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RESUMO

Sdo descritos dois surtos de uma doenca neurolégica que afetou rebanhos bovinos de
aptiddo leiteira alimentados com bagaco de malte contaminado por Aspergillus
clavatus, no municipio de Viamao, estado do Rio Grande do Sul. A morbidade foi
semelhante em ambos os surtos (em torno de 30%). Em uma propriedade de 10
bovinos que consumiam o subproduto trés adoeceram e morreram e na outra de 33
bovinos, 10 foram afetados e 5 desses morreram. A evolucéo clinica da doenca variou
de 5 a 64 dias. Dos animais que se recuperaram apenas um permaneceu com sequielas
locomotoras leves. Os sinais clinicos eram predominantemente locomotores e incluiam
tremores musculares, hiperestesia e membros pélvicos com ataxia, paresia e paralisia
progressivas e apoio sobre os boletos. Os distirbios locomotores eram intensificados
pelo exercicio que em geral desencadeava quedas. Havia queda na producéo leiteira,
mas o apetite e dipsia foram mantidos até proximo da morte ou eutanasia. Cinco
bovinos foram necropsiados e dois apresentaram lesdes macroscopicas nos musculos
esqueléticos, principalmente dos membros pélvicos e toracicos, que consistiam de areas
claras bilaterais e relativamente simétricas. Histologicamente, as lesGes musculares se
caracterizavam por miopatia degenerativo-necroética segmentar, por vezes associada a
mineralizacdo, regeneracdo e fibrose. No sistema nervoso os principais achados
microscopicos consistiam de degeneracdo e necrose neuronal cromatolitica em ndcleos
nervosos especificos no tronco encefélico, cornos ventrais da medula espinhal e
ganglios espinhais, trigeminal, estrelado e celiaco. No tronco encefélico as lesdes
foram observadas nos nucleos vermelhos, formacao reticular da ponte, motor dorsal do
nervo vago e ambiguo. Em dois bovinos havia adicionalmente degeneracdo walleriana
nos funiculos dorsais da medula espinhal, nervos isquiadicos e fibulares. Através da
lectina-histoquimica foi evidenciado acUmulo de glicoconjugados contendo
oligossacarideos N-ligados ricos em manose no pericério de neurdnios cromatoliticos
de bovinos. As lectinas Concanavalian ensiformis e Triticum vulgaris apresentaram as
melhores marcacgdes. A doenca foi reproduzida experimentalmente em sete ovinos. A
trés destes foram administrados 40g/kg por dia do bagaco de malte utilizado nas
propriedades onde ocorreram 0s surtos espontaneos em bovinos por periodos de 2, 3 ou
19 dias. Os primeiros sinais clinicos foram observados 51 a 147 horas apds a primeira
administracdo e a evolucdo clinica até o 6bito ou eutanésia foi de aproximadamente 39
a 288 horas. A quatro ovinos foram administrados 12ml/kg por dia de cultura pura de
A. clavatus por 4 ou 6 dias. Os primeiros sinais clinicos nesses ovinos foram
observados 72 horas ap6s a primeira administracdo e a evolugéo clinica foi de 37 a 96
horas. Os sinais clinicos foram semelhantes aos dos casos naturais, sendo proeminentes
a hiperestesia, os tremores musculares e a taquipnéia. Nenhum dos sete ovinos
apresentou lesdes macroscépicas. A distribuicdo topogréfica das lesdes neuronais nos
ovinos foi semelhante a dos bovinos. Porém, a tumefacdo neuronal e as alteracdes
regressivas eram menos proeminentes nos ovinos. Trés de sete ovinos apresentaram
lesbes musculares que foram leves e ndo associadas a processos regenerativos ou
mineralizacao.



ABSTRACT

Two outbreaks of a neurological disease affecting herds of dairy cattle that were fed
moldy beer residues contaminated with Aspergillus clavatus in the county of Viaméo,
Rio Grande do Sul, Brazil, are described. The morbidity of both outbreaks was of 30%.
Among 10 bovines that had fed the beer by-product at one farm, three were affected and
died. On another farm, among 33 bovines, 10 were affected and five died. The clinical
evolution varied from 5 to 64 days. Only one of the animals that recovered from the
disease remained with mild locomotor sequels. The clinical signs were predominantly
locomotor and included muscle tremors, hyperesthesia and progressive posterior
ataxia, paresis and paralysis with knuckling of fetlocks of the hind limbs. Gait
abnormalities were more pronounced after exercises that in general led to falling down.
There was also reduced milk production, but appetite and water intake were maintained
until close to death or euthanasia. Five cattle were necropsied and two presented
macroscopic lesions consisting of white areas with bilateral symmetric distribution
mainly in pelvic and thoracic limbs muscles. Histologically muscular lesions were
characterized by segmental degenerative-necrotic myopathy, sometimes associated with
mineralization, regeneration and fibrosis. In the nervous system the main histological
finding consisted of chromatolytic neuronal degeneration and necrosis in selected
nuclei of the brain stem, the ventral horn of the spinal cord and spinal, trigeminal,
stellate and celiac ganglions. In the brain stem lesions were observed in the red nuclei,
reticular formation of the pons and dorsal motor of the vagus nerve and ambiguous
nuclei. In two cattle there was Wallerian degeneration in dorsal funiculi of the spinal
cord and ischiadic and fibular nerves. The lectin-histochemistry showed accumulation
of glycoconjugates with N-linked high-manose oligosaccharides in the chromatolytic
neuron perikaryon of bovines. Concanavalian ensiformis and Triticum vulgaris lectins
showed the best staining. The disease was reproduced experimentally in seven sheep.
Three sheep received 40g/kg/day of beer by-product originated from two farms where
outbreaks of A. clavatus poisoning in cattle had occurred. The administration of by-
product was carried on for two, three or 19 days. The first clinical signs in these sheep
were observed after 51 to 147 hours of the first administration of by-product, and the
clinical course lasted from 39 to 288 hours. Four sheep received 12 ml/kg/day of pure
culture of the fungus for four or six days. In these sheep the first clinical signs were
observed 72 hours after the first administration and the clinical evolution was of 37 to
96 hours. Clinical signs were similar to the natural cases, but hyperesthesia, muscle
tremors and tachypnea were most prominent. There were no macroscopic lesions in
sheep. The topographic distribution of the neuronal lesions in sheep and bovines was
similar. However, the neuronal swelling and regressive alterations were less intensive.
Three sheep presented mild muscle lesions.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é atualmente o quinto maior produtor de cerveja do mundo, com uma
média de 8,5 bilhdes de litros ao ano. No pais ha cerca de 47 fabricas, em geral de
grande e médio porte. A regido Sul responde por 14,8% da producdo, ficando atras
apenas das regides Sudeste (57,5%) e Nordeste (17,3%) (SANTOS & RIBEIRO, 2005).

Grandes quantidades de subprodutos sdo geradas pelas cervejarias, sendo o
bagaco de malte, guantitativamente, o principal deles (a cada 100 litros de cerveja
produzida sdo gerados de 14 a 20 quilos de bagaco de malte). Este material que seria
descartado, ocasionando um grande impacto ambiental, por possuir boas caracteristicas
nutricionais, € enviado, por grande parte das cervejarias, a empresas que O
disponibilizam para alimentacdo animal. O bagaco de malte tem sido oferecido aos
criadores principalmente na forma Umida, com cerca de 80% de umidade (SANTOS &
RIBEIRO, 2005). Em razédo da disponibilidade e de seu menor custo o subproduto vem
sendo amplamente utilizado na alimentacdo de bovinos com aptidao leiteira no Rio
Grande do Sul (BARROS et al., 2006).

O consumo de subprodutos de cervejarias ou destilarias contaminados pelo
fungo Aspergillus clavatus tem sido associado a uma doenca neuroldgica em bovinos e
ovinos em diversos paises (KELLERMAN et al., 1976; 1984; 2005; GILMOUR et al.,
1989; SABATER-VILAR et al., 2004), incluindo o Brasil (LORETTI et al., 2003). A.
clavatus € um fungo saproéfito cosmopolita normalmente isolado do solo e de fezes, mas
qgue pode contaminar principalmente cereais estocados com alto teor de umidade em
temperaturas superiores a 13°C. Nessas condi¢des o fungo tende a predominar sobre
outros (LOPEZ-DIAS & FLANNIGAN, 1997). Embora A. clavatus seja um conhecido
produtor de varios metabolicos toxicos, a(s) toxina(s) responsavel(is) pelo quadro
clinicopatolégico ainda ndo esta(do) bem determinada(s). Alguns autores especulam que
a enfermidade seja resultado da acdo sinérgica de varias micotoxinas (VARGA et al.,
2003).

Os principais sinais clinicos descritos sdo hiperestesia, tremores musculares,
ataxia, andar sobre os boletos dos membros pélvicos, paresia e paralisia progressiva. A
necropsia, animais que sobrevivem por longos periodos, podem apresentar areas palidas
nos musculos esqueléticos dos membros pélvicos e toracicos. Alguns casos apresentam
ainda focos pélidos no coracdo (KELLERMAN et al., 2005). Microscopicamente ha

degeneracdo e necrose de grandes neurdnios especialmente dos cornos ventrais da
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medula espinhal, nucleos especificos da medula oblonga, mesencéfalo e talamo, e
ganglios espinhais (GILMOUR et al., 1989; VAN DER LUGT et al., 2002;
KELLERMAN et al., 2005). Degeneracdo axonal central e periférica com perda
secundaria de mielina tem sido identificada em alguns surtos (GILMOUR et al., 1989;
VAN DER LUGT et al., 1994). O presente trabalho tem como objetivos descrever os
aspectos epidemiologicos, clinicos e patoldgicos de dois surtos da doenca neuroldgica
em bovinos que consumiam bagaco de malte contaminado por A. clavatus. Também
serdo descritos 0s aspectos clinico e patoldgico do quadro em ovinos intoxicados
experimentalmente com o bagaco de malte utilizado nas propriedades durante os surtos
e com a cultura pura de A. clavatus. Nas lesbes neurologicas serdo abordados e
discutidos alguns aspectos da morfologia e imuno-histoquimica, além de possiveis

mecanismos patogénicos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Bagaco de malte

O bagaco de malte é o subproduto formado pela parte solida obtida da filtracdo
do mosto cervejeiro antes da fervura (Figura 1). O mosto cervejeiro é gerado apds a
moagem do malte e maceracdo do malte e do adjunto, este Gltimo formado por outros
grdos como arroz, milho e trigo. Na maceracdo é acrescentada dgua aquecida aos gréos
de malte moidos (65°C para o malte e 120°C para o adjunto). Para filtracdo e
consequente geracdo do bagaco de malte o mosto € resfriado até 75 a 78°C. O bagaco de
malte é quantitativamente o principal subproduto, sendo gerado de 14 a 20 quilos a cada
100 litros de cerveja produzida. A grande producdo anual de cerveja no pais, em média
de 8,5 bilhdes de litros, d& uma idéia da enorme quantidade deste subproduto gerada
neste processo industrial. A Regido Sul do pais responde por 14,8% desta producéo.
Além do bagaco de malte, outros subprodutos sélidos gerados sdo o trub grosso obtido
na decantacdo do mosto apdés a fervura e o trub fino obtido na filtracdo apds a
fermentacdo. Em alguns casos estes subprodutos sdo misturados ao bagaco de malte e
disponibilizados para alimentagéo animal (SANTOS & RIBEIRO, 2005).

O bagaco de malte é constituido principalmente de restos de casca e polpa de
cevada, mas também de outros grdos como arroz, milho e trigo (SANTOS & RIBEIRO,
2005). Trabalhos tém demonstrado que o bagaco de malte possui boas caracteristicas
nutricionais apresentando em sua composi¢do cerca de 28,4% de hemicelulose, 27,8%
de lignina e 16,8% de celulose, além de menores propor¢des de proteinas, extrativos e
cinzas (VAZ et al., 2005). Assim, em razdo de suas caracteristicas nutricionais, grande
disponibilidade e menor custo este subproduto vem sendo amplamente utilizado na
alimentacdo de bovinos com aptiddo leiteira no Rio Grande do Sul (BARROS et al.,
2006) e outras regides do pais. O bagaco de malte tem sido oferecido aos criadores
principalmente na forma Umida, com cerca de 80% de umidade (SANTOS & RIBEIRO,
2005).
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FIGURA 1 - Fluxograma de processo genérico da producdo de cerveja. Sao ilustrados
em cinza os principais subprodutos ou residuos e as etapas onde estes sao
gerados (SANTOS & RIBEIRO, 2005).

2.2. Aspergillus clavatus: caracteristicas gerais

O A. clavatus é wum fungo saprébico cosmopolita caracterizado
macroscopicamente pela formacdo de col6nias azul-esverdeadas e microscopicamente
por vesiculas em forma de clavas, grandes cabecas conidiais verde azuladas e
conidi6foros com 1 a 4mm de comprimento (VARGA et al., 2003). O fungo é
normalmente isolado de solo, fezes e materiais vegetais em decomposi¢cdo, mas também
ocorre em produtos estocados com alto teor de umidade, principalmente cereais
(LOPEZ-DIAS & FLANNIGAN, 1997; VARGA et al., 2003). Embora seja considerado
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um raro contaminante de graos, ha evidéncias de que quando presente A. clavatus tende
a predominar sobre outros fungos particularmente em temperaturas maiores que 13 a
16°C. Um intenso crescimento é observado com a temperatura entre 20 e 35°C (LOPEZ-
DIAS & FLANNIGAN, 1997; McKENZIE et al., 2004) e com pH entre 6,5 a 7,5
(McKENZIE et al., 2004). A. clavatus demonstra ser especialmente bem adaptado a
crescer durante a producdo do malte, particularmente em condi¢cbes de completa
hidratacdo durante a germinacdo do grdo (LOPEZ-DIAS & FLANNIGAN, 1997;
GILMOUR et al., 1989; VARGA et al.,, 2003; SABATER-VILAR et al., 2004). A
umidade minima requerida € de cerca de 88%, com Gtimo crescimento a 93 a 98%
(McKENZIE et al., 2004).

2.3. Aspergillus clavatus: produc¢do de micotoxinas

A natureza da(s) micotoxina(s) envolvida(s) na toxicose relacionada ao A.
clavatus ainda ndo estd bem esclarecida (LOPEZ-DIAS & FLANNIGAN, 1997;
McKENZIE et al.,, 2004; SABATER-VILAR et al., 2004). Vaérias toxinas tém sido
isoladas de A. clavatus, como patulina, brefeldina A, citocalasina E e K, ascladiol,
clavatol, acido cdjico e diversas substancias tremorgénicas, como triptoquivalona,
nortriptoquivalona, triptoquivalina e gliantripina (DEMAIN et al., 1976; KELLERMAN
et al.,, 1976; KELLERMAN et al., 1984; WANG et al., 2002; VARGA et al., 2003;
SABATER-VILAR et al., 2004). Entretanto, nenhuma destas foi testada em ruminantes
para determinar sua participacdo na patogénese da doenca (MCKENZIE et al., 2004).
Alguns autores, no entanto, especulam que a enfermidade seja resultado da acao
sinérgica de varias micotoxinas (VARGA et al., 2003).

Das toxinas de A. clavatus, a patulina tem sido uma das mais investigadas
(McKENZIE et al., 2004). Camundongos inoculados por via intraperitoneal com essa
toxina apresentaram sinais clinicos semelhantes aos observados em bovinos
(KELLERMAN et al., 1976). As lesdes neuronais nesses camundongos, embora
consideradas semelhantes as dos bovinos, sdo restritas ao cortex cerebral (CAPITAINE
& BALOUET, 1974). A inoculacdo intraperitoneal de triptoquivalona e triptoquivalina
em ratos provoca tremores e hiperestesia semelhantes aos observados nos casos naturais
que persistem por cinco dias, mas nao causa lesdes macro ou microscépicas no sistema
nervoso ou outros tecidos (MCKENZIE et al., 2004). Kellerman et al. (1976) néo

detectou patulina, triptoquivalona ou nortriptoquivalona na fracdo mais toxica extraida
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de um residuo de cerveja de sorgo utilizada em uma fazenda onde ocorreu um surto e
que reproduziu a doenca quando administrado a ovinos. A inoculacédo de citocalasina E
causou a morte de ratos 2 a 18 horas ap0s inoculacdo e edema cerebral, ascite e
hemorragia pulmonar (McKENZIE et al., 2004).

Alguns autores indicam que na cevada a producdo de algumas das toxinas de A.
clavatus é superior a obtida em outros grdos (DEMAIN et al., 1976). No entanto, a
neurotoxicose também tém sido associada ao crescimento em outros grdos, como trigo,
milho e sorgo (VILLALOBOS et al., 1995; KELLERMAN et al., 2005).

As temperaturas e tempos de incubagdo considerados bons para producdo de
toxinas para o A. clavatus sdo varidveis. Os seguintes esquemas de cultivo tém sido
propostos para a producdo de toxinas tremorgénicas: 37°C por 7 dias, 30°C por 10-14
dias e 22°C por 17 dias (DEMAIN et al., 1976; TREMASOV et al., 1993). A
fermentacgdo sob agitacdo é mais satisfatoria que a sob condi¢es estaticas (DEMAIN et
al., 1976).

2.4. Intoxicacéo por Aspergillus clavatus

2.4.1. Sinais clinicos e dados epidemiologicos

Os sinais clinicos da intoxicagdo por A. clavatus em bovinos incluem
principalmente hiperestesia, tremores, ataxia, paresia e paralisia progressivas
particularmente nos membros pélvicos que pode evoluir para a morte em poucos dias a
varias semanas (KELLERMAN et al., 1976; 1984; 2005; GILMOUR et al., 1989; VAN
DER LUGT et al., 1994; LORETTI et al., 2003; COLODEL et al., 2004; EL-HAGE &
LANCASTER, 2004; McKENZIE et al., 2004; SABATER-VILAR et al., 2004). A
morbidade é muito variavel entre os surtos, sendo descritos valores entre 17 a 100%
(KELLERMAN et al., 1984; GILMOUR et al., 1989; LORETTI et al., 2003; VAN DER
LUGT etal., 1994; EL-HAGE & LANCASTER, 2004). A letalidade, incluindo animais
mortos espontaneamente e eutanasiados, também é varidvel, com valores entre 31 a
87% (KELLERMAN et al., 1984; GILMOUR et al., 1989; LORETTI et al., 2003; EL-
HAGE & LANCASTER, 2004). Animais sobreviventes podem permanecer com sinais
locomotores (KELLERMAN et al., 1976; GILMOUR et al., 1989). Embora em alguns
surtos as mortes cessem com a retirada o alimento contaminado (LORETTI et al.,
2003), alguns trabalhos descrevem a ocorréncia de casos novos mesmo apds a remogao
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do alimento contaminado (GILMOUR et al., 1989; EL-HAGE & LANCASTER, 2004)
por um periodo de até 18 dias (EL-HAGE & LANCASTER, 2004).

Os sinais clinicos sdo com frequéncia leves ou mesmo ndo evidentes quando 0s
animais estdo em repouso, mas tornam-se mais intensos ou perceptiveis com a
movimentacdo dos animais (KELLERMAN et al., 1984; 2005; VAN DER LUGT et al.,
1994; LORETTI et al., 2003; COLODEL et al., 2004). Os animais afetados tém andar
ataxico, membros rigidos, passos curtos, tremores e algumas vezes arrastam as patas,
apoiadas sobre os boletos dos membros pélvicos. Quedas repetidas sdo freqlentes
(KELLERMAN et al., 1976; 1984; 2005; GILMOUR et al., 1989; VAN DER LUGT et
al., 1994; LORETTI et al., 2003; COLODEL et al., 2004; EL-HAGE & LANCASTER,
2004; McKENZIE et al., 2004; SABATER-VILAR et al., 2004;). Depois de um periodo
variavel de repouso eles podem levantar-se, muitas vezes com dificuldade (LORETTI et
al., 2003; KELLERMAN et al., 2005). Alguns animais podem assumir a posi¢do de céo
sentado ou ficar em decubito esternal com membros posicionados de forma anormal
(KELLERMAN et al., 1976; 1984; 2005; VAN DER LUGT et al., 1994; LORETTI et
al., 2003; SABATER-VILAR et al., 2004). Os tremores musculares e a hiperestesia
podem n&o ocorrer em alguns surtos (VAN DER LUGT et al., 1994; KELLERMAN et
al., 2005). A movimentacdo pode precipitar também rapido cansaco, dificuldade
respiratoria (KELLERMAN et al., 1984; 2005; GILMOUR et al., 1989; EL-HAGE &
LANCASTER, 2004) e salivacdo (KELLERMAN et al., 1984; 2005; LORETTI et al.,
2003; EL-HAGE & LANCASTER, 2004). Os bovinos permanecem atentos ao
ambiente, com frequéncia ha retencdo do apetite (GILMOUR et al., 1989; VAN DER
LUGT et al., 1994; LORETTI et al.,, 2003; EL-HAGE & LANCASTER, 2004;
McKENZIE et al., 2004) e raramente ha paralisia completa da lingua, dos membros e da
cauda (KELLERMAN et al., 1976; 2005). No entanto, em alguns surtos é relatada
anorexia (GILMOUR et al., 1989; KELLERMAN et al., 2005). E descrita ainda
constipacdo (KELLERMAN et al., 1976; 2005), hipermetria nos membros pélvicos
(EL-HAGE & LANCASTER, 2004; McKENZIE et al., 2004), comportamento anormal
(comportamento maniaco, agressividade, inquietude e reacdes de medo a objetos em seu
caminho, sombras ou outros animais) (KELLERMAN et al., 1976; GILMOUR et al.,
1989; COLODEL et al., 2004; McKENZIE et al., 2004), queda na producdo de leite
(McKENZIE et al., 2004; VAN DER LUGT et al., 1994). Embora sejam descritas

raramente reacdo febril leve e estase ruminal, alguns autores consideram a doenga néo
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febril e observam persisténcia dos movimentos ruminais até os estagios terminais da
doenca (KELLERMAN et al, 1976).

Os sinais clinicos em ovinos sdo bastante semelhantes aos citados em bovinos.
S&o descritos hiperestesia e tremores musculares progressivos, caminhar com passos
curtos, arrastando os membros pélvicos (KELLERMAN et al., 1976; 1984), apoiados
sobre boletos dos membros pélvicos (KELLERMAN et al., 1984; GILMOUR et al.,
1989) ou com membros pélvicos rigidos (GILMOUR et al., 1989), evoluindo para
decubito esternal (KELLERMAN et al., 1976; 1984; GILMOUR et al., 1989) com
membros dispostos de forma anormal (KELLERMAN et al.,, 1984). Respiracédo
ofegante (KELLERMAN et al.,, 1976; GILMOUR et al., 1989) e anorexia
(KELLERMAN et al., 1984; GILMOUR et al.,, 1989) sdo também descritos. A
morbidade em surtos pode ser alta, chegando a 100% (GILMOUR et al., 1989), com
letalidade varidavel. Em trabalhos experimentais em ovinos os sinais clinicos foram
observados 5 a 13 dias ap0s a alimentacdo com o residuo de cervejaria contaminado e a
morte ou eutanasia ocorreu 7 a 10 dias apds inicio dos sinais clinicos (KELLERMAN et
al., 1976; 1984). No entanto, em alguns experimentos em ovinos pode nao se perceber
sinais clinicos ap6s semanas de ingestdo do residuo, embora os animais apresentem
lesbes no sistema nervoso (GILMOUR et al., 1989; LORETTI et al., 2003).

2.4.2. Macroscopia

As lesbes macroscopicas em geral sdo mais proeminentes em bovinos muito
afetados e que apresentam sinais clinicos por longos periodos (KELLERMAN et al.,
1976; 2005) e podem né&o ser observadas em alguns surtos (KELLERMAN et al., 1984;
GILMOUR et al., 1989; VAN DER LUGT et al., 1994; EL-HAGE & LANCASTER,
2004; McKENZIE et al., 2004).

Os animais onde ha lesdes macroscopicas apresentam areas branco-acinzentadas
em grandes grupos musculares nos membros pélvicos e toracicos particularmente
préximos das insercdes e origens, com frequéncia acompanhadas por petéquias. Menos
comumente os musculos podem ser difusamente palidos (KELLERMAN et al., 1976;
2005; VAN DER LUGT et al., 2002; LORETTI et al., 2003; COLODEL et al., 2004).
Os musculos onde sdo descritas lesGes incluem: gastrocnémio, semimembranaceo,
semitendineo, quadriceps, adutor, pectineo, reto femural, sartério, serrétil ventral,

grécio, ileo-psoas, peitoral descendente, ascendente e transverso, musculos esternais e
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musculos extensores dos membros toracicos (KELLERMAN et al., 1976, LORETTI et
al., 2003). Séo descritos ainda edema nas fascias intermusculares e petequias (mais
proeminentes ao longo de grandes nervos como o isquiadico e braquial)
(KELLERMAN et al., 1976) e ruptura bilateral do ligamento redondo da cabeca do
fémur (COLODEL et al., 2004). Lestes musculares em ovinos sdo muito leves
(KELLERMAN et al., 1976) ou ausentes (KELLERMAN et al., 1976; GILMOUR et
al., 1989; LORETTI et al., 2003).

Petéquias e equimoses sdo também descritas na maioria das superficies serosas e
sob o epicardio e endocéardio (KELLERMAN et al., 1976). Alguns animais que
sobrevivem por longos periodos podem apresentar pequenos focos palidos de necrose
no miocardio dos musculos papilares e da parede do ventriculo esquerdo
(KELLERMAN et al., 1976; 2005).

O sistema nervoso normalmente ndo apresenta lesbes macroscopicas
(KELLERMAN et al., 1984; 2005; GILMOUR et al., 1989; LORETTI et al., 2003).
Alteracbes descritas com pouca frequéncia no sistema nervoso sdo congestdo das
meninges de animais que morrem pouco tempo apOs o inicio dos sinais clinicos
(KELLERMAN et al., 1976). Um estudo bastante distinto dos demais, descreve
hemorragia e malacia cerebrocortical (JIANG et al. apud GILMOUR et al., 1989).

Séo descritos também leve edema pulmonar, alteraces indicando estase nos pré-

estdbmagos e constipacao, e liquido sinovial turvo e escuro (KELLERMAN et al., 1976).

2.4.3. Microscopia

As lesbes microscopicas mais significativas sdo degeneracdo e necrose de
grandes neur6nios especialmente dos cornos ventrais da medula espinhal e ndcleos
especificos da medula oblonga, mesencéfalo e talamo (GILMOUR et al., 1989;
KELLERMAN et al., 1976; 1984; 2005; LORETTI et al., 2003; COLODEL et al.,
2004; EL-HAGE & LANCASTER, 2004; McKENZIE et al., 2004; SABATER-VILAR
et al., 2004). No tronco encefalico as lesGes afetam principalmente os nacleos vermelho
(GILMOUR et al., 1989; VAN DER LUGT et al., 2002; EL-HAGE & LANCASTER,
2004), reticular da medula (EL-HAGE & LANCASTER, 2004), vestibular (GILMOUR
et al., 1989; VAN DER LUGT et al., 2002), motor dorsal do nervo vago (VAN DER
LUGT et al.,, 2002; EL-HAGE & LANCASTER, 2004; McKENZIE et al., 2004),
ambiguo (VAN DER LUGT et al., 2002) e do trato espinhal do nervo trigémio (VAN
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DER LUGT et al.,, 2002). Os neurdnios de ganglios espinhais sdo também afetados
(GILMOUR et al., 1989; VAN DER LUGT et al., 1994; 2002; SABATER-VILAR et
al., 2004). Neuroénios do cortex cerebral e cerebelar ndo sdo afetados (KELLERMAN et
al., 1976; LORETTI et al., 2003).

Neuronios de animais afetados sdo tumefeitos e arredondados, com citoplasma
eosinofilico, finamente granular e com lise completa ou central dos granulos de Nissl,
associada a vacuolos de diferentes tamanhos. Os nucleos destas células quando
presentes sdo situados excentricamente junto & membrana celular, ovais ou riniformes,
hipercromaticos e com nucléolos aumentados e basofilicos (KELLERMAN et al., 1976;
GILMOUR et al., 1989; VAN DER LUGT et al., 1994; 2002; LORETTI et al., 2003;
EL-HAGE & LANCASTER, 2004; McKENZIE et al., 2004, SABATER-VILAR et al.,
2004;). Kellerman et al. (1976) observam que a tumefacdo neuronal ocorre
principalmente em animais que sobrevivem por alguns dias com sinais clinicos. Em um
surto foi observado no citoplasma de alguns neurénios pigmento marrom-acastanhado,
finamente granular lembrando lipofucsina (KELLERMAN et al., 1984).

Com menor frequéncia pode ocorrer satelitose, neuronofagia e gliose focal em
areas presumivelmente antes ocupadas por neurdnios (KELLERMAN et al., 1976;
1984; GILMOUR et al., 1989), particularmente em alguns casos mais crénicos
(KELLERMAN et al., 1976).

Degeneracdo axonal com formacdo de cameras de digestdo e perda secundaria
de mielina é observada na substdncia branca ao redor de ndcleos com neurdnios
afetados (KELLERMAN et al. 1976; VAN DER LUGT et al., 2002; LORETTI et al.,
2003) e na medula espinhal (KELLERMAN et al. 1976; GILMOUR et al., 1989; VAN
DER LUGT et al., 1994; SABATER-VILAR et al., 2004). Os tratos afetados na medula
espinhal variam entre os surtos descritos. Podem ser afetados todos os tratos
(GILMOUR et al., 1989; VAN DER LUGT et al., 2002), principalmente areas ao redor
dos cornos ventrais (KELLERMAN et al., 1976) ou os funiculos laterais e ventrais
poupando funiculos dorsais e adjacentes a substancia cinzenta (VAN DER LUGT et al.,
1994). Lesbes axonais semelhantes tém sido identificadas também em nervos
periféricos em alguns surtos (GILMOUR et al., 1989; VAN DER LUGT et al., 1994).
Varios nervos periféricos podem ser afetados, incluindo nervos espinhais, isquiadicos,
femurais, fibulares, obturadores e radiais e plexos braquiais (SABATER-VILAR et al.,
2004). Segundo Van der Lugt et al. (2002) as lesdes axonais podem ser observadas

também na substancia cinzenta da medula espinhal e raizes ventrais e nos nervos
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periféricos afetavam principalmente as por¢Ges proximais dos axonios. Sabater-Vilar et
al. (2004), no entanto, descreve em alguns animais lesdes axonais em nervos periféricos
sem a observacdo de alteracbes em neurbnios do sistema nervoso central. Em alguns
surtos os animais apresentam lesdes em neurdnios do sistema nervoso central mas néo
em axonios da medula espinhal (LORETTI et al., 2003; MCKENZIE et al., 2004) ou de
nervos periféricos (EL-HAGE & LANCASTER, 2004).

As lesdes nos musculos esqueléticos sdo caracterizadas por degeneracdo e
necrose hialina (KELLERMAN et al., 1976; VAN DER LUGT et al., 2002; LORETTI
et al., 2003; COLODEL et al., 2004) acompanhada de mineralizacdo (LORETTI et al.,
2003). No miocardio pode ocorrer degeneracdo e necrose de miofibras em casos
crénicos (KELLERMAN et al., 1976). No entanto, essas lesdes podem ndo ser
observadas em alguns surtos (KELLERMAN et al., 1984; GILMOUR et al., 1989; EL-
HAGE & LANCASTER, 2004).

2.4.4. Patogénese

A patogénese das lesdes neuroldgicas ndo estd completamente esclarecida. Tem
sido sugerido que a cromatolise seja a manifestacdo de uma injuria primaria ao corpo do
neurénio (KELLERMAN et al., 1976; 1984; VAN DER LUGT et al., 2002; LORETTI
et al., 2003). Neste sentido, a degeneracdo axonal, observada em alguns casos, seria
secundaria ou concomitante (VAN DER LUGT et al., 2002). Porém alguns autores
propdem que as lesbes podem ser explicadas por uma injdria axonal primaria e que as
alteracdes observadas em corpos de neurdnio sejam secundarias e definidas como
reacdo axonal (GILMOUR et al., 1989; VAN DER LUGT et al., 1994; SABATER-
VILAR et al.,, 2004). Um processo de axonopatia distal também tem sido proposto
(VAN DER LUGT et al., 1994).

A patogénese das lesdes musculares também ndo esta elucidada (GILMOUR et
al., 1989; LORETTI et al., 2003). Varios mecanismos atuando isoladamente ou em
conjunto podem estar envolvidos, como isquemia associada ao decubito, eventos
traumaticos, contracfes musculares vigorosas (LORETTI et al., 2003) e sindrome de
compartimento (EL-HAGE & LANCASTER, 2004). Tem sido sugerido também que
metabdlitos de A. clavatus possam ter efeitos neurotdxicos e miotoxicos (GILMOUR et
al., 1989; LORETTI et al., 2003).
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As variacbes no quadro clinicopatologico sdo atribuidas a diferencas nas
micotoxinas produzidas ou nas quantidades das mesmas em diferentes surtos
(GILMOUR et al., 1989).

2.5. Lectina-histoquimica

A formacédo de neurbnios cromatoliticos € uma caracteristica comum a diversas
doencas de animais e humanos que afetam neurénios motores no tronco encefalico e na
medula espinhal (DIVERS et al., 1997; HAHN et al., 2001). Estudos através da técnica
de lectina-histoquimica de enfermidades deste grupo sdo escassos, mas tém
demonstrado alteracdes na glicosilacdo destes neurdnios em casos humanos (CHOU &
WANG, 1997). Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas que se ligam a carboidratos e
que por isso sdo amplamente utilizadas para localizacao histoquimica de residuos destes
compostos em tecidos (SPICER & SCHULTE, 1992; BROOKS et al., 1996).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Casos naturais

Os dados epidemioldgicos e clinicos dos surtos foram obtidos em visitas as
propriedades e junto aos proprietarios. No Surto 1 foram necropsiados trés bovinos, um
ja em avangado estado de autolise e dois ap0s eutanasia com tiopental sédico quando
moribundos. No Surto 2 foram necropsiados dois bovinos, um imediatamente apos a
morte e outro apds eutanasia com tiopental sédico quando moribundo.

Os dados meteoroldgicos dos periodos dos surtos foram obtidos em consulta a

pagina do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) (www.inmet.com.br).

3.2. Reproducéo experimental

O bagaco de malte utilizado nas propriedades onde ocorreram os surtos foi
administrado para ovinos por via oral com auxilio de uma seringa descartavel de 60ml
com a extremidade do cilindro cortada. Foram administradas doses diarias de 40g do
bagaco de malte por quilo de peso vivo, seguindo doses utilizadas em trabalhos
experimentais ja publicados (Kellerman et al., 1976; 1984; Gilmour et al., 1989; Loretti

et al., 2003). A administragédo foi conduzida até o surgimento dos sinais clinicos.
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Para reproducdo experimental da enfermidade com a cultura de A. clavatus em
ovinos foram preparados subcultivos do fungo isolado do bagaco de malte utilizado nas
propriedades em meio liquido de Lactrimel (vide item 3.3.2). Os meios de cultura com o
fungo foram homogeneizados em liquidificador doméstico e administrados por sonda
gastrica (sonda nasogastrica para potro). Foi empregada a dose diaria de 12ml de meio
de cultura por quilo de peso vivo até o surgimento de sinais clinicos claros de
intoxicacao.

Os animais foram mantidos em baias de alvenaria, com piso de madeira ripado e
receberam feno de alfafa e agua a vontade. Os ovinos foram inspecionados pelo menos
duas vezes ao dia e examinados clinicamente uma vez ao dia, onde foram aferidas a
temperatura, frequéncia respiratéria, cardiaca e ruminal, além da coloracdo das mucosas
externas. Foi realizada ainda a coleta de sangue sem anticoagulante através de puncéo

jugular.

3.3. Processamento dos tecidos:

3.3.1. Microscopia, imuno-histoquimica e lectina-histoquimica: Os
fragmentos de diversos tecidos destinados a microscopia oOptica foram fixados em
formol a 10% tamponado, desidratados em concentracdes crescentes de alcool etilico,
diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Cortes de 5 um de espessura foram
corados pela hematoxilina e eosina e pelos métodos de violeta de cresil e azul rapido de
luxol (PROPHET et al., 1992). Do sistema nervoso dos animais foram coletados
encefalo, medula espinhal, ganglios nervosos (trigeminal, espinhais, celiaco e
estrelado), fragmentos dos nervos isquiddico e fibular. Amostras do sistema nervoso
central incluiram cortes da medula oblonga ao nivel do ébex, ponte com pedunculos cerebelares
(ao nivel do sulco bulbo-pontino), cortex cerebelar (ao nivel do corte anterior), mesencéfalo ao
nivel dos coliculos rostrais, tdlamo caudal (seccdo caudal ao corpo mamilar) e cranial (ao nivel
do quiasma Optico), clrtex cerebral nos lobos occipital (a0 nivel do corte mais caudal do
tdlamo) e frontal (na altura do sulco cruzado), e medula espinhal ao nivel toracico e das
intumescéncias lombar e cervical. A classificacdo dos nucleos lesados seguiu a descri¢éo
neuroanatdmica de Yoshikawa (1968) e Johnson et al. (2007). Amostras de musculos
dos membros pélvicos (semitendinoso, vasto lateral, vasto medial e gastrocnémio),

membros toracicos (triceps braquial e subescapular), axiais (longissimo dorsal e psoas),
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respiratorios (intercostal e diafragma) e cardiacos (ventriculos e septo interventricular)
dos animais foram mantidas em geladeira (4°C) por cerca de 48 horas antes da fixacdo

em formol para evitar artefatos de contracéo.

Para realizacdo da técnica de imuno-histoquimica e lectina-histoquimica foram
feitos cortes histoldgicos de éareas selecionadas do sistema nervoso com 5 um de
espessura e estes foram aplicados sobre laminas de vidro recobertas com solucdo de

gelatina 0,3% e fixados em estufa a 60°C durante 24 horas.

Na imuno-histoquimica foram utilizados os seguintes anticorpos primarios: a)
anti-proteina fibrilar glial &cida (anti-GFAP); b) policlonal de coelho anti-
neurofilamento bovino H de 200kD (Serotec: AHP245); c¢) monoclonal anti-proteina
prion (VRMD: F99/97). Foi empregado o metodo da Steptavidina-biotina marcada
(LSAB) (Dako, Carpinteria, CA) e como cromdgeno foi utilizada a diaminobenzidina

(DAB). Todas as laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Mayer.

Para realizacdo da técnica de lectina-histoquimica, o blogueio da peroxidase
enddgena foi realizado pela imersdo em peroxido de hidrogénio a 3% por 30 minutos e
a recuperacdo de glicoconjugados, pela imersdo em tampao citrato pH 6,0 em banho-
maria por 15 minutos. O bloqueio das reagdes inespecificas foi realizado pela imerséo
em leite desnatado 5% (Molico®). Apds o bloqueio com leite desnatado os cortes foram
incubados “overnight” a 4°C com as lectinas biotiniladas. Foram utilizadas as seguintes
lectinas biotiniladas: Concanavalian ensiformis agglutinin (Con A), Dolichos biflorus
agglutinin (DBA), Glycine max agglutinin (SBA), Arachis hypogaea agglutinin (PNA),
Ricinus communis agglutinin (RCA), Ulex europaeus agglutinin — I (UEA - 1), Triticum
vulgaris agglutinin (WGA) (Biotinylated lectin kit I, BK 1000, Vector Laboratories,
Burlingame, CA). As diluicGes das lectinas foram: Con A 1 pg/ml; WGA, SBA e RCA
5 pg/ml; PNA 10 pg/ml; DBA e UEA-I 30 pg/ml. Os cortes foram entdo incubados com
o complexo streptavidina-peroxidase (Dako, Carpinteria, CA) e como cromdgeno foi
empregada a DAB. Todas as laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Mayer.
Como controle negativo de cada bloco foi incubado um corte com tampdo sendo

omitida a lectina.

3.4. Exames micolégicos:

3.4.1. Isolamento e identificacdo Aspergillus clavatus:
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Das amostras de bagaco de malte que apresentavam visivel contaminacao
fangica foram selecionadas areas identificadas macro e microscopicamente como tendo
A. clavatus. Micélios e conidios dessas amostras foram inoculados em placas de Petri
contendo Agar Sabouraud Dextrose (OXOID) acrescido de 0,4g de cloranfenicol
(INLAB). A incubacao foi realizada num periodo minimo de 10 dias a uma temperatura
de 25-30°C. Posteriormente os isolados identificados como A. clavatus foram repicados
através de transferéncia de micélios e conideos em Agar Sabouraud para obtencdo de
cultura pura que foi armazenada em &gua destilada estéril (técnica de Castellani)
(DIOGO et al., 2005). Estas analises foram conduzidas no Laboratério de Micologia da
Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

3.4.2. Subcultivo:

Para reproducdo experimental da enfermidade em ovinos foram preparados
subcultivos através de inoculacdo das hifas e conideos de em meio liquido de Lactrimel
(14g de farinha de trigo, 149 de leite em po, 7g de mel e 0,4g de cloranfenicol / 1I).
Imediatamente apos inoculagédo e agitacdo vigorosa de todos 0os componentes, 0 meio
liquido inoculado foi distribuido em placas de Petri e incubado por 10 a 15 dias a 25-
30°C para obtencdo de uma densa e uniforme camada de A. clavatus. Apos o periodo de
incubacdo foram realizadas novas observagfes de caracteres macro e
micromorfoldgicos para verificacdo da pureza do inoculo. Estas analises foram também

conduzidas no Laboratério de Micologia da Faculdade de Veterinaria da UFRGS.

3.4.3. Analise da patulina:

Para pesquisa de patulina foram enviadas ao Laboratério de Analises
Micotoxicolégicas (Lamic) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) amostras
do bagaco de malte utilizado na propriedade 1 e placas de Petri com a cultura de A.
clavatus em meio liquido Lactrimel utilizadas na reproducéo experimental do Ovino 3.

A pesquisa de patulina foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia, com detec¢édo
por ultravioleta (HPLC/UV).
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4. RESULTADOS
4.1. Casos naturais
4.1.1. Dados epidemiol6gicos

Os surtos ocorreram em margo e abril de 2006 (Propriedade 1) e em janeiro e
fevereiro de 2007 (Propriedade 2) nos bairros de Branquinha e Itapud, respectivamente,
ambos no municipio de Viamdo, Rio Grande do Sul.

Na Propriedade 1 os sinais clinicos foram observados cerca de uma semana apos
0 recebimento de nova carga de bagaco de malte, que foi colocada sobre as sobras da
carga anterior, recebida 28 dias antes. Os animais passaram a receber um mistura de
ambas. O proprietario notou surgimento de um bolor esverdeado ou acinzentado sobre o
bagaco de malte. Desse bolor foi isolado Aspergillus clavatus (Figura 2 A, B). O uso do
subproduto foi suspenso cerca de trés dias apds serem notados 0s primeiros sinais
clinicos nos bovinos. No entanto, um animal ainda adoeceu cerca de dez dias apés a
suspensdo. Na propriedade eram utilizados cerca de 25 kg de bagaco de malte por
animal por dia. Duas das trés vacas que adoeceram eram das de melhor producdo (cerca
de 40kg leite/dia).

O bagaco de malte utilizado na Propriedade 2 apresentou, segundo o
proprietario, um bolor azul esverdeado na superficie 4 a 5 dias apds a entrega. Os
primeiros sinais clinicos no primeiro animal afetado foram percebidos 12 dias apos
entrega do material, ou seja, cerca de 7 dias ap6s a observacdo do bolor. Esta primeira
carga do subproduto foi empregada na alimentacdo dos animais até 28 dias apos
entrega. Uma nova carga do subproduto foi recebida no dia seguinte ao término e
colocada no mesmo reservatorio, apresentando um bolor semelhante ao descrito em
poucos dias. Cinco dias ap0s a entrega dessa, durante a primeira visita a propriedade,
praticamente toda a superficie do subproduto estava recoberta pelo bolor azul
esverdeado com areas brancas e pretas. Do bolor foi isolado A. clavatus com pequena
contaminagdo por Rhizopus sp. (Figura 2 C, D). O uso do subproduto havia sido
suspenso no dia anterior a visita. Assim 0s animais ingeriram o subproduto por cerca de
28 dias apds a observacdo do bolor (24 dias da primeira carga e 4 dias da segunda
carga) e cerca de 21 dias apds os primeiros sinais clinicos. Eram utilizados cerca de 8 kg
de bagaco de malte por animal por dia e ndo ocorreram novos casos. HA um ano o

subproduto era empregado na alimentacdo do rebanho sem que houvesse problemas.
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A morbidade de ambos os surtos foi semelhante, em torno de 30%. Na
Propriedade 1 de um total de 10 bovinos que recebiam o bagaco de malte 3 adoeceram
(30%), enquanto que na Propriedade 2 de 33 bovinos, 10 adoeceram (30,3%). A
letalidade na Propriedade 1 foi de 100%, enquanto que na Propriedade 2 foi de 50%. Os

FIGURA 2 — Propriedades onde ocorreram 0s surtos de neurotoxicose causada por
Aspergillus clavatus em bovinos. A. Reservatorio do bagaco de malte da
propriedade 1; B. Bagaco de malte da propriedade 2 cerca de 2 semanas
apos suspensdo do uso, onde ainda nota-se bolor esverdeado ou
acinzentado; C. Reservatorio do bagaco de malte da propriedade 2; D.
Bagaco de malte com abundante bolor azul esverdeado na superficie.
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dados dos animais dos surtos, assim como evolucgédo e desfecho, sdo apresentados na

Tabela 1. A evolugéo clinica variou de 10 a 16 dias (Propriedade 1) e 5 a 64 dias

(Propriedade 2). Dos animais que recuperaram na propriedade 2 apenas em um, que

apresentou sinais mais graves, havia sequelas locomotoras leves até 133 dias ap6s o

inicio dos sinais. Os demais ndo apresentavam sinais perceptiveis ap6s 117 dias apds o

inicio dos sinais.

Tabela 1 - Neurotoxicose associada a ingestdo de bagaco de malte contaminado por
Aspergillus clavatus. Dados dos animais dos surtos e do experimento, com

evolucao clinica e desfecho.

Bovinos Dados dos bovinos Evolucéo Desfecho
clinica
Propriedade 1

1 Bovino, HPB, fémea, NI Obito com necropsia
7 anos

2 Bovino, HPB, fémea, 16 dias Eutanésia e necropsia
5 anos

3 Bovino, HPB, fémea, +10 dias Eutanésia e necropsia
4 anos

Propriedade 2

4 Bovino, HPB, fémea, 5 dias Obito com necropsia
5 anos

5 Bovino, HPB, macho, 22dias Eutanésia e necropsia
1,3 ano

6 Bovino, HPB, macho, NI Adoeceu levemente
8 meses e recuperou-se

7 Bovino, HPB, fémea, 64 dias Obito sem necropsia
2,5 anos

8 Bovino, HPB, fémea, 5 dias Obito sem necropsia
2 anos

9 Bovino, HPB, fémea, 133 dias Adoeceu
2 anos moderadamente

e seqielas leves®

10 Bovino, HPB, macho, 5 dias Obito sem necropsia
terneiro

11 Bovino, HPB, fémea, 6 dias* Adoeceu levemente
2 anos e recuperou-se

12 Bovino, HPB, fémea, 6 dias* Adoeceu levemente
2 anos e recuperou-se

13 Bovino, HPB, fémea, 6 dias* Adoeceu levemente

2,5 anos

€ recuperou-se

! Observacio de sinais em visita a propriedade, porém sem sinais clinicos aparentes na
Gltima visita (117 dias apds inicio dos sinais); ? Obito por distocia quando apresentava
sequelas leves dos sinais locomotores; HPB: holandesa preta e branca; NI: nédo

informado.
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As temperaturas medias das propriedades nos periodos dos surtos foram de cerca
de 21°C (Propriedade 1) e 26°C (Propriedade 2).

4.1.2. Dados clinicos

Os sinais clinicos em ambos os surtos eram predominantemente locomotores e
incluiam mais comumente fraqueza muscular e incoordenacdo principalmente dos
membros pélvicos, tremores musculares nos flancos e membros, e relutdncia em se
movimentar. Inicialmente os sinais ndo eram muito perceptiveis se 0s animais estavam
em repouso. No entanto, quando movimentados os tremores musculares e fraqueza
muscular tornavam-se mais evidentes. Os tremores eram mais acentuados nos bovinos
da Propriedade 1. Com a evolugéo havia extrema dificuldade de permanecer em estacao,
permancendo poucos momentos com 0os membros pélvicos deslocados cranialmente e 0s
membros toracicos deslocados caudalmente (Figura 3). Os bovinos quando forcados a
caminhar demonstravam fraqueza muscular, incoordenacdo e hipermetria
predominantemente nos membros pélvicos. Com freqliéncia o caminhar era trépego e
apoiado sobre os boletos dos membros pélvicos (Figura 4 C, D), com quedas ocasionais,
apos as quais estes relutavam por alguns minutos em sair do decubito esternal. Nos
animais que evoluiram para o Obito ou foram eutanasiados, esses quadros clinicos
progrediam para decubito esternal permanente, embora permanecessem alertas, com
apetite e dipsia relativamente normais até proximo da morte ou eutandsia (Figura 4 A).
Nas fases terminais 0s animais permaneciam em decubito lateral, com movimentos de
pedalagem e em poucos casos opistétono (Figura 4 B). Os animais apresentavam ainda
hiperestesia demonstrada por respostas exageradas ao toque e aos estimulos sonoros, e
eram mais irritadicos (sinais mais relatados e observados na propriedade 2). Na
Propriedade 1 um animal demonstrou adicionalmente clara relutancia em transpor
pequenos obstaculos e intensificacdo dos tremores quando em decubito lateral (Bovino
2). Na propriedade 2 um animal apresentou ainda moderada taquipnéia e dispnéia apds
breve movimentagdo (Bovino 9). Quando testada, a sensibilidade cutinea estava
diminuida ou ausente principalmente nas porc¢des posteriores do corpo (Bovinos 2, 3 e
4). Foi relatada também em ambas propriedades marcada queda na producdo dos

animais em lactagéo (na Propriedade 2, onde foi mensurada, a queda chegou a 47,2% no
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FIGURA 3 - Neurotoxicose causada por Aspergillus clavatus em bovinos. Bovino 3. A.
Fraqueza muscular nos membros pélvicos com deslocamento do apoio
para 0s membros tordcicos. B, C, D. A movimentacdo € seguida de
queda.
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FIGURA 4 - Neurotoxicose causada por Aspergillus clavatus em bovinos. A. Bovino 2.
Decubito permanente. B. Bovino 3. Decubito lateral, opistotono e
movimentos de pedalagem. C, D. Bovino 9. Animal caminhando sobre
os boletos dos membros pélvicos.
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auge do surto) e caguexia nos bovinos de evolucdo mais longa.

4.1.3. Macroscopia

As lesbes macrosclpicas, quando presentes, foram observadas nos musculos
esqueléticos dos membros pélvicos e toracicos. No Bovino 2, estas estavam claramente
presentes e se caracterizavam por areas esbranquicadas focalmente extensas, opacas e
arenosas com freqiiéncia proximas a inser¢des dos musculos, contrastando com areas de
coloracdo normal vizinhas (Figura 5). Nos membros pélvicos estas alteragdes foram
observadas nos musculos quadriceps (vasto intermédio e lateral), semitendineo,
gastrocnémio, séleo e fibular terceiro. J& nos membros toracicos, nos musculos triceps e
subescapular. Adicionalmente, havia leve edema gelatinoso e translicido entre as
fascias musculares. No Bovino 3 havia apenas palidez difusa e leve em musculos dos
membros pélvicos e nos Bovinos 1, 4, 5 e nos ovinos do experimento ndo foram

observadas les6es macroscopicas significativas.

4.1.4. Microscopia

Os principais achados histologicos nos bovinos foram lesdes degenerativas e
necroticas em neurdnios dos cornos ventrais da medula espinhal, de ndcleos especificos
da medula oblonga, ponte, mesencéfalo e talamo, além de ganglios nervosos espinhal,
trigémeo, estrelado e celiaco. As lesGes eram bilaterais e relativamente simétricas. Os
nacleos nervosos do tronco cerebral mais consistentemente afetados foram o vermelho
(rubro), formacéo reticular da ponte, motor dorsal do nervo vago e ambiguo (Tabela 2).
Nado foram observadas lesfes nos plexos mioentéricos e submucosais nos cortes de
intestino dos animais deste estudo.

Os neurbnios afetados apresentavam-se tumefeitos, arredondados, com
citoplasma eosinofilico, homogéneo e palido, particularmente na porcdo central do
pericério, e com grénulos de Nissl rarefeitos dispostos numa fina camada na periferia da
célula ou praticamente ausentes. Os nucleos dos neur6nios afetados, quando presentes
no plano de corte do pericario, eram, com frequéncia, periféricos e apresentavam-se
como que rechacgados contra a membrana celular, com picnose ou cariorrexia (Figura 6
A, B).
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FIGURA 5 - Neurotoxicose causada por Aspergillus clavatus em bovinos. Bovino 2.
Mdusculo quadriceps femoral. Area amarelada, opaca e focal bem
delimitada.
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Tabela 2 - Neurotoxicose associada a ingestdo de bagaco de malte contaminado por
Aspergillus clavatus. Areas e estruturas do sistema nervoso com lesdes
microscopicas nos bovinos dos casos espontaneos e suas respectivas
intensidades.

Areas ou estruturas do
sistema nervoso com lesbes Bovino2  Bovino3 Bovino4  Bovino 5
Intumescéncia lombar

Corno ventral ++ ++ + +
Corno dorsal + + + 0
Intumescéncia cervical
Corno ventral 0 + + +
Corno dorsal 0 0 0 0
Medula toracica
Corno ventral 0 + + 0
Corno dorsal 0 0 0 0
Bulbo ao nivel do 6bex
Ndcleo motor dorsal do vago ++ ++ ++ +
Nucleo ambiguo 0 + ++ +
Ponte
Formacado reticular 0 ++ + +
Talamo caudal ao corpo
mamilar
Nucleo vermelho +4++ +++ ++ +
Ganglio trigeminal +++ +++ +++ ++
Génglio celiaco 0 - ++ -
Ganglio espinhal +++ +++ +++ ++
Ganglio estrelado - - ++ ++
Nervo isquiadico 0 0 0 ++
Nervo fibular - - + ++

Intensidade das lesBes: (+) leve (1 a 5 neurbnios cromatoliticos); (++) moderada (6 a 10
neurdnios cromatoliticos); (+++) acentuada (mais que 10 neurbnios cromatoliticos); (0)
sem alteracGes; (-) ndo pesquisado; nos nervos as cruzes se referem a intensidade das
lesGes axonais.

Ocasionalmente esses neurbnios cromatoliticos apresentavam vacuolos
citoplasmaticos claros bem delimitados e de diferentes tamanhos. Na formacéo reticular
da ponte do Bovino 5 alguns neurdnios apresentavam citoplasma eosinofilico
parcialmente fragmentado, margeado ou entremeado por células microgliais
(neuronofagia) (Figura 6 C, D), além de discretos aglomerados de células da glia e
manguitos perivasculares linfocitario.

Nos ganglios espinhais (Bovinos 2, 3 e 5), associados as lesdes regressivas em

neurdnios, havia também fragmentacéo de neurdnios com infiltragdo de macr6fagos
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FIGURA 6 - Neurotoxicose causada por Aspergillus clavatus em bovinos. Bovino 5. A.
Nucleo ambiguo. Neurdnios tumefeitos apresentando cromatdlise total,
com aumento da eosinofilia citoplasmatica, nicleos ausentes ou com
picnose e deslocamento do nlcleo para periferia do pericario. Um
neurénio apresenta marcada dissolu¢do da porcéo central do pericario.
Hematoxilina e eosina (HE), Obj. 20; B. Nucleo ambiguo. Visdo
aproximada de neurénio com cromatolise total, nucleo ausente e
citoplasma com aumento da eosinofilia periférica e palidez central. HE,
Obj. 40; C. Formacéo reticular da ponte. Corpo do neurdnio necrético
com marginacdo e infiltracdo de microglia (neuronofagia). HE, Obj. 40;
D. Formagcéo reticular da ponte. Neuronofagia. HE, Obj. 40.
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(neuronofagia) (Figura 7), com aumento na celularidade ao redor de neurénios
(satelitose) e preenchimento celular de locais antes ocupados por neurénios
(provavelmente aglomerados de células satélites, os chamados nddulos de Nageotte)
(Figura 8).

Nos funiculos dorsais da medula espinhal (Bovino 5) e nos nervos isquiadicos
(Bovino 5) e fibulares (Bovinos 4 e 5) havia tumefacdo ou auséncia de axonios,
associados a dilatacdo da bainha de mielina e ocasionais macrofagos com citoplasma
abundante e vacuolizado (camaras de digestdo). A imunomarcacao de neurofilamento H
associada ao azul rdpido de luxol ressaltou os ax6nios tumefeitos e a consequiente perda
de mielina, respectivamente (Figura 9). Alguns macrdfagos associados as lesdes axonais
apresentaram no citoplasma marcacéo para neurofilamento e coloracdo pelo azul rapido
de luxol. A imunomarcacgdo do neurofilamento foi observada apenas em axonios do
sistema nervoso central e nervos periféricos, ndo sendo notada marcagdo no pericario de
neurdnios cromatoliticos. N&o foi evidenciado aumento na imunomarcacdo da GFAP
em astrdcitos das areas contendo neurdnios cromatoliticos. A imuno-histoquimica para
PrP nestes animais foi consistentemente negativa.

As lectinas Concanavalian ensiformis (Con A) (Figura 10) e a Triticum vulgaris
(WGA) (Figura 11) apresentaram uma marcacdo forte e homogénea no pericario dos
neurdnios cromatoliticos com intensidade que variou de moderada a acentuada. A
lectina Ricinus communis (RCA) também apresentou uma leve marcacdo homogénea
central em pequeno nimero de neurbnios cromatoliticos. As lectinas WGA e RCA
apresentaram ocasionais marcacfes granulares leves e dispersas no pericario de
neurdnios ndo cromatoliticos. As lectinas Dolichos biflorus (DBA), Glycine max (SBA),
Arachis hypogaea (PNA) e Ulex europaeus agglutinin — I (UEA - 1) ndo apresentaram
marcagOes em neurdnios. As lectinas Glycine max (SBA), RCA e WGA apresentaram
forte marcagao nos vasos sanguineos.

Vacuolos de diferentes tamanhos e bem definidos, por vezes ocupando boa parte
do citoplasma dos neurbnios, foram ocasionalmente observados em neurdnios sem
outras alteracGes evidentes nos ganglios espinhais e trigeminal de bovinos e ovinos,
além de neurdnios do nucleo vermelho de um bovino. Foi observado no Bovino 2
vacuolizacdo do neurdpilo na regido da substancia negra (nigra).

Os principais achados histopatoldgicos nos musculos esqueléticos dos animais
constam na Tabela 3. Como visto nesta tabela, mesmo animais sem lesdes

macroscopicas aparentes apresentavam lesGes musculares, embora em geral menos
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intensas, em alguns musculos na microscopia. As lesdes se caracterizavam por
vacuolizacdo intracitoplasmatica, tumefacdo segmentar de miofibras, com aumento da
eosinofilia e perda das estriagdes (necrose hialina) ou fragmentacéo (necrose flocular).
Estas lesGes estavam ocasionalmente associadas a mineralizagdo e/ou entremeada por
fibrose e tentativas de regeneracdo (Figura 12). A mineralizagéo era observada na forma
de pequenas concrecBes basofilicas dispersas entre as miofibrilas de segmentos
adjacentes a necrose (lembrando a distribuigdo das mitocéndrias) e dentro de segmentos
necroticos ou de forma difusa nestes ultimos. A mineralizacdo foi observada quase
exclusivamente no Bovino 2, porém mesmo neste ndo estava presente em todas as
amostras avaliadas. No Bovino 5 havia ainda degeneracdo walleriana em parte dos

ramos nervosos entremeados as miofibras em alguns musculos avaliados (diafragma,

FIGURA 7 - Neurotoxicose causada por Aspergillus clavatus em bovinos. Bovino 4.
Ganglio espinhal. Fragmentacdo do corpo do neurdnio necrético com
infiltracdo macréfagos (neuronofagia). Hematoxilina e eosina, Obj. 40.



36

i B, NeaN Pau G
FIGURA 8 - Neurotoxicose causada por Aspergillus clavatus em bovinos. Bovino 2.
Ganglio espinhal. Preenchimento celular de locais provavelmente antes
ocupados por neurdnios (n6dulos de Nageotte). Hematoxilina e eosina,
Obj. 40.
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FIGURA 9 - Neurotoxicose causada por Aspergillus clavatus em bovinos. Bovino 5. A,
B. Nervo fibular. A. Fragmentacdo e perda de axonios e vacuolizacdo
indicando a perda de mielina. Hematoxilina e eosina (HE), Obj. 40; B.
Fragmentacédo e perda de axdnios, com desmielinizacdo e infiltracdo de
macrofagos com citoplasma azulado indicando a fagocitose de mielina
(cdmaras de digestdo). Imuno-histoquimica para neurofilamento (Método
streptavidina-biotina-peroxidase, cromodgeno diaminobenzidina, contra-
corado pelo azul rapido de luxol). Obj. 40; C, D. Medula espinhal. C.
Perda de axdnios e vacuolizacdo da substancia branca da medula espinhal.
HE., Obj. 20; D. Infiltracdo de macrofagos e formacdo de digestdo. HE,
Obj. 40.
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FIGURA 10 — Neurotoxicose causada por Aspergillus clavatus em bovinos. Bovino 4.
Medula oblonga ao nivel do 6bex. Nucleo motor dorsal do nervo vago.
Dois neurdnios marcados com a lectina Concanavalian ensiformis (Con
A), num dos quais nota-se ainda o nucleo rechacado na periferia. Outros
neurdnios adjacentes sdo negativos. Método streptavidina-biotina-
peroxidase, cromogeno  diaminobenzidina, contra-corado pela
hematoxilina. Obj. 40.
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Figura 11 — Neurotoxicose causada por Aspergillus clavatus em bovinos. Bovino 2.
Medula oblonga ao nivel do 6bex. Nicleo motor dorsal do nervo vago.
Dois neurdnios marcados com a lectina Triticum vulgaris (WGA), num
dos quais nota-se ainda o nucleo rechacado na periferia. Outros neurdnios
adjacentes sdo negativos. Observe que a WGA reconhece também
glicoproteinas do endotélio. Método streptavidina-biotina-peroxidase,
cromogeno diaminobenzidina, contra-corado pela hematoxilina. Obj. 40.
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FIGURA 12 - Neurotoxicose causada por Aspergillus clavatus em bovinos. Bovino 2.
Musculo quadriceps femoral. Mineralizacdo de segmento de miofibra
na forma de pontilhado basofilico e invasdo de segmentos necroticos
por macrdfagos e celulas satélites, com ocasional formacéo de células
multinucleadas. Hematoxilina e eosina, Obj. 40.
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longissimo dorsal, subescapular e vasto medial). Nao foram observadas lesfes nas
miofibras das areas avaliadas do miocardio, diafragma e musculos intercostais. Como
achado incidental havia leve a moderada infestacdo por Sarcocystis sp. em praticamente

todas as amostras avaliadas.

Tabela 3 - Neurotoxicose associada a ingestdo de bagaco de malte contaminado por
Aspergillus clavatus em bovinos. Musculos com lesdes nos Bovinos 2 a 5
dos casos naturais.

Lesbes/ Vacuolos Necrose Regeneracdo Mineraliza Lesdo

Musculos / e fibrose cao axonal®
Bovinos

Semitendinoso 2 + ++ ++ +++ 0

3 0 0 0 0 0

4 0 0 0 0 0

5 - - - - -

Vasto lateral 2 + + 0 + 0

3 0 0 0 0 0

4 0 +++ +++ ++ 0

5 - - - - -

Vasto medial 2 ++ ++ +++ +++ 0

3 + ++ 0 0 0

4 0 0 0 0 0

S 0 + 0 0 +

Gastrocnémio 2 + ++ +++ +++ 0

3 - - - - -

4 0 0 0 0 0

5 + + 0 0 0

Triceps 2 + +++ ++ 0 0

braquial 3 - - - - -

4 0 + + 0 0

5 0 0 0 0 0

Subescapular 2 ++ ++ +++ +++ 0

3 0 0 0 0 0

4 0 ++ + 0 0

5 + + ++ 0 +

Longissimo 2 ++ ++ ++ 0 0

dorsal 3 0 0 0 0 0

4 0 + 0 0 0

5 0 0 0 0 +

Psoas 2 0 + + 0 0

3 + ++ 0 0 0

4 0 ++ + 0 0

5 0 + 0 0 0

'Degeneracdo walleriana em axdnios de ramos nervosos entre fibras musculares.
Intensidade das lesdes: (0) ausente; (+) leve; (++) moderada; (+++) acentuada; e (-) ndo
pesquisado.
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4.1.5. Micologia e andlise de patulina

Os fungos presentes nas amostras do bagaco de malte de ambas propriedades e
nos cultivos foram identificados como A. clavatus pelas caracteristicas macro e
micromorfoldgicas. Nas amostras da Propriedade 2, além deste, houve pequena
contaminacdo por Rhizopus sp. As coldnias de A. clavatus apresentavam aspecto
granular, coloragéo azul esverdeada e, microscopicamente, conidioforos medindo de 3 a
4um com tipicas vesiculas em forma de clava, inteiramente recobertas por fialides
curtos e conidios azul esverdeados (Figura 13).

A pesquisa de patulina foi negativa nas amostras do bagaco de malte da

Propriedade 1 e em meios de cultura utilizados na reproducdo experimental no Ovino 3.

FIGURA 13 - Aspergillus clavatus. A. Bagaco de malte da propriedade 2. Aspectos
microscopicos do tipicos do fungo, como vesicula em forma clava recoberta
por fiélides curtos (azul mais intenso) e grande numero de conidios aderidos
as fialides ou destacados. Lactofenol azul de algoddo, obj.100; B. Aspectos
macroscopicos da cultura.
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4.2. Reproducéo experimental em ovinos
4.2.1. Delineamento experimental e dados clinicos

Na Tabela 4 constam o delineamento experimental, o inicio e a evolugdo do
quadro clinico, e o desfecho dos casos.

Tabela 4 — Delineamento experimental e principais dados da intoxicacdo experimental
por Aspergillus clavatus em ovinos.

Ovinos Dose Numero de Dose Observacéo de Evolucdo  Desfecho
diaria administragdes total sinais apos 12 clinica
administracdo

18 40g/kg 3 120g/kg 51 horas 39 horas morte
22 409/kg 2 60g/kg 51 horas 67 horas morte
3 12ml/kg 6 72ml/kg 72 horas 72 horas eutanasia®
4° 40g/kg 19 760g/kg 147 horas 288 horas eutanasia®
5¢ 12ml/kg 6 72ml/kg 72 horas 96 horas morte
6 12ml/kg 4 48ml/kg 72 horas 37 horas morte
7¢ 12ml/kg 4 48ml/kg 72 horas 96 horas  recuperou’

® Experimento com bagaco de malte oriundo da propriedade 1; ° Experimento com
culturas de A. clavatus em meio lactrimel liquido [isolado do surto descrito por
Loretti et al. (2003)]; © Experimento com bagago de malte oriundo da Propriedade
2; 9 Experimento com culturas de A. clavatus em meio lactrimel liquido (isolado do
bagaco de malte da Propriedade 2). ¢ eutanasia com barbitricos; " eutanasia com
barbitdricos dois dias ap6s recuperacdo clinica.

Os sinais clinicos de todos 0s ovinos da reproducdo experimental foram
predominantemente locomotores, os quais, a exce¢do do Ovino 4, eram acrescidos de
sinais respiratérios. Os sinais locomotores incluiam tremores musculares de intensidade
crescente, hiperestesia ao toque e ao som, caminhar com passos curtos, com membros
pélvicos afastados, rigidos e dando pequenos saltos. Os ovinos ficavam sempre atentos
ao ambiente com orelhas eretas. Inicialmente os tremores e a hiperestesia eram pouco
perceptiveis, especialmente quando os animais estavam em repouso. A movimentacdo
espontanea ou forcada tornava esses sinais mais intensos e, com a progressao da doenga,
ocasionalmente levava ao decubito. A manutencdo da cabega do animal erguida, por
cerca de um minuto, também causava efeito semelhante, quando esta era solta
subitamente (Teste HR ou “head raising test”). Apos periodos variaveis de repouso, 0s
animais ficavam novamente em estacdo, mas com dificuldade que aumentava
progressivamente.
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Nas fases finais, 0s ovinos apresentavam grande dificuldade de manter a estacao
e permaneciam a maior parte do tempo em decubito esternal. Quando em estacao, 0s
membros pélvicos eram deslocados cranialmente e freqlientemente afastados; os
membros toracicos eram aproximados, deslocados caudalmente e trémulos; enquanto a
cabeca permanecia abaixo da linha do corpo. Os animais demonstravam progressiva
fraqgueza muscular nos membros pélvicos, deslocando o apoio para 0s membros
toréacicos (Figura 11 A, C). O Ovino 4, nesta fase da doenca ocasionalmente apoiava-se
sobre 0s boletos dos membros pélvicos.

Exceto pelo ovino 4, nos demais, a freqliéncia respiratéria aumentou
progressivamente e evoluiu para respiragdo com narinas dilatadas e, posteriormente,
ofegante com a boca aberta e a lingua exposta (Figura 11 B, D). O apetite permaneceu
nesses ovinos até proximo da morte ou eutanasia. O Ovino 4, entretanto, apresentou
anorexia e apatia com a progressao da doenca clinica. A temperatura corporal do Ovino
3 ultrapassou os 42°C préximo da morte. Os movimentos ruminais, a freqiéncia
cardiaca e o ténus da lingua dos animais ndao apresentaram alteracdes significativas

durante o periodo de experimento.

4.2.2. Macroscopia e microscopia

N&o havia alteragdes significativas nas necropsias. Os achados histoldgicos dos
ovinos foram em grande parte semelhantes aos observados nos bovinos dos casos
naturais e caracterizados por lesbes degenerativas e necréticas em neurdnios dos cornos
ventrais da medula espinhal, de nucleos especificos da medula oblonga, ponte,
mesencéfalo e talamo, além de ganglios nervosos espinhal, trigémio, estrelado e celiaco
(Tabela 5). As lesdes neuronais dos ovinos foram semelhantes as dos bovinos, porém a
tumefacdo celular e as alteracbes nucleares regressivas ndo foram alteracbes
proeminentes. Além da rarefacdo central dos granulos de Nissl, alguns neurénios
afetados apresentavam a rarefacdo na periferia do pericario (cromatdlise periférica).
Outros neurbnios apresentavam-se retraidos e com aumento da eosinofilia
citoplasmatica e picnose (Figura 12). Também nos ovinos ndo foram observadas lesdes
nos plexos mioentéricos e submucosais nos cortes de intestino.

A imunomarcacdo do neurofilamento foi observada apenas em ax6nios do
sistema nervoso central e nervos periféricos, ndo sendo notada marcacao no pericario de

neurdnios cromatoliticos. N&o foi evidenciado aumento na imunomarcacdo da GFAP
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em astrocitos das areas contendo neurdnios cromatoliticos. A imuno-histoquimica para
PrP nestes animais foi consistentemente negativa.

Nos ovinos havia necrose hialina e flocular, segmentar e aguda nos musculos
semitendinoso (Ovino 3), vasto lateral (Ovino 3), vasto medial (Ovinos 1 e 3),
gastrocnémio (Ovinos 3 e 4), triceps braquial (Ovino 4) e subescapular (Ovinos 1, 3 e
4). Estas lesdes foram leves em todos os animais afetados a excecdo do ovino 3 onde
eram moderadas. Os demais ovinos ndo apresentavam lesées em nenhum dos masculos

avaliados.

FIGURA 11 - Reproducdo experimental da neurotoxicose causada por Aspergillus
clavatus em ovinos com o bagaco de malte (A, B, ovino 2) e cultura do
fungo (C, D, ovino 3). A, C. Animais demonstrando fraqueza nos
membros pélvicos e deslocamento do apoio para 0s membros
toracicos; B, D. Animais respirando com a boca aberta e exposicdo da
lingua.
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Tabela 5 - Intoxicacdo experimental por Aspergillus clavatus em ovinos. Areas e
estruturas do sistema nervoso com lesdes microscopicas e suas
respectivas intensidades *

Areas ou estruturas do Ovino Ovino Ovino Ovino Ovino Ovino Ovino
sistema nervoso com lesdes 1 2 3 4 5 6 7
Intumescéncia lombar
Corno ventral + + + + ++ + ++
Corno dorsal 0 0 0 0 0 0 0
Intumescéncia cervical
Corno ventral 0 + + 0 + 0 +
Corno dorsal 0 0 0 0 0 0 0
Medula toracica
Corno ventral + + + 0 + + +
Corno dorsal 0 0 0 0 0 0 0
Bulbo ao nivel do ébex
Nucleo motor dorsal do nervo
Vago +++ +++ +++ + +++ +++ 0
Nucleo ambiguo 0 + ++ 0 + + 0
Cerebelo / Ponte
Nucleos vestibulares + 0 + + ++ + ++
Formacado reticular da ponte + + + ++ +++ + ++
Talamo caudal ao corpo
mamilar / coliculos rostrais
Nucleo vermelho ++ +++ +++ + +++ ++ +
Ganglio espinhal ++ +++ +++ ++ +++ - -
Ganglio trigeminal + +++ +++ +++ + +++ +++
Ganglio estrelado - - ++ - ++ + 0
Ganglio celiaco - ++ + + + + 0
Nervo isquiadico 0 0 0 0 - 0 0
Nervo fibular - - 0 0 0 0 0
Plexo braquial - - 0 0 0 - 0
Nervo vago - - 0 0 0 0 0

% Intensidade das lesdes: (+) leve (1 a 5 neurdnios cromatoliticos); (++) moderada
(6 a 10 neurdnios cromatoliticos); (+++) acentuada (mais que 10 neurdnios
cromatoliticos); (0) sem alteracdes; (-) ndo pesquisado; nos nervos as cruzes se
referem a intensidade das lesfes axonais.



47

FIGURA 12 — Neurotoxicose causada pelo Aspergillus clavatus em ovinos. A, nicleo
motor dorsal do nervo vago, grande numero de neurbnios com
cromatdlise central, alguns dos quais com deslocamento do ndcleo para
periferia do pericario. Hematoxilina e eosina (HE), Obj. 20. B,
formacdo reticular da ponte, cromatolise central. HE, Obj. 40. C,
Nucleo vermelho, neurdnios retraidos com aumento da eosinofilia
citoplasmatica e picnose. HE, Obj. 20. D, nucleo vestibular medial,
cromatolise periférica. HE, Obj. 40.
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DISCUSSAO

O diagnostico da neurotoxicose causada pelo Aspergillus clavatus neste caso foi
baseado no conjunto de dados epidemioldgicos, clinicos, patolégicos e micolégicos. O
diagndstico foi reforgado pela reproducéo experimental do quadro clinicopatoldgico em
ovinos com o bagaco de malte utilizado nas propriedades e com a cultura pura de A.
clavatus. Os achados clinicos e patologicos dos surtos e da reproducdo experimental
aqui descritos sdo compativeis com os relatados em casos prévios, espontaneos e
experimentais, da neurotoxicose associada a ingestdo de alimentos contaminados pelo
A. clavatus (KELLERMAN et al., 1976; 1984; 2005; GILMOUR et al., 1989; VAN
DER LUGT et al., 1994; 2002; LORETTI et al., 2003; COLODEL et al., 2004; EL-
HAGE & LANCASTER, 2004; McKENZIE et al., 2004; SABATER-VILAR et al.,
2004;).

A morbidade dos surtos variou de 30 a 32,26% e a letalidade, de 50 a 100%
semelhante ao descrito em outros surtos (KELLERMAN et al., 1984; GILMOUR et al.,
1989; VAN DER LUGT et al, 1994; LORETTI et al., 2003; EL-HAGE &
LANCASTER, 2004). O inicio e a duracdo dos sinais clinicos nos ovinos deste estudo
foram semelhantes aos descritos na literatura (KELLERMAN et al. 1976; 1984).
Entretanto, o Ovino 4, que recebeu bagaco de malte da Propriedade 2, apresentou maior
tempo para o inicio dos sinais clinicos e maior duracdo do quadro clinico. Estes dados
sugerem que o subproduto desta propriedade era menos téxico em relacdo ao da
Propriedade 1. Por outro lado, a semelhanca nos tempos de inicio dos sinais clinicos e
evolucéo clinica sugerem que a toxidez do subproduto da Propriedade 1 foi comparavel
a da cultura pura do fungo. Essa aparente superior toxicidade do subproduto da
Propriedade 1 talvez possa estar associada com a maior letalidade observada naquele
surto.

Os sinais clinicos em ambos os surtos e dos ovinos da reproducao experimental
eram predominantemente locomotores e semelhantes aos descritos por outros autores.
Estes eram caracterizados principalmente por paresia e paralisia muscular progressiva,
acompanhada por graus variaveis de tremores, hiperestesia e ataxia, com a percep¢ao do
ambiente, o apetite e a dipsia relativamente normais até préximo da morte ou eutanasia
(KELLERMAN et al., 1976; 1984; GILMOUR et al., 1989; VAN DER LUGT et al.,
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1994; 2002; LORETTI et al, 2003; COLODEL et al., 2004, EL-HAGE &
LANCASTER, 2004; McKENZIE et al., 2004; SABATER-VILAR et al., 2004).

Os tremores musculares, hiperestesia e ataxia exacerbados pela movimentacéo
dos animais deste trabalho podem, ao menos em parte, estar relacionados a acdo de
micotoxinas tremorgénicas. No entanto, nos casos relacionados exclusivamente a estas
0s sinais clinicos ndo sdo acompanhados de lesfes no sistema nervoso (NORRIS et al.,
1980; GANT et al., 1987), como ocorre nos casos relacionados ao A. clavatus. A acdo
(&cido gama-aminobutirico) (GANT et al., 1987) ou ao aumento na liberacdo de
neurotransmissores em sinapses centrais e periféricas (NORRIS et al.,, 1980). As
quantidades e os tipos neurotransmissores liberados variam entre as micotoxinas
tremorgénicas. Verruculogen, por exemplo, aumenta a liberacdo de glutamato e
aspartato, em 1300 e 1200%, respectivamente, mas nao altera a liberacdo de GABA. Ja
penitrem A pode aumentar a liberacdo também de GABA (NORRIS et al., 1980).
Embora essas ndo tenham sido pesquisadas nos surtos aqui apresentados, sabe-se que A.
clavatus pode produzir algumas substancias deste grupo, como: triptoquivalona,
nortriptoquivalona, triptoquivalina e gliantripina (KELLERMAN et al., 1976; 1984;
VARGA et al., 2003; SABATER-VILAR et al., 2004).

Alguns dos sinais clinicos observados podem também estar relacionados a
déficits nas funcGes desempenhadas pelas populagBes de neurdnios com lesdes. Por
outro lado, a auséncia de sinais clinicos perceptiveis relacionados a déficits em alguns
nucleos nervosos com lesGes pode ter ocorrido devido a pequena porcentagem de
neurdnios afetados em cada nucleo. Ha evidéncias em equinos com doenca do neurdnio
motor que 30% ou mais dos neurbnios devam estar com prejuizo das fungbes para que
ocorram sinais clinicos perceptiveis (DIVERS et al., 1997).

A paresia e paralisia comumente observada nos animais podem estar
relacionadas as lesGes em neurdnios dos cornos ventrais da medula espinhal presentes,
em graus variaveis, em todos animais deste estudo. Desta forma, representando uma
paralisia de neurdnios motores inferiores (DE LAHUNTA, 1983; BARROS et al.,
2006). Em casos como o0s aqui descritos, onde ha o envolvimento de vias
proprioceptivas (ganglio espinhal) e motoras (neurénios dos cornos ventrais da medula
espinhal), a diferenciacdo de debilidade motora e ataxia pode ser dificil (DE
LAHUNTA, 1983; BARROS et al., 2006), sendo muito provavel que ambos estejam

presentes. Sinais como ataxia, hipermetria e caminhar sobre os boletos dos membros
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pélvicos observados em muitos dos animais do presente trabalho tém sido também
associados a deficits proprioceptivos relacionados a lesdes nos ganglios da raiz e suas
projecdes centrais. Isto € algumas vezes referido como ataxia sens@ria para contrastar
com a ataxia motora relacionada a doencas do cértex cerebelar (DE LAHUNTA, 1983).
A auséncia de lesdes no cértex cerebelar dos animais do presente trabalho e de outros
surtos descritos (KELLERMAN et al., 1976; 1984; LORETTI et al., 2003; McKENZIE
et al.,, 2004) reforca esta hipotese. A reducdo da sensibilidade cutanea observada
principalmente nas porgdes posteriores do corpo de alguns animais (Bovinos 2, 3 e 4),
pode estar também relacionada a lesdes nos ganglios espinhais e suas proje¢des centrais
(DE LAHUNTA, 1983).

Alguns animais, particularmente os ovinos da reproducdo experimental,
apresentaram um caminhar com membros pélvicos rigidos. Estes sinais sdo semelhantes
a hipertonia muscular observada em lesGes de neurbnio motor superior (DE
LAHUNTA, 1983), em particular do nucleo vermelho (HOUK, 1991; CHIOCCHETTI
et al., 2006). As lesbes nos nucleos vermelhos presentes em todos os animais deste
trabalho podem, desta forma, também ter contribuido para estes sinais.

Sinais clinicos como agressividade, hiperestesia, incoordenacdo e tremores
observados em alguns animais do presente estudo tém sido induzidos pela destruicéo
experimental de neurbnios serotoninérgicos ao nivel mesencefalico, em especial o
nacleo vermelho (LEDOUX, 2005; CHIOCCHETTI et al., 2006). Desta forma as lesdes
no nucleo vermelho observadas nestes animais podem também ter contribuido, ao
menos parcialmente, para estes sinais. Lesdes do nucleo vermelho também tém sido
associadas a parte das manifestacdes clinicas da encefalopatia espongiforme bovina e da
sindrome espastica bovinos (LEDOUX, 2005; CHIOCCHETTI et al., 2006).

A hipertermia observada no Ovino 3 é descrita apenas raramente na
neurotoxicose causada pelo A. clavatus em bovinos (KELLERMAN et al. 1976) e pode
estar relacionada a constante estimulacdo muscular pelos tremores, como ocorre em
estados convulsivos (DE LAHUNTA, 1983).

A taquipnéia e respiracao ofegante observadas em 6 dos 7 ovinos da reproducéo
experimental tem sido descrita em outros surtos relacionados ao A. clavatus
(KELLERMAN et al., 1984; GILMOUR et al., 1989; EL-HAGE & LANCASTER,
2004). No entanto, ndo foi possivel estabelecer uma correlagdo segura entre as areas
com lesbes e a taquipnéia. LesGes na porcdo medial da ponte tém sido associadas

taquipnéia em humanos (TARULLI et al., 2005). Como 0s ovinos ndo apresentavam
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lesGes significativas nos pulmdes e apresentavam lesdes nestas areas (formacao reticular
da ponte), a origem neurogénica da taquipnéia ndo deve ser desconsiderada.

A degeneracdo e necrose neuronal cromatolitica, bilateral e relativamente
simétrica, afetando seletivamente parte dos neurdnios de determinados nudcleos do
tronco encefalico (tdlamo, mesencéfalo, ponte, medula oblonga), dos cornos ventrais da
medula espinhal e de ganglios espinhais observada nos casos presentes € semelhante a
descrita em outros trabalhos (KELLERMAN et al., 1976; 1984; GILMOUR et al., 1989;
VAN DER LUGT et al., 1994; LORETTI et al., 2003; COLODEL et al., 2004; EL-
HAGE & LANCASTER, 2004; McKENZIE et al., 2004; SABATER-VILAR et al.,
2004). AlteracBes como neuronofagia, gliose e manguitos mononucleares observadas
em um bovino de evolucdo longa tém sido descritas com pouca frequéncia por outros
autores (KELLERMAN et al., 1976; 1984; 2005). A satelitose, a neuronofagia e 0s
aglomerados celulares semelhantes aos nédulos de Nageotte (SUMMERS et al., 1995)
observados nos ganglios espinhais de alguns bovinos também tém sido descritos em
alguns surtos (VAN DER LUGT et al., 1994).

O envolvimento de neurdnios dos ganglios trigémeo, estrelado e celiaco
observado em alguns animais do presente trabalho ndo tem sido relatado em outros
surtos relacionados ao A. clavatus (EL-HAGE & LANCASTER, 2004). Entretanto, é
interessante citar que o envolvimento concomitante de neurénios motores e de ganglios
autbnomos tem sido observado em algumas doencas como disautonomia equina ou
“grass sickness” (HAHN et al., 2001) e em alguns casos de doencga do neurénio motor
de equinos (GERBER, 1994). Cabe ressaltar que, diferentemente dos casos de
disautonomia, ndo foram observadas lesdes nos plexos mioentéricos e submucosais nos
cortes de intestino dos animais deste estudo.

No tronco cerebral dos casos aqui relatados tais lesbes eram observadas
freglientemente nos nucleos vermelhos, vestibulares (ovinos apenas), formacéo reticular
da ponte, ambiguos e motores dorsais do nervo vago. Esta distribuicdo topogréafica das
lesdes no tronco cerebral assemelha-se em grande parte a descrita em outros surtos (EL-
HAGE & LANCASTER, 2004; GILMOUR et al., 1989; McKENZIE et al., 2004; VAN
DER LUGT et al., 2002). VariacOes na intensidade e duracdo da doenca talvez possam
explicar pequenas diferencas nos neurbnios afetados entre animais e surtos (HAHN et
al., 2001).

Os neurdnios envolvidos eram neurdnios motores superiores (nucleo vermelho e

formacdo reticular) e inferiores, sensorios (ganglios espinhais e trigeminal) e de



52

ganglios autdnomos. Desta forma parece mais apropriado classificar a enfermidade
como uma doenca neuronal degenerativa multisistémica.

O padrdo de distribuicdo de neurdnios afetados no presente trabalho foi
relativamente constante e reproduzivel, indicando que os neurdnios afetados
compartilham caracteristicas que o0s tornam sensiveis a agressdes especificas
(KELLERMAN et al. 1984). As principais caracteristicas morfologicas que distinguem
a maioria dos neurdnios afetados de outros ndo afetados sdo seus axonios longos e de
maior didmetro, e o consequente grande volume celular (DE LAHUNTA et al., 1986;
ZACHARY, 2007). Neste contexto, é interessante citar que, em relagdo aos neur6nios
motores superiores, 0s nucleos vermelho (DE LAHUNTA, 1986; CHIOCCHETTI et al.,
2006), vestibulares laterais (GRANDIS et al.,, 2007) e da formacdo reticular (DE
LAHUNTA, 1986) afetados nos animais deste estudo, s@o 0s principais a emitir
projecdes axonais ao nivel da medula lombar em ruminantes. Ainda nesta linha, o
cortex motor, geralmente afetado em algumas doencas que afetam neurdnios motores de
humanos (SUMMERS et al. 1995), era poupado nos casos aqui apresentados, o que é
também observado por outros autores (KELLERMAN et al., 1976; LORETTI et al.,
2003; McKENZIE et al., 2004). O trato cortico-espinhal, que constitui as projecoes
axonais de neurdnios do cortex motor para medula espinhal, é bem desenvolvido nos
primatas e pobremente desenvolvido nos bovinos e ovinos (DE LAHUNTA, 1986;
CHIOCCHETTI et al., 2006). O pobre desenvolvimento destas projecdes talvez possa
explicar o ndo envolvimento desta area. Fato semelhante tem sido sugerido em relacédo a
doenga do neurdnio motor de equinos (DIVERS et al., 1997). Outros grupos neuronais
afetados, como os neurdnios motores inferiores e dos ganglios espinhais, também
emitem longas projecOes axonais (DE LAHUNTA et al., 1986; ZACHARY, 2007), o
que indica o comprimento do axbnio seja uma caracteristica importante na
susceptibilidade dos neurénios na doenca causada pelo A. clavatus.

Alguns fatores tém sido considerados criticos para estes neurénios, como por
exemplo, interferéncias com o transporte axonal, desorganizacdo de neurofilamentos,
estresse oxidativo e excitatorio (SUMMERS et al., 1995) e privacdo cronica de energia
(CAVANAGH, 1988). A imuno-histoquimica ndo evidenciou acumulo de
neurofilamentos no pericario de neurdnios afetados, como é observado em algumas
doengas de neurdnios motores (CUMMINGS et al., 1990; SUMMERS et al., 1995). Nos

casos aqui apresentados, também ndo foram observadas alteracBes em astrocitos ou
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vasos nas areas com lesdes neuronais, como descrito nas neuropatias toxicas associadas
a privacdo de energia (CAVANAGH, 1988; 1993).

Como ocorrido anteriormente (KELLERMAN et al., 1976), a participacdo da
patulina na doencga descrita aqui ndo pode ser demonstrada, uma vez que a pesquisa da
micotoxina no bagaco de malte da propriedade 1 e na cultura utilizada na reproducdo
experimental do Ovino 3 foi negativa. A participacdo desta e de outras micotoxinas na
doenca associada ao A. clavatus ainda necessita de comprovacdo (LOPEZ-DIAS &
FLANNIGAN, 1997; McKENZIE et al., 2004; SABATER-VILAR et al., 2004).

Nos casos aqui apresentados todos os animais apresentavam alteracOes
significativas no pericario de determinados neurdnios, mas apenas dois bovinos de
evolucdo clinica longa apresentaram lesGes em axdnios no sistema nervoso periférico
e/ou central. Esta auséncia de lesdes em axonios da medula espinhal (LORETTI et al.,
2003; McKENZIE et al., 2004) ou de nervos periféricos (EL-HAGE & LANCASTER,
2004) tem sido descrita em alguns surtos. Além disso, diferente do que tem sido
observado por alguns autores (VAN DER LUGT et al., 2002), ndo foram encontradas
lesbes significativas nas por¢cdes de axbnios proximas ao pericario nem nas raizes
ventrais da medula espinhal. Estas sdo apontadas por alguns autores como indicadores
de agressdo priméria ao corpo celular ou neuronopatias (VAN DER LUGT et al., 2002).
As lesbes observadas nos casos mais cronicos corroboram um processo de axonopatia
levantada por outros autores (GILMOUR et al., 1989; SABATER-VILAR et al., 2004
VAN DER LUGT et al., 1994). Lesdes com morfologia e distribuicdo semelhantes as
descritas tém sido associadas ao processo patologico denominado axonopatia distal ou
“dying back” (CAVANAGH, 1979; SUMMERS et al., 1995; FISCHER et al., 2004),
embora as lesdes axonais ndo sejam sempre necessariamente terminais (SUMMERS et
al., 1995). Este mecanismo j& foi proposto em surto associado ao A. clavatus (VAN
DER LUGT et al., 1994). Sabe-se que, a0 menos em algumas neuropatias toxicas, 0
surgimento de alteragdes no pericario pode ocorrer ja nas fases iniciais da doenca
quando os axonios estdo praticamente intactos (STERMAN, 1983). Tal fato talvez
possa explicar a auséncia de lesdes axonais na maioria dos animais do presente estudo.
Alguns fatores tém sido apontados como importantes para presenca, intensidade e
distribuicdo (proximal ou distal) das lesGes axonais em doencas afetando neurdnios
motores, como a intensidade da agressé@o ao corpo celular do neurénio (CUMMINGS et
al., 1990) e o tempo de evolugéo da doenca (VAN DER LUGT et al., 2002).
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A distribuicdo da degeneracdo axonal na medula espinhal tem sido variavel,
podendo ocorrer em todos os tratos (GILMOUR et al., 1989; VAN DER LUGT et al.,
2002), os funiculos laterais e ventrais poupando funiculos dorsais e adjacentes a
substancia cinzenta (VAN DER LUGT et al., 1994) ou principalmente areas ao redor
dos cornos ventrais (KELLERMAN et al., 1976). Nos casos aqui apresentados, havia
lesbes compativeis com degeneracdo walleriana nos funiculos dorsais da medula
espinhal e areas dorsais da medula oblonga do bovino de maior evolugédo clinica. Esta
distribuicdo corresponde grandemente ao Fasciculus gracilis (YOSHIKAWA, 1968;
JOHNSON et al.,, 2007). Desta forma é provavel que estas lesdes representem a
degeneracdo das projecdes axonais centrais de neurdnios sensorios bipolares localizados
nos ganglios espinhais. Corroborando essa hipo6tese, nesse animal, como também nos
demais dos surtos aqui apresentados, havia freqlientemente degeneracdo e necrose
cromatolitica em neurbnios dos ganglios espinhais, algumas vezes acompanhada
inclusive de neuronofagia. O processo patolégico denominado axonopatia distal central-
periférica apresenta lesdes de morfologia e distribuicdo bastante semelhantes as
descritas neste caso (SUMMERS et al., 1995). A auséncia destas lesdes axonais nos
demais animais poderia estar relacionada ao curso clinico mais breve destes
(STERMAN, 1983). Alternativamente, as lesbes axonais centrais observadas poderiam
ser reflexo de lesbes priméarias nas projecdes periféricas dos neurbnios dos ganglios
espinhais. Estas tém sido associadas a degeneracdo retrograda do corpo celular de
neurbnios sensérios ganglionares, num processo denominado degeneracdo
transgangliénica. (SUMMERS et al., 1995).

Os achados da lectina-histoquimica indicam o acumulo de glicoconjugados
contendo oligossacarideos N-ligados ricos em manose em neurdnios cromatoliticos em
bovinos na doenca causada pelo A. clavatus (SPICER & SCHULTE, 1992; BROOKS et
al., 1996). O padrdo de marcacdo observado no presente trabalho foi semelhante ao
descrito por CHOU & WANG (1997) em uma doenca de humanos também
caracterizada por cromatdlise neuronal envolvendo neurdnios motores. Semelhante ao
observado nos animais do presente estudo, entre as lectinas empregadas no referido
artigo, as lectinas Concanavalian ensiformis (Con A) e Triticum vulgaris (WGA)
apresentaram as marcacfes mais proeminente nos neurénios cromatoliticos. Ndo foram
detectados também oligossacarideos O-ligados em neurdnios, uma vez que nao havia
marcagOes com as lectinas Dolichos biflorus (DBA), Glycine max (SBA), Arachis

hypogaea (PNA). As lectinas Glycine max (SBA), RCA e WGA que apresentaram forte
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marcacdo em vasos sanguineos sdo marcadores conhecidos de glicoproteinas do
endotélio cerebral normal (NAG, 1985).

O acumulo neuronal de glicoproteinas nesta doenca de humanos foi atribuido a
internalizacdo da matriz sinptica ou a falha no transporte destas substancias para
superficie celular (CHOU & WANG, 1997). No entanto, estudos ultra-estruturais nao
tém demonstrado alteracfes em sinapses de neurbnios afetados na neurotoxicose
causada pelo A. clavatus (VAN DER LUGT et al., 2002).

Outros possiveis mecanismos podem ser considerados. Uma falha no transporte
de glicoproteinas axonais tem sido sugerida na neurotoxicose por acrilamida (HARRY,
1992). Uma significante proporcdo dos carboidratos destas glicoproteinas consiste de
oligossacarideos ricos em manose (HART & WOOD, 1986), como 0s demonstrados nos
bovinos do presente estudo. Um aumento na expressdo de proteinas com glicosilacdo N-
ligada também tem sido descrito em neurdnios submetidos a axotomia ou a agdo de
algumas substancias neurotoxicas (AOKI et al., 2002).

Vacuolos de diferentes tamanhos e bem definidos, por vezes ocupando boa parte
do citoplasma dos neurbnios, foram ocasionalmente observados em neurdnios sem
outras alteracdes evidentes nos ganglios espinhais e trigeminal de alguns bovinos, além
do nucleo vermelho de um bovino. Vactolos semelhantes a estes tém sido descritos, ao
menos no nucleo vermelho (GAVIER-WIDEN et al., 2001) e no ganglio trigeminal
(RECH et al., 2006), de animais sem manifestacfes de sinais neurolégicos o que
compromete a inclusdo destes no quadro patoldgico associado ao A. clavatus. A
vacuolizacdo da substancia branca observada em um bovino do presente surto, restrita a
substancia negra (nigra), € semelhante a relatada em animais sem sinais de doenca
neuroldgica (GAVIER-WIDEN et al., 2001) e dessa forma ndo pode ser relacionada ao
quadro associado ao A. clavatus.

Como descrito em outros surtos havia nos bovinos degeneracdo e necrose de
musculos esqueléticos selecionados dos membros (COLODEL et al., 2004; LORETTI
et al., 2003; KELLERMAN et al., 1976; VAN DER LUGT et al., 2002), por vezes
acompanhadas de mineralizacdo (LORETTI et al. 2003). Mesmo bovinos com lesdes
ndo perceptiveis na macroscopia apresentavam lesdes microscopicas menos intensas em
alguns musculos. Estas lesbes podem, entretanto, estar ausentes em alguns surtos (EL-
HAGE & LANCASTER, 2004; GILMOUR et al., 1989; KELLERMAN et al., 1984;
McKENZIE et al., 2004; VAN DER LUGT et al., 1994). As lesdes musculares em

ovinos intoxicados experimentalmente quando presentes foram de intensidade menor,
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semelhante ao descrito em outros trabalhos (KELLERMAN et al., 1976). A patogénese
das lesbes musculares ainda ndo foi esclarecida (GILMOUR et al., 1989; LORETTI et
al., 2003) e mesmo sua inclusdo como parte do quadro téxico associado ao A. clavatus €
contestada (EL-HAGE & LANCASTER, 2004). Entretanto tem sido sugerido que estas
podem ser associadas a acdo de metabolitos miotéxicos e neurotoxicos de A. clavatus
(GILMOUR et al., 1989; LORETTI et al.,, 2003). Varios mecanismos atuando
isoladamente ou em conjunto tém também sido propostos como: necrose isquémica
associada ao decubito; sindrome do compartimento; traumatismos; ou contrages
musculares vigorosas (LORETTI et al., 2003; EL-HAGE & LANCASTER, 2004).

A recuperacdo clinica de alguns animais com sinais neurolégicos pronunciados
como ocorreu com bovinos da propriedade 2 e o Ovino 7 tem sido relatada em outros
surtos apos a eliminacdo do material contaminado (EL-HAGE & LANCASTER, 2004;
GILMOUR et al., 1989; KELLERMAN et al., 1984; LORETTI et al., 2003). No exame
histopatolégico grande parte dos neurdnios afetados apresentava claras indicacdes de
alteracdes regressivas (exemplo: nucleos ausentes ou com picnose e cariorrexia).
Entretanto, mesmo com a perda de neur6nios, é possivel que o restabelecimento de
alguns neurdnios afetados ainda vidveis possam ter restaurado as funcfes das areas
afetadas. Este restabelecimento tem sido observado em algumas neurotoxicoses ao
menos em neurdnios que projetam seus axdnios para o sistema nervoso periférico
(SUMMER et al. 1994). A exemplo do que foi observado no Ovino 7, que se recuperou
da doenca clinica, trabalhos anteriores descrevem lesdes histoldgicas em ovinos que nao
demonstravam sinais clinicos perceptiveis (GILMOUR et al., 1989; LORETTI et al.,
2003). Em eqliinos com doenca do neurdnio motor sinais clinicos s6 sdo observados
quando 30% ou mais neurdnios motores sdo comprometidos (DIVERS et al., 1997).
Assim a extensdo das lesdes deva ser importante na apresentacado clinica da doenca. Por
outro lado, alguns dos sinais clinicos poderiam estar relacionados, ao menos em parte, a
micotoxinas tremorgénicas que sao conhecidas por causarem altera¢fes bioquimicas
reversiveis (NORRIS et al., 1980). Assim a eliminacdo destas do organismo poderiam
ter contribuido para a melhora clinica observada. Ainda, a destrui¢cdo de neurdnios no
nucleo vermelho de algumas espécies tem sido associada a deficits funcionais
reversiveis, provavelmente compensada por outras vias motoras ou treinamento pés-
lesdo (HOUK, 1991). No entanto, alguns animais sobreviventes podem permanecer com
sinais locomotores (KELLERMAN et al., 1976; GILMOUR et al., 1989).
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Na Propriedade 1 o Bovino 3 iniciou os sinais clinicos cerca de 10 dias apés a
retirada do subproduto contaminado da alimentacdo do rebanho. De forma semelhante,
alguns trabalhos descrevem a ocorréncia de casos novos apds a remoc¢do do material
contaminado por um periodo de até 18 dias (GILMOUR et al. 1989; EL-HAGE &
LANCASTER, 2004).

O diagnéstico diferencial para a doenca causada por A. clavatus deve incluir
principalmente as sindromes tremorgénicas, o botulismo, a raiva, a leucose com
envolvimento da medula espinhal e a intoxicacdo tardia por organofosforados. As
lesbes musculares, quando presentes, sdao de grande auxilio na diferenciacdo dessas
enfermidades. Quando ha lesbes musculares, o diagnostico diferencial deve incluir
miopatias tdxicas e nutricionais, nestes casos, porém ndo ha sinais neuroldgicos
(LORETTI et al. 2003; BARROS et al. 2006; RIET-CORREA et al. 2007).

Apesar das semelhancas clinicas, em geral, nas intoxicacdes por Claviceps
paspali, Stenocarpella (Diplodia) maydis, Cynodon dactylon, Lolium perenne e
Ipomoea asarifolia ndo sao descritas lesées macro ou microscopicas. Nas intoxicacoes
por plantas que causam doengas do armazenamento lisossomal em bovinos (Sida
carpinifolia, Solanum fastigiatum, Ipomoea carnea subesp. fistulosa e Turbina
cordata), a doenca tremorgénica € acompanhada por vacuolizacdo citoplasmatica em
diversos tecidos, incluindo neurdnios, particularmente os do cortex cerebelar e cerebral,
tdlamo, mesencéfalo e medula espinhal. Embora presente na doenca causada por A.
clavatus a vacuolizacdo neuronal ndo tem sido observada no cértex cerebelar ou
cerebral. Na intoxicacdo por Phalaris spp., areas verde azuladas no encéfalo (talamo,
mesencéfalo e medula oblonga) observadas na macroscopia correspondem a pigmento
marrom-amarelado no citoplasma de neurdnios semelhante a lipofucsina. As outras
doengas mencionadas podem ser diferenciadas por lesdes distintas (leucose e raiva) e
auséncia de lesdes (botulismo) ou por dados epidemioldgicos (intoxicacdo tardia por
organofosforados) (LORETTI et al. 2003; BARROS et al. 2006; RIET-CORREA et al.
2007).

A encefalopatia espongiforme bovina (EEB) também é um importante
diferencial devido as semelhancas clinicas e histologicas. Nestes casos a imuno-
histoquimica é crucial para uma diferenciacdo inequivoca (LORETTI et al. 2003;
BARROS et al. 2006; RIET-CORREA et al. 2007). Nos casos aqui apresentados a

imuno-histoquimica utilizando o anticorpo monoclonal anti-proteina prion nos cortes da
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medula oblonga ao nivel do débex de todos os animais foram consistentemente
negativas.

Uma doenca idiopatica clinicamente semelhante a EEB caracterizada por
cromatolise neuronal no tronco enceféalico tem sido descrita em bovinos adultos no
Reino Unido. A distribui¢cdo neuroanatémica dos neurénios cromatoliticos assemelha-se
em parte a presente na neurotoxicose causada por A. clavatus, envolvendo
principalmente neurdnios dos nudcleos vermelhos, vestibulares e motores dorsais do
nervo vago. No entanto, além da cromatdlise ha infiltrado mononuclear perivascular e
meningiano, vacuolizacdo do neurdpilo no cortex cerebral e, em alguns casos, perda de
neurdnios do hipocampo (JEFFREY & WILESMITH, 1996). Estas Gltimas lesdes, ndo
foram observadas nos casos aqui descritos.

H& ainda doengas do neurbnio motor hereditarias de bezerros que podem
mimetizar o quadro clinico e patoldgico da neurotoxicose causada por A. clavatus
(SUMMERS et al., 1995). Entretanto, nestas sdo afetados apenas animais nas primeiras
horas ou poucas semanas de vida. Além disso, ha marcado acimulo de neurofilamentos
no pericario dos neurdnios afetados, o que ndo foi observado nos casos aqui descritos.

Algumas circunstancias envolvidas na ocorréncia da enfermidade ndo puderam
ser determinadas com exatiddo. Uma vez que o fungo é considerado cosmopolita,
presente em solo, fezes e materiais vegetais em decomposi¢cdo (LOPEZ-DIAS &
FLANNIGAN, 1997; VARGA et al., 2003), a origem exata da contaminagdo do bagaco
de malte utilizado nas propriedades é bastante complexa. A proliferacdo de diversos
tipos de fungos ambientais pode ocorrer desde a germinacéo do grao de cevada, durante
a producdo do malte, até a utilizacdo do subproduto nas propriedades rurais (LOPEZ-
DIAZ & FLANNIGAN, 1997; SIMAS et al., 2007). Apenas amostras das propriedades
estavam disponiveis ao tempo dos surtos. Algumas condigdes importantes para
crescimento e producdo de micotoxinas por fungos, como condi¢des atmosféricas
(como temperatura ambiente) e do substrato (como nutrientes e umidade), muito
provavelmente foram relativamente uniformes e propicias ao desenvolvimento do fungo
nas propriedades da regido nos mesmos periodos. As temperaturas médias observadas
no periodo dos surtos estavam dentro das consideradas favoraveis ao fungo (LOPEZ-
DIAS & FLANNIGAN, 1997; McKENZIE et al., 2004). Assim, a presenca de cepas
toxigénicas de A. clavatus e fatores de armazenagem e manuseio do alimento podem ter
sido de importancia para o surgimento do problema. Apesar do uso bastante difundido

em rebanhos leiteiros na regidao (BARROS et al., 2006) nos periodos dos surtos os
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criadores vizinhos que recebiam o mesmo material ndo registraram problemas.
Considerando as condi¢fes ambientais e do subproduto homogéneas, pelo menos quatro
possibilidades podem ser consideradas para explicar tal fato: 1) a contaminacao pode ter
ocorrido na propriedade por condigdes particulares de armazenamento, manuseio e
tempo de estocagem; 2) considerando uma contaminacdo homogénea do material
distribuido, as condi¢cbes e tempo de armazenagem nas propriedades podem ter
favorecido ao crescimento do fungo ou ainda os animais podem ter recebido
quantidades diferentes, compondo dietas diferentes; 3) a contaminacdo do material
distribuido pode ndo ter ocorrido de forma homogénea, assim apenas algumas fracdes
estariam com problema; ou 4) a enfermidade pode ter sido ndo diagnosticada ou
confundida com outras clinicamente semelhantes. Como em outros surtos (LORETTI et
al., 2003) o subproduto continuou sendo utilizado mesmo com a presenca de bolor.
Além disso, as novas cargas de bagaco de malte recebidas foram colocadas nos mesmos
locais sobre residuos das antigas e ja contaminadas.

As temperaturas ideais para o crescimento e producdo de toxinas por A. clavatus
ndo sdo incomuns na regido, particularmente nos periodos de verdo. A umidade do
subproduto, cerca de 80% (SANTOS & RIBEIRO, 2005), também estd dentro valores
considerados propicios para o fungo (LOPEZ-DIAS & FLANNIGAN, 1997;
McKENZIE et al.,, 2004). Em um trabalho avaliando o subproduto de vérias
propriedades 0s menores niveis de contaminacdo fungica foram observados na
propriedade onde o subproduto era consumido num curto periodo de tempo e estocado
de uma maneira que permitia sua drenagem (SIMAS et al., 2007). Assim, a0 menos em
relacdo a contaminacdo por A. clavatus, provavelmente o tempo de armazenagem do
subproduto na forma Umida estara relacionado as condi¢cBes ambientais e ao teor de
umidade do subproduto. Neste sentido, a oferta do subproduto na forma dessecada tem

sido preconizada como mais segura (BARROS et al., 2006).
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6. CONCLUSOES

1 Os surtos ocorridos nos dois rebanhos bovinos foram causados pela presenga do
fungo Aspergillus clavatus no bagago de malte utilizado na alimentagdo dos animais.

2 As lesdes microscopicas consistem de degeneracdo e necrose neuronal
cromatolitica bilaterais e relativamente simétricas em nucleos nervosos especificos no
tronco cerebral, cornos ventrais da medula espinhal e ganglios espinhais, trigeminal,

estrelado e celiaco.

3 No tronco cerebral as lesbes afetam neurdnios dos nucleos vermelho, formacéo

reticular da ponte, vestibular lateral, motor dorsal do nervo vago e ambiguo.

4 As lesbes no sistema nervoso central dos bovinos apresentam padrdo
morfoldgico e distribuicdo regular, reproduziveis nos ovinos pela administragdo do

bagaco de malte contaminado e da cultura pura de Aspergillus clavatus.

5 A lectina-histoquimica indica acumulo de glicoconjugados contendo
oligossacarideos N-ligados ricos em manose em neur6nios cromatoliticos em bovinos

na doenca causada pelo Aspergillus clavatus

6 Bovinos com evolugdo clinica mais longa podem apresentar degeneracao

walleriana nos funiculos dorsais da medula espinhal, nervos isquiadicos e fibulares.

7 Todos os bovinos e trés dos sete ovinos do estudo apresentam necrose muscular

segmentar, multifocal.

8 As lesdes musculares ndo sdo presentes em todos os musculos e nos ovinos,
quando presentes, sdo em geral mais leves que nos bovinos, ndo associadas a processos

regenerativos ou mineralizacao.

9 O envolvimento da patulina nos casos descritos no presente estudo ndo pdde ser

comprovado.
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APENDICE A

Neste item esta incluida copia do aceite e resumo do primeiro artigo que sera

publicado na revista Pesquisa Veterinaria Brasileira.



Data: Thu, 23 Oct 2008 17:59:41 -0300

De: Jurgen Débereiner <jurgen@ufrrj.br>

Para: "Pedro Soares Bezerra Junior"” <bezerraj@ufla.br>
Assunto: Trabalho 1339 LD

Prezado Dr. Pedro Soares Bezerra Jr,

Comunicamos que o Trabalho 1339 LD, intitulado de "Neurotoxicose em
bovinos associada ao consumo de bagago de malte contaminado por
Aspergillus clavatus"”, de autoria sua e de Djeison Lutier Raymundo, Andréia
Spanamberg, André Mendes Ribeiro Corréa, Jorge J. Bangel Janior, Laerte
Ferreiro e David Driemeier, submetido a revista Pesquisa Veterinaria
Brasileira, foi aceito para publicacao.

Atenciosamente,
Jurgen Ddbereiner

Editor Pesq.Vet.Bras.
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Neurotoxicose em bovinos associada ao consumo de bagaco de
malte contaminado por Aspergillus clavatus *

Pedro Soares Bezerra Jr*", Djeison Lutier Raymundo®, Andréia Spanamberg®, André
Mendes Ribeiro Corréa®, Jorge J. Bangel Janior®, Laerte Ferreiro® e David Driemeier®

ABSTRACT: Bezerra Jr P.S., Raymundo D.L., Spanamberg A., Corréa A.M.R.,
Bangel Jr J.J., Ferreiro L. & Driemeier D. 2008. [Neurotoxicosis in cattle associated
with consumption of beer residues contaminated with Aspergillus clavatus.]
Neurotoxicose em bovinos associada ao consumo de bagaco de malte contaminado por
Aspergillus clavatus. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Setor de Patologia
Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves 9090,
Porto Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail: bezerraj@ufla.br

Two outbreaks of a neurological disease affecting herds of dairy cattle that were
fed moldy beer residues contaminated with Aspergillus clavatus in the county of
Viamao, Rio Grande do Sul, Brazil, are described. The morbidity of both outbreaks was
of 30% and the lethality was of 50% and 100%. The clinical evolution varied from 5 to
64 days. Only one of the animals that recovered from the disease remained with slight
locomotor sequels. The clinical signs were predominantly locomotor and included
muscle tremors of varied intensity, hyperesthesia and progressive posterior ataxia,
paresis and paralysis with knuckling of fetlocks of the hind limbs. Gait abnormalities
were more pronounced after exercises that in general led to falling down. There was
also reduced milk production, but appetite and water intake were maintained until close
to death or euthanasia. Five cattle were necropsied and two presented macroscopic
lesions characterized by necrotic changes and mineralization mainly in pelvic muscle
and thoracic limbs. The main histological findings consisted of chromatolytic neuronal
degeneration and necrosis in selected nuclei of the brain stem, the ventral horn of the
spinal cord and spinal, trigeminal, stellate and celiac ganglions. In two cattle there was
Wallerian degeneration in dorsal funiculi of the spinal cord and ischiadic and fibular
nerves. The diagnosis was based on epidemiological data, clinical signs, necropsy
findings, histological lesions and mycological examination. Epidemiologic, clinical and
pathologic aspects, pathogenetic mechanisms and differential diagnoses are discussed.

INDEX TERMS: Aspergillus clavatus, cattle, beer residues, neurotoxicosis, chromatolysis
neuronal.

RESUMO.- Descrevem-se dois surtos de uma doenca neurologica que afetou rebanhos
bovinos leiteiros que consumiam bagago de malte contaminado por Aspergillus clavatus
no municipio de Viamao, estado do Rio Grande do Sul. A morbidade em ambos os
surtos foi em torno de 30% e a letalidade, 50% e 100%. A evolucgdo clinica da doenca
variou de 5 a 64 dias. Dentre 0s animais que Se recuperaram apenas um permaneceu

Recebido em 23 de julho de 2008.
Aceito para publicacdo em 23 de outubro de 2008.
Parte da Tese de Doutorado do primeiro autor, no Curso de Ciéncias Veterinarias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS).
2 Setor de Patologia Veterinaria, Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG 37200-000, Brasil. *Autor para
correspondéncia: bezerraj@ufla.br
®Setor de Patologia Veterinaria, UFRGS, Av. Bento Gongalves 9090, Agronomia, Porto Alegre, RS 91540-000, Brasil.
* Laboratério de Micologia, Faculdade de Veterinaria, UFRGS, Porto Alegre, RS.
® Departamento de Medicina Animal, UFRGS, Porto Alegre, RS.
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com sequelas locomotoras leves. Os sinais clinicos eram predominantemente
locomotores e incluiam tremores musculares de intensidade variavel, hiperestesia e
membros pélvicos com ataxia, paresia e paralisia progessivas e apoio sobre os boletos.
Os disturbios locomotores eram intensificados pelo exercicio que, em geral,
desencadeava quedas. Havia também marcada queda na producéo leiteira, no entanto o
apetite e a dipsia eram mantidos até proximo da morte ou eutanasia. Cinco bovinos
foram necropsiados e destes dois apresentaram lesGes macroscopicas nos musculos
esqueléticos principalmente nos membros pélvicos e toracicos caracterizadas por
alteracdes necréticas e mineralizagdo. No sistema nervoso, 0s principais achados
consistiam de degeneracdo e necrose neuronal cromatolitica em nucleos nervosos
especificos no tronco encefalico, nos cornos ventrais da medula espinhal e nos ganglios
trigeminal, estrelado, celiaco e espinhais. Em dois bovinos havia adicionalmente
degeneracdo Walleriana nos funiculos dorsais da medula espinhal e nervos isquiadico e
fibular. O diagnostico foi baseado nos dados epidemioldgicos, sinais clinicos, achados
de necropsia, histopatologicos e micoldgicos. Os aspectos epidemioldgicos, clinicos e
patologicos da enfermidade, além de possiveis mecanismos patogenéticos e
diagnosticos diferenciais sdo discutidos.

TERMOS DE INDEXACAO: Aspergillus clavatus, bovinos, bagaco de malte, neurotoxicose,
cromatdlise neuronal.
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APENDICE B

Neste item estd incluida cdpia do aceite e do resumo do segundo artigo que sera
publicado na revista Pesquisa Veterinaria Brasileira.



Data: Thu, 23 Oct 2008 18:06:00 -0300

De: Jurgen Débereiner <jurgen@ufrrj.br>

Para: "Pedro Soares Bezerra Junior"” <bezerraj@ufla.br>
Copia: "David Driemeier" <davetpat@ufrgs.br>
Assunto: Trabalho 1386 LD

Prezado Dr. Pedro S. Bezerra Junior,

Comunicamos que o Trabalho 1386 LD, intitulado de "Intoxicacéo
experimental por Aspergillus clavatus em ovinos", de autoria sua e de Adriana
da Silva Santos, Paulo Mota Bandarra, Pedro M. Ocampos Pedroso, Saulo
Petinatti Pavarini, Andréia Spanamberg, Laerte Ferreiro e David Driemeier,
submetido a revista Pesquisa Veterinaria Brasileira, foi aceito para publicacéo.

Atenciosamente,
Jurgen Ddbereiner

Editor Pesq.Vet.Bras.
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Intoxicacdo experimental por Aspergillus clavatus em ovinos®

Pedro Soares Bezerra Junior?, Adriana da Silva Santos®, Paulo Mota Bandarra®; Pedro
Miguel Ocampos Pedroso®, Saulo Petinatti Pavarini®, Andréia Spanamberg®, Laerte
Ferreiro* e David Driemeier®

ABSTRACT.- Bezerra Jr P.S., Santos A., Bandarra P.M., Pedroso P.M., Pavarini, S.P.,
Spanamberg A., Ferreiro L. & Driemeier D. 2009. [Experimental poisoning by
Aspergillus clavatus in sheep.] Intoxicacdo experimental por Aspergillus clavatus em
ovinos. Pesquisa Veterinaria Brasileira 29(00):00-00. Setor de Patologia Veterinaria,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves 9090, Agronomia,
Porto Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail: davetpat@ufrgs.br

This paper describes the experimental reproduction of a neurological condition
in sheep by the administration of a beer by-product contaminated with Aspergillus
clavatus and pure culture of the fungus. This beer by-product was originated from two
farms where outbreaks of A. clavatus poisoning in cattle had occurred. The onset of
clinical signs was 2 to 6 days after dosage of the contaminated beer by-product or pure
A. clavatus culture, and the clinical course lasted from one and a half to 12 days.
Clinical signs were predominantly of locomotor and respiratory nature and included
muscle tremors, hyperesthesia, and progressive tachypnea, rigidity of the pelvic limbs,
posterior weakness, and recumbency. One sheep also showed occasional knuckling of
fetlocks of the hind limbs. Gait abnormalities and tremors were more pronounced after
exercise. In 6 of 7 sheep, the appetite and dypsia were maintained until close to death or
euthanasia. The main histological findings consisted of chromatolytic neuronal
degeneration and necrosis in selected nuclei of the brain stem, the ventral horn of the
spinal cord and the spinal, trigeminal, stellate and celiac ganglions. Three sheep also
presented degenerative and necrotic mild changes in muscles of the pelvic and thoracic
limbs.

INDEX TERMS: Aspergillus clavatus, sheep, beer by-product, poisoning, neuronal
chromatolysis.

RESUMO.- Descreve-se a reproducdo experimental de doenca neuroldgica em ovinos
através da administracdo de bagaco de malte (residuo cervejaria) contaminado com
Aspergillus clavatus e da cultura pura do fungo. Esse residuo de cervejariaestava sendo
utilizado em duas propriedades, onde ocorreram surtos da doenga em bovinos. Os sinais
clinicos iniciaram cerca de 2 a 6 dias apds a administracdo do subproduto ou da cultura
e a evolugdo clinica foi de 1,5 a 12 dias. Os sinais clinicos, que foram
predominantemente locomotores e respiratorios, incluiram tremores musculares,
hiperestesia, taquipnéia progressiva, rigidez de membros pélvicos (mais evidente a
locomocdo), fraqueza dos posteriores e decubito. Um ovino também apresentou apoio
ocasional sobre os boletos dos membros pélvicos. As anormalidades locomotoras e
tremores eram intensificados pelo exercicio. Entretanto, em 6 dos 7 ovinos, o apetite e a

'Recebido em 23 de setembro de 2008.

Aceito para publicagdo em 23 de outubro de 2008.
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2Setor de Patologia Veterinéria, Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG 37.200-000, Brasil.
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dipsia eram mantidas até proximo a morte ou eutanasia. O principal achado histoldgico
consistia de degeneracdo e necrose neuronal cromatolitica em ndcleos nervosos
especificos do tronco encefalico, cornos ventrais da medula espinhal e ganglios
espinhais , trigeminal, estrelado e celiaco. Trés ovinos também apresentaram
degeneracéo e necrose leves em musculos dos membros pélvicos e torécicos.

TERMOS DE INDEXACAO: Aspergillus clavatus, ovinos, bagaco de malte, intoxicacio,
cromatolise neuronal.
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