteragdes em estruturas ventrais do encéfalo
também foram detectadas em casos naturais da doenca
em bovinos do Brasil (Sant'Ana et al. 2009a).

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

A identificacao de alteragbes histoldgicas sugestivas
de PEM em animais que n&o apresentam alteracoes neu-
rolégicas, mas com elevados valores de sulfeto de hidro-
génio ruminal, como observada nos Bovinos 4 e 7 do gru-
po G2, também foram relatadas por Niles et al. (2002).

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

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

CONCLUSAO

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