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RESUMO

OLIVEIRA, Glenda Ribeiro de. Neurotoxicose em bovinos associada ao consumo de
“cevada” (bagaco de malte) contaminada por Aspergillus clavatus no Estado do Rio
de Janeiro. 2016. 118p. Tese (Doutorado em Medicina Veterinaria, Patologia Animal).
Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Seropédica-RJ,
2016.

Descrevem-se quatro surtos de uma doenca neuroldgica que afetou bovinos de aptidao
leiteira que consumiam ‘“cevada” (bagaco de malte) contaminada por Aspergillus
clavatus nos municipios de Valencga, Paty do Alferes e Barra Mansa, no Estado do Rio
de Janeiro. Em todas as propriedades, a cevada estocada apresentou visivel
contaminag¢do fungica e somente os animais que ingeriram o subproduto adoeceram. A
morbidade variou entre 41,42% e 73,08%, a mortalidade entre 33,33% e 69,23% ¢ a
letalidade entre 51,11% e 94,73%. Os animais evidenciaram tremores musculares,
hiperestesia, ataxia, paresia e paralisia progressivas ¢ marcada perda de peso. Os mais
afetados caminhavam com apoio sobre os boletos flexionados e alguns assumiam a
posi¢cdao de "cao sentado". Quando os animais eram for¢ados a movimentarem-se, as
quedas eram frequentes. Houve acentuada queda na produgao leiteira, embora o apetite
e a dipsia tenham se mantido normais até proximo a morte ou a eutanasia. A evolugao
clinica variou de 1 a 16 dias. Dos animais que se recuperaram, quatro permaneceram
com sequelas locomotoras leves. As alteracdes macroscopicas incluiram areas palidas
focais na musculatura cardiaca, musculos semitendineo, semimembranaceo, adutor,
pectineo e Longissimus dorsi. O quadro histopatoldgico caracterizou-se por alteragdes
degenerativo-necroticas, tumefagdo, vacuolizacdo e cromatolise nos neurdnios dos
nucleos dos pedinculos cerebelares, da base do cérebro, da medula oblonga e do “H”
medular. Histologicamente, as lesdes musculares caracterizaram-se por degeneragdo e
necrose coagulativa, com mineralizacdo, por vezes, incipiente. Em um bovino havia,
adicionalmente, necrose coagulativa no miocardio e nefrose mioglobinurica. O cultivo
micoldgico das amostras de cevada resultou no isolamento e identificacdo do fungo A.
clavatus. O quadro clinico patoldgico foi reproduzido experimentalmente em ovinos
que consumiram 40g/kg de cevada por dia, coletada de duas das propriedades
investigadas; esses animais desenvolveram sinais clinicos e lesdes microscopicas, em
grande parte, similares as observadas nos bovinos. Conclui-se que embora os residuos
da industria cervejeira tenham razodvel relacdo custo-beneficio na alimentacdo de
bovinos, ¢ necessario que se observem alguns cuidados para evitar eventuais
intoxicacdes e consequentes prejuizos econdmicos.

Palavras-chave: Neurotoxicose, Cevada, Aspergillus clavatus
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Glenda Ribeiro de. Neurotoxicosis in cattle associated with
consumption of malted barley waste contaminated with Aspergillus clavatus in the
state of Rio de Janeiro. 2016. 107p. Thesis (Doctorate in Veterinary Medicine, Animal
Pathology). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
Seropédica-RJ, 2016.

Four outbreaks of a neurological disease affecting dairy cattle which consumed malted
barley waste contaminated with Aspergillus clavatus in the municipalities of Valenga,
Paty do Alferes, and Barra Mansa, in the state of Rio de Janeiro, are described. In all
farms, stored malted barley waste exhibited visible fungal contamination and only the
animals that ingested the by-product got sick. Animals exhibited muscle tremors,
hyperesthesia, ataxia, progressive paresis and paralysis, and marked weight loss.
Affected animals were walking with knuckling of hindlimb fetlocks, and some would
assume a sitting-dog position. When forced to move around, falls were frequent. There
was marked decrease in milk production, even though appetite and thirst remained
normal up to the moment of death or euthanasia. Clinical evolution varied from 1 to 16
days. From the animals that recovered, four remained with mild locomotor system
sequelae. Morbidity varied between 41.42% and 73.08%, mortality between 33.33%
and 69.23%, and lethality between 51.11% and 94.73%. Macroscopic alterations
included focal pale areas on the myocardium, semitendinosus, semimembranosus,
adductor, pectineus, and Longissimus dorsi muscles. Histopathology was characterized
by degenerative-necrotic alterations, tumefaction, vacuolation, and chromatolysis of
neurons of cerebellar peduncle nuclei, base of the brain, medulla oblongata, and grey
matter of the medulla (the H shape). At histology, muscular lesions were characterized
by degeneration and coagulative necrosis, at times with incipient mineralization. In one
of the bovines, there was also coagulative necrosis of the myocardium , and
presumably, myoglobinuric nephrosis. Fungal culture of samples of malted brewer
waste resulted in isolation and identification of A. clavatus. The clinical pathological
picture was reproduced experimentally in sheep which consumed 40g/kg of malted
brewer waste per day, which was collected from the two investigated farms; these
animals developed clinical signs and microscopic lesions similar to those observed in
bovines. We conclude that even though brewery by-products have a reasonable
cost/benefit ratio for bovine feeding, there is a need to observe steps to avoid eventual
poisoning and consequent economical losses.

Keywords: Neurotoxicosis, Malted barley waste, Aspergillus clavatus
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1-INTRODUCAO

O relevante crescimento da produgdo cervejeira nacional, nos ultimos anos,
elevou o Brasil a um patamar histérico: atualmente, o pais ¢ o terceiro maior produtor
de cerveja do mundo, com uma producdo anual estimada em 13 bilhdes de litros. Esse
aumento na producdo fomentou a instalagdo de grandes empresas do setor cervejeiro,
com farta oferta de subprodutos oriundos do processo de fabricagdo, sobretudo o bagago
de malte ou de cevada.

Dessa forma, em algumas regides, o uso de subprodutos agroindustriais na
alimentagdo animal assume papel econdmico estratégico e, muitas vezes, pode ser
responsavel nao so pela viabilidade econdmica do sistema, como também pela redugao
do impacto ambiental, tendo em vista sua adequada destinagdo. Em decorréncia da
disponibilidade, do bom valor nutricional e do baixo custo, esses residuos tém sido
amplamente utilizados na alimentagcdo de bovinos leiteiros no Brasil, constituindo-se
também numa alternativa suplementar economicamente interessante, em especial,
durante a escassez de pasto.

Por outro lado, o consumo de subprodutos de cervejarias e destilarias
contaminados pelo fungo Aspergillus clavatus tem sido associado a uma doenga
neurolégica de bovinos e ovinos em diversos paises (KELLERMAN et al., 1976, 1984,
2005; GILMOUR et al.,, 1989, SABATER-VILAR et al., 2004). No Brasil, o
diagnostico desta enfermidade foi feito por Loretti et al. (2003) e Bezerra Junior et al.
(2009) mais especificamente no Rio Grande do Sul.

Os sinais clinicos dessa condigdo, predominantemente proprioceptivos e
locomotores, incluem tremores musculares, hiperestesia, incoordenacdo dos membros
pélvicos, paresia e paralisia progressivas € apoio sobre as articulacdes
metacarpofalangeanas e metacarpotarseanas (boletos). Esses distirbios frequentemente
sdo exacerbados pelo exercicio que, em geral, desencadeia quedas. Descrevem-se ainda,
variaveis morbidade e mortalidade nos rebanhos afetados.

Recentemente verificaram-se quatro surtos de enfermidade neuroldgica em
bovinos leiteiros, em estabelecimentos rurais do Estado do Rio de Janeiro. A
informacao inicial de que, em todas as propriedades, os bovinos ingeriam cevada,
poderia justificar o aparecimento da sintomatologia nervosa observada. O exame

histologico realizado no encéfalo de um desses animais, de fato, revelou lesdes
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compativeis com as da toxicose por A. clavatus. Além disso, através do exame direto
realizado em uma amostra de cevada colhida em uma das propriedades, também
verificou-se a contaminagdo por fungos do género Aspergillus.

Esse estudo tem como objetivos caracterizar, da forma mais completa possivel, a
ocorréncia dessa enfermidade no Estado do Rio de Janeiro, nos seus aspectos
epidemioldgicos, clinico-patolégicos e patogenéticos, além de discutir os possiveis
diagnosticos diferenciais e alertar para os eventuais riscos que o uso da “cevada” pode

acarretar, quando o manejo de estocagem ¢ inadequado.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Processamento e formaciao de subprodutos de cervejaria

A cerveja ¢ obtida a partir da fermentagdo do mosto de malte de cevada, sob a
acdo de leveduras, que converte os agucares contidos nos grdos em alcool. Para a
obtengdo do malte, os graos de cevada, previamente limpos e selecionados, sao
embebidos em 4gua até que atinjam um teor de umidade de 45% em relacdo ao seu peso
e sob condigdes controladas de temperatura e teor de oxigénio, da-se inicio ao processo
de germinagdo. Em fornos de secagem, este processo ¢ entdo interrompido por injecao
de vapor, tdo logo sejam emitidas as primeiras brotagdes (radiculas), o que aumenta a
solubilidade do amido e permite a formacdo de enzimas fundamentais a fabricagdo da
cerveja. Numa segunda fase, ainda nos fornos de secagem, promove-se a caramelizagdo
dos graos, transformando-os em malte (SANTOS & RIBEIRO, 2005; OLIVEIRA,
2009).

Posteriormente, os graos de malte sdo moidos e submetidos & maceragdo em
agua aquecida. Ao final deste processo obtém-se o mosto, que nada mais ¢ do que uma
solugdo de acucares oriunda da sacarificagdo do amido presente no malte (e adjuntos)
por acdo de enzimas nele presentes. Apds o preparo do mosto, este ¢ resfriado e em
seguida filtrado; a parte sélida retida é denominada bagaco de malte ou dreche ¢ a parte
liquida segue no processo de fabricacdo (SANTOS & RIBEIRO, 2005). Este residuo,
também chamado de residuo Umido de cervejaria (RUC), bagago de cevada ou bagago
de malte, pode ser comercializado sob a forma imida (em torno de 14% MS), prensada
(30% MS) ou seca (83 a 92% MS). A forma umida, embora de transporte mais caro,
representa um custo menor para a inddstria € por isso € a mais comumente
comercializada (CABRAL FILHO, 1999).

O bagaco de malte, constituido principalmente de restos de casca e polpa de
cevada, além de outros graos como arroz, milho e trigo, ¢ quantitativamente o principal
subproduto, com geracdo de 14 a 20 quilos a cada 100 litros de cerveja produzida. A
grande producdo anual de cerveja no pais da uma ideia da enorme quantidade deste
subproduto gerada durante o processo industrial. O bagago de malte, por sua vez, ¢ um
residuo de alto valor nutritivo e, em grande parte das industrias do setor, ¢ enviado a

outras empresas para uso em alimentagdo animal (SANTOS & RIBEIRO, 2005).
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Devido ao seu perfil nutricional singular, com alto teor de fibras estruturais, energia e,
em especial, proteinas, o bagaco de malte pode ser usado como principal ingrediente
quando combinado com cereais, forragens e suplementos proteicos, na formulagdo de
dietas para manutencdo, lactacdo e crescimento de espécies ruminantes € nao
ruminantes (WESTENDORF & WOHLT, 2002)

No Estado do Rio de Janeiro, em fungdo do grande numero de industrias
cervejeiras, o uso de seus subprodutos na alimentagdo de bovinos tem sido uma pratica
comum, principalmente a utilizagdo de cevada imida e, mais recentemente, do “levedo”
de cerveja, um liquido residual obtido apos a fermentacao do mosto (BRUST et al.,
2015). Embora existam diversas vantagens na sua utilizacdo, enfermidades como
acidose ruminal (KROGH, 1963; AFONSO & MENDONCA, 2007), laminite
(OKWEE-ACAI & ACON, 2005), botulismo (STOBER, 2005) e toxicose por
Aspergillus clavatus (BEZERRA JUNIOR, 2009a; KELLERMAN et al., 2005) tem sido
associadas ao consumo de cevada umida; adicionalmente também foi descrita a

intoxicacdo por alcool etilico contido em “levedo” liquido de cerveja (BRUST, 2015).

2.2 Toxicose por Aspergillus clavatus (TAC)

2.2.1 Aspectos gerais e producio de micotoxinas

Aspergillus clavatus ¢ um fungo saprofita cosmopolita que pode ser isolado de
amostras de solo, fezes e materiais vegetais em decomposi¢cao. Embora considerado um
contaminante relativamente raro de cereais e seus subprodutos, sob condigdes
favoraveis para o seu crescimento, o fungo pode proliferar e produzir toxinas. Isso tende
a ocorrer em produtos estocados com alto teor de umidade (LOPEZ-DIAZ &
FLANNIGAN, 1997; VARGA et al., 2003) e, particularmente, em temperaturas
superiores a 13°C, com intenso crescimento a 25°C (LOPEZ-DIAZ & FLANNIGAN,
1997).

O consumo de subprodutos de cervejarias e destilarias contaminados por
Aspergillus clavatus tem sido associado a uma doenga neurologica em bovinos € ovinos
em alguns paises, como na Africa do Sul, Inglaterra, Bélgica, Australia (KELLERMAN
et al., 1976, 1984; GILMOUR et al., 1989; SABATER-VILAR et al., 2004; EL-HAGE
& LANCASTER, 2004; KELLERMAN et al., 2005), inclusive no Brasil (LORETTTI et
al., 2003; BEZERRA JUNIOR et al., 2009a,b) e foi reproduzida através da
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administracao de milho contaminado com fungo a bovinos (COLODEL et al., 2004) e
subprodutos de cervejaria ou cultura fungica a ovinos (LORETTI et al., 2003;
BEZERRA JUNIOR et al., 2009b).

Surtos de intoxicagdo por A. clavatus tém sido relatados em bovinos que
ingeriram brotos de trigo (KELLERMAN et al., 1988), radiculas de malte (GILMOUR
et al., 1989), brotos de cevada (SHLOSBERG et al.,, 1991), brotos de milho
(KELLERMAN et al., 1984) e residuos de cerveja de sorgo (KELLERMAN et al.,
1976). Cerveja de sorgo ¢ uma bebida tradicional da Africa do Sul e residuos oriundos
desta fabricagdo por vezes sdo utilizados para suplementar a alimentacdo animal
(KELLERMAN et al., 1988).

Aspergillus clavatus também foi considerado responsavel por uma alveolite
alérgica extrinseca em humanos, conhecida como “pulmao do trabalhador de malteria” e
em casos de micotoxicoses em animais alimentados com subprodutos da maltagem
(GRANT et al, 1976; FLANNIGAN & PEARCE, 1994; LOPEZ-DIAZ &
FLANNIGAN, 1997).

A participagdo de diferentes micotoxinas isoladas de A. clavatus e envolvidas
nessa doenca ainda ndo esta esclarecida (MCKENZIE et al., 2004). Varias substancias
t€m sido identificadas em culturas e materiais contaminados por A. clavatus como
patulina, brefeldina A e diversas toxinas tremorgénicas (DEMAIN et al., 1976;
KELLERMAN et al., 1976, 1984; VARGA et al., 2003, 2007; SABATER-VILAR et
al., 2004) foram listadas no Quadro 1. Embora nenhuma dessas substancias tenha sido
testada em ruminantes para determinar a patogénese da doenca (MCKENZIE et al.,
2004), especula-se que a enfermidade possa resultar da acdo sinérgica de varias destas
micotoxinas (VARGA et al., 2003).

O isolamento de A. clavatus de alimentos contaminados, por si s6, ndo ¢é
suficiente para estabelecer o diagndstico (LORETTT et al., 2003), pois certas cepas de
A. clavatus ndo sao toxigénicas (VARGA et al., 2003), contudo as lesdes histologicas
sdo consideradas caracteristicas (KELLERMAN et al., 2005). A deteccdo de
micotoxinas reforca o diagnodstico, no entanto, como as toxinas responsaveis pela
doenca ndo estdo estabelecidas (MCKENZIE et al., 2004), sua simples presenca
também ndo ¢ conclusiva. Reproducdes experimentais da neurotoxicose tém sido
realizadas em bovinos e ovinos para estabelecer a relacdo da doenga com os alimentos
contaminados e o fungo (KELLERMAN et al., 1976, 1984; GILMOUR et al., 1989;
LORETTI et al., 2003; COLODEL et al., 2004; BEZERRA JUNIOR et al., 2009Db).



Quadro 1- Micotoxinas identificadas em culturas e materiais contaminados por A.

clavatus e seus efeitos.

Micotoxinas Efeitos Referéncia

Patulina Citotdxicos Lopez-Diaz et al., 1997;
Sabater-Vilar et al., 2004;
Varga et al., 2007.

Brefeldina A Neurotoxicos, por apoptose celular  Wang et al., 2002;

Citocalasina E e K

Ascladiol

Clavatol

Acido Koéjico
Triptoquivalona
Nortriptoquivalona
Triptoquivalina
Gliantripina

Ribotoxinas

Necrose  celular.  Inibem a
clivagem em cultura de células
animais, levando a formagdo de
células gigantes multinucleadas e
células sem nucleos. Atividade
anti-angiogénica

Citotdxicos

Citotdxicos

Citotoxicos

Tremorgénicos

Tremorgénicos

Tremorgénicos

Tremorgénicos

Citotoxicos. Inibicao da sintese de
proteinas e consequente morte

celular por apoptose

Demain et al., 1976;
Lopez-Diaz & Flannigan.,
1997; Varga et al., 2007;

Qiao et al., 2011.

Suzuki et al., 1971.
Gniadek et al., 2012
Gniadek et al., 2012
Biichi et al., 1977.

Biichi et al., 1977.

Biichi et al., 1977.
Demain et al., 1976

Varga & Samson, 2008;
Varga et al., 2007.

2.2.2 Sinais clinicos e aspectos epidemiologicos

Os sinais clinicos descritos em bovinos sdo predominantemente proprioceptivos/

locomotores e, em geral, incluem fraqueza muscular, tremores musculares de

intensidade variavel, hiperestesia, membros pélvicos com hipermetria, ataxia, paresia e

paralisia progressivas, e apoio sobre os boletos (BEZERRA JUNIOR et al., 2009a).

Alguns animais podem assumir a posicao de cdo sentado ou ficar em decubito esternal,

com membros posicionados de forma anormal (KELLERMAN et al., 1976, 1984, 2005;
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VAN DER LUGT et al., 1994; LORETTI et al., 2003; SABATER-VILAR et al., 2004).
Em adi¢do, foram descritos postura com membros abertos em base ampla, tremores de
cabega, perda dos reflexos espinhal (LORETTI et al., 2003) e cutineo (BEZERRA
JUNIOR et al., 2009a), além de comportamento anormal como mania (GILMOUR et
al., 1989), inquietacao e reacdes de medo a sombras, objetos e animais (COLODEL et
al., 2004).

Os distarbios locomotores sdo intensificados pelo exercicio (KELLERMAN et
al., 1984, 2005; VAN DER LUGT et al., 1994; LORETTI et al., 2003; COLODEL et
al., 2004; BEZERRA JUNIOR, 2009a) que, em geral, desencadeia quedas
(KELLERMAN et al., 1976, 1984, 2005; GILMOUR et al., 1989; VAN DER LUGT et
al., 1994; LORETTI et al., 2003; EL-HAGE & LANCASTER, 2004; MCKENZIE et
al., 2004; SABATER-VILAR et al., 2004; BEZERRA JUNIOR, 2009a). A
movimentagdo ainda pode precipitar rapido cansago, 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).

Héa também marcada queda na producdo leiteira, embora o apetite ¢ a dipsia
permanecam relativamente normais até pouco antes da morte ou da eutanasia
(BEZERRA JUNIOR, 2009a). Em alguns surtos, porém, relata-se anorexia (GILMOUR
et al., 1989; KELLERMAN et al, 2005). Alguns animais sobreviventes podem
permanecer com sinais locomotores constantes (KELLERMAN et al., 1976; GILMOUR
et al., 1989; BEZERRA JUNIOR et al., 2009a).

A morbidade entre os surtos varia desde 17% até 100% (KELLERMAN et al.,
1984; GILMOUR et al., 1989; VAN DER LUGT et al., 1994; LORETTI et al., 2003;
EL-HAGE & LANCASTER, 2004; BEZERRA JUNIOR, 2009a) e a letalidade,
incluindo animais mortos espontaneamente e eutanasiados, também oscila com valores
entre 31 e 100% (KELLERMAN et al., 1984; GILMOUR et al., 1989; LORETTI et al.,
2003; EL-HAGE & LANCASTER, 2004; BEZERRA JUNIOR, 2009a).

Em experimentos, a doenga foi reproduzida em bovinos alimentados com milho
triturado, contaminado com A. clavatus. Os sinais clinicos, com inicio variando entre 5
e 16 dias apds a ingestdo eram caracterizados por tremores musculares, sobretudo nos
membros, cabeca e pescogo, que se acentuavam apos a movimentagdo. Com a evolugao
do quadro clinico, ocorreu hiperexcitabilidade, com reagdes exageradas ao toque, aos

sons e para caminhar em terrenos irregulares. Os animais permaneciam em atitude de
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alerta, caracterizada por olhos “vidrados” e orelhas eretas. Quando movimentados, os
animais afetados apresentavam incoordenacdo com dismetria e instabilidade,
principalmente, nos membros pélvicos. Observou-se ainda, tetania com marcha em
pequenos saltos, quedas frequentes, por vezes com abducao dos membros. Os animais
apresentavam dificuldade para levantar e quando conseguiam, ficavam em posi¢ao de
cavalete, com tremores musculares generalizados (COLODEL et al., 2004).

Os sinais clinicos observados em ovinos sdo bastante semelhantes aos citados
em bovinos. Sao descritos hiperestesia e tremores musculares progressivos, caminhar
com passos curtos arrastando os membros pélvicos (KELLERMAN et al., 1976, 1984)
apoiados sobre os boletos (KELLERMAN et al., 1984; GILMOUR et al., 1989) ou com
membros pélvicos rigidos (GILMOUR et al.,, 1989), com evolucdo para decubito
esternal (KELLERMAN et al., 1976, 1984; GILMOUR et al., 1989), com membros
dispostos de forma anormal (KELLERMAN et al.,, 1984). Respiracdo ofegante
(KELLERMAN et al., 1976; GILMOUR et al., 1989) ¢ anorexia (KELLERMAN et al.,
1984; GILMOUR et al., 1989) sdo também descritos.

Em trabalhos experimentais com ovinos, os sinais clinicos foram observados
entre 2 e 13 dias ap6s a alimentagdo com residuo de cervejaria contaminado e a morte
ou eutanasia ocorreu entre 36 horas e 12 dias apds o inicio dos sinais clinicos
(KELLERMAN et al., 1976, 1984; BEZERRA JUNIOR, 2009b). Em alguns
experimentos com ovinos, no entanto, pode-se ndo perceber ou ndo haver sinais clinicos
apos semanas de ingestdo do residuo, embora os animais apresentem lesdes no sistema

nervoso (GILMOUR et al., 1989; LORETTI et al., 2003).

2.2.3 Patologia

A necropsia, verificam-se 4reas branco-acinzentadas em grandes massas
musculares nos membros pélvicos e tordcicos, particularmente nas proximidades das
inser¢oes e das origens. Menos comumente, os musculos podem estar difusamente
palidos (KELLERMAN et al., 1976, 2005; VAN DER LUGT et al., 2002; LORETTI et
al., 2003; COLODEL et al., 2004; BEZERRA JUNIOR, 2009a). Sao descritos ainda
edema entre as fascias musculares (KELLERMAN et al., 1976; BEZERRA JUNIOR,
2009a) e petéquias, mais evidentes ao longo dos grandes nervos como o isquidtico € o

braquial (KELLERMAN et al., 1976). Nao hé lesdes significativas no sistema nervoso,



com exce¢ao de congestdo nas meninges observada em alguns animais (KELLERMAN
et al., 2005).

As alteracBes macroscopicas, em geral, sdo mais proeminentes em bovinos
clinicamente muito afetados e que apresentam sintomas por longos periodos
(KELLERMAN et al., 1976, 2005), mas ndo sao 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 musculos afetados
incluem o gastrocnémio, semimembranaceo, semitendineo, reto femural, quadriceps,
adutor, pectineo, sartorio, serratil ventral, gracil, ileo-psoas, peitoral, musculos esternais
e extensores dos membros tordcicos. Alguns animais que sobrevivem por longos
periodos podem apresentar pequenos focos palidos de necrose no miocardio - musculo
papilar e parede do ventriculo esquerdo (KELLERMAN et al., 1976, 2005).

As alteragdes histologicas mais significativas sdo degeneracdo, vacuolizagdo e
necrose cromatolitica de grandes neuronios, especialmente dos cornos ventrais da
medula espinhal e alguns nucleos da medula oblonga, mesencéfalo e talamo
(KELLERMAN et al., 1976, 1984; 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
BEZERRA JUNIOR et al., 2009a), além dos ganglios nervosos (espinhal, trigémeo,
estrelado e celiaco). As lesdes, muitas vezes, apresentam-se bilaterais e relativamente
simétricas. No tronco cerebral, os nucleos nervosos mais afetados sao o vermelho
(rubro), os vestibulares, o motor dorsal do nervo vago, o ambiguo e a formacao reticular
da ponte (BEZERRA JUNIOR et al., 2009a). Os neurdnios acometidos encontram-se
tumefeitos e, em varias instancias, revelam diferentes estdgios de cromatolise,
caracterizada por citoplasma eosinofilico, palido e com granulos de Nissl rarefeitos ou
ausentes. Muitos dos nucleos de neurdnios degenerados ou necrodticos encontram-se
situados excentricamente e estdo picnoticos, apagados ou ausentes. Ocasionalmente
pequenos vacuolos citoplasmaticos podem ser vistos em varios neurdnios afetados
(COLODEL et al., 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; BEZERRA JUNIOR, 2009a), por vezes acompanhada de mineralizacio
distrofica (LORETTI et al., 2003; BEZERRA JUNIOR, 2009a). Em casos cronicos,

podem ocorrer degeneracao e necrose de miofibras no miocardio (KELLERMAN et al.,

9



1976), contudo, em alguns surtos essas lesdes nao tem sido descritas (KELLERMAN et
al., 1984; GILMOUR et al., 1989; EL-HAGE & LANCASTER, 2004; BEZERRA
JUNIOR, 2009a).

Vérios nervos periféricos podem ser afetados, incluindo nervos espinhais,
isquidticos, femorais, fibulares, obturadores, radiais e plexos braquiais (SABATER-
VILAR et al., 2004). Bezerra Junior et al.(2009a) descreveram degeneragdo walleriana

nos funiculos dorsais da medula espinhal e nervos isquiatico e fibular.

2.2.4 Patogénese

A patogénese das lesdes neuroldgicas ndo esta completamente esclarecida. Tem
sido sugerido que a cromatolise seja a manifestagdo de uma agressao primaria ao corpo
do neurdénio (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). Alguns
autores propdem que as lesdes podem ser explicadas por uma lesdo axonal primaria e
que as lesdes observadas em corpos de neurdnios sejam secundarias e definidas como
reacdo a lesdo 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 nao 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
traumadticos, contragdes musculares vigorosas (LORETTI et al., 2003). Tem sido
sugerido também que metabolitos de A. clavatus possam ter efeitos neurotoxicos e
miotoxicos (GILMOUR et al., 1989; LORETTI et al., 2003).

As variagdes no quadro clinico-patoldgico sdo atribuidas a diferengas nas
micotoxinas produzidas ou as quantidades das mesmas nos diferentes surtos

(GILMOUR et al., 1989).

2.3 Enfermidades a serem consideradas no diagnostico diferencial da TAC

O diagnostico diferencial da toxicose por A. clavatus deve incluir,

principalmente, enfermidades que causam alteragdes semelhantes (Anexo 1), relativas
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ao SNC e ao sistema musculo esquelético (LORETTI et al., 2003; BARROS et al.,
2006; RIET-CORREA et al., 2007; BRUST, 2011).

2.3.1 Enfermidades diretamente associadas a ingestao de subprodutos de

cervejaria

2.3.1.1 Intoxicac¢do por alcool etilico contido em “levedo” de cerveja

A administragdo de “levedo” de cerveja a bovinos tem sido associada a casos
esporadicos, por vezes fatais, de intoxica¢do por etanol no Sul do Estado do Rio de
Janeiro (BRUST, 2011; PEIXOTO et al., 2011).

O residuo ¢ utilizado, na maioria dos casos, em criagdes de gado de corte e,
eventualmente, em exploragdes leiteiras. Os surtos ocorrem mais em animais pouco
habituados ao consumo, de forma que, no inicio, tendem a ingeri-lo em grandes
volumes. O “levedo”, quando recém-chegado as propriedades, parece conter niveis mais
elevados de dlcool, o que contribuiria para a intoxicagdo até mesmo nos lotes ja
habituados ao consumo, mas principalmente, naqueles em fase de adaptacao.
Outrossim, periodos que se seguem a escassez do produto parecem estimular um maior
consumo do residuo e consequentemente, predispor a intoxicacdo (BRUST, 2011).

O quadro clinico inicia-se em até 30 minutos apds o término da ingestdo de
grandes quantidades de “levedo” de cerveja e se caracteriza por sinais de embriaguez
com tontura, cambaleios, quedas, posi¢des atipicas, decubito, timpanismo € morte em
minutos ou poucas horas, principalmente devido ao meteorismo. Ataxia, dectbito,
incapacidade de levantar-se, obnubilacdo, tremores musculares, respiracdo profunda e
taquipneica também foram observados em um bovino que se recuperou. Relataram-se
ainda, choque contra obsticulos, sonoléncia, movimentos pendulares com a cabega,
apoio da cabega ao solo, taquicardia, nistagmo e odor alcoolico do ar expirado (BRUST,
2011).

Relatos sobre alteragdes macro e microscopicas em animais intoxicados por
etanol sdo escassos. Em bovinos, mencionam-se odor etilico caracteristico no conteudo
ruminal, por vezes, abomasite acompanhada por hemorragia na mucosa e na subserosa,
congestdo do encéfalo e em d6rgios parenquimatosos (STOBER, 2005).

Os achados de necropsia relatados por Brust (2011), verificados apds a

administragcdo de “levedo” de cerveja a bovinos, limitaram-se a um Unico animal e
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foram descritos como um edema gelatinoso e translicido na parede do ramen, contetido
ruminal com odor caracteristico de “levedo” de cerveja e espuma esbranquicada na

traqueia.

2.3.1.2 Acidose ruminal

A acidose ruminal latica em ruminantes ¢ determinada pela ingestdo de grandes
quantidades de alimentos ricos em carboidratos de facil fermentacio (UNDERWOOD,
1992a), resultando em excessivo acimulo de acidos organicos no rumen, redugdo do pH
ruminal e produgdo de fatores toxicos (SLYTER, 1976). Entre os alimentos mais
implicados na acidose estdo os cereais moidos como trigo, cevada, aveia, centeio ¢
milho, frutas, tubérculos, melago, farelo de graos (UNDERWOQOD, 1992a), paes e seus
subprodutos (DIRKSEN, 2005) ou residuos de cervejaria (AFONSO & MENDONCA,
2007; KROGH, 1963). Graos submetidos ao vapor, esmagamento, moagem € outros
processamentos para a fabricacdo de racdo podem aumentar a disponibilidade de amido
para a fermentagdo ruminal e agravar os riscos da doenca (ELAM, 1976).

Quadros de acidose ruminal causados pela ingestdo de graos de cervejaria foram
relatados por Krogh (1963).

Referéncias sobre a incidéncia da enfermidade pela ingestdo de bagaco de malte
no Brasil sdo escassas, no entanto, seu uso indiscriminado na dieta de ruminantes tem
sido responsavel por casos de acidose ruminal e laminite no Estado do Rio de Janeiro
(CALDAS; 2011).

As manifestagdes clinicas da acidose ruminal sdo altamente variaveis de acordo
com o tipo e quantidade de alimento ingerido, o intervalo de tempo decorrido desde o
consumo do alimento (UNDERWOOD, 1992a), a fase da enfermidade, o grau de
acidose e com as modificagdes locais reabsortivas resultantes (DIRKSEN, 1981).

Em casos de acidose ruminal aguda, os sintomas tém inicio 8h apds a ingestio
excessiva de carboidratos (UNDERWOOD, 1992b) e evidenciam-se em 12 a 24 horas
(DIRKSEN, 2005) por inapeténcia (DIRKSEN, 1981), anorexia (KROGH, 1963;
UNDERWOOD, 1992b), incoordenagao (DIRKSEN, 1981, UNDERWOOD, 1992b)
letargia (KROGH, 1963), intranquilidade, tremores musculares, sinais de colica,
gemidos, ranger de dentes (DIRKSEN, 1981) e queda ou interrup¢do da produgdo
leiteira (DIRKSEN, 2005; KROGH, 1963); alguns animais tornam-se extremamente
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deprimidos e permanecem deitados (DIRKSEN, 1981; KROGH, 1963;
UNDERWOOD, 1992a).

Em quadros graves, os animais podem ser encontrados em decubito esternal com
a cabega voltada para o flanco, apresentando-se apaticos € comatosos, com enoftalmia,
temperatura subnormal, frequéncia cardiaca elevada e dispnéia (DIRKSEN, 2005). Sem
tratamento a morte pode sobrevir em até¢ 12 horas (DIRKSEN, 2005; UNDERWOOD,
1992a). Animais sobreviventes podem apresentar complicagdes como rumenite e
abscessos hepaticos (BRENT, 1976, UNDERWOOD, 1992b), além de laminite e
polioencefalomalacia (BRENT, 1976).

As lesdes macro e microscopicas em animais com acidose ruminal aguda, de
uma forma geral, se resumem a um conteudo liquido e acido nos pré-estomagos e
intestino, além de papilas ruminais friaveis que se desprendem facilmente da camada
inferior, especialmente no saco ventral. Degenera¢do hidrdpica e necrose coagulativa do
epitélio ruminal sdo acompanhadas por influxo de neutréfilos; geralmente o figado

revela multiplos abscessos (GELBERG, 2007).

2.3.1.3 Botulismo

O botulismo ¢ uma enfermidade especifica, ndo febril, causada pela ingestao da
neurotoxina do Clostridium botulinum, um bacilo anaerdbico que, sob a forma de
esporo, ¢ encontrado tanto no solo quanto na agua. No total, ha 7 tipos de toxinas
botulinicas classificados entre A e G, mas somente os tipos C e D estdo comumente
associados aos surtos em bovinos, com raras participagdes do tipo B (STOBER, 2005).

Casos de botulismo em bovinos estdo associados a ingestdo de feno, silagem,
concentrado ou dgua, impregnados pela toxina botulinica, produzida em decorréncia da
contaminagdo destes alimentos com restos ou liquidos cadavéricos de animais como
aves, ratos ou gatos. O consumo de bagaco de malte de cervejaria, silagem ou feno,
armazenados de forma incorreta, pode servir como fonte de intoxicacdo, muitas vezes,
com a participagdo da toxina botulinica tipo B (STOBER, 2005). Nestes casos, a
elevada umidade, o pH acima de 4,5 e condicdes de anaerobiose permitem o
crescimento de C. botulinum (RADOSTITS et al., 2002).

No Brasil, o botulismo ¢ uma importante causa de morte em bovinos ¢ a
osteofagia, associada a deficiéncia de fosforo, sua principal condi¢do predisponente

(TOKARNIA et al., 1970, 2010).
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Os sintomas variam conforme a quantidade e o tipo de toxina ingerida
(STOBER, 2005). De uma forma geral, caracterizam-se por distirbios de ordem
neuromuscular, que incluem paralisia dos musculos da locomogdo, apreensdo de
alimentos, mastigacdo e degluticdo. Inicialmente, o animal deixa de acompanhar o
rebanho, apresenta andar rigido, poliflexdo dos membros e emboletamento (DUTRA et
al., 2005), dificuldade em manter-se em esta¢do, tendéncia acentuada a se deitar,
dificuldade em levantar-se e por fim, decubito esterno-abdominal permanente
(TOKARNIA et al., 1970; 2010). A cabeca encontra-se em posi¢ao anormal apoiada ao
solo ou fletida em dire¢do ao flanco (STOBER, 2005).

Casos de botulismo tipo B, associados ao consumo de cevada ou silagem de
capim, caracterizam-se por intranquilidade, incapacidade de deglutir, lingua flacida e
parcialmente paralisada, sialorreia intensa, tosse e regurgitagdo de saliva, 4gua e
conteudo ruminal pela boca e narinas. A capacidade de movimentagao encontra-se
apenas restrita, em geral, com o lombo arqueado e o tonus da cauda reduzido. A morte
nestes casos ocorre em até uma semana devido a desidratagdo e pneumonia por falsa via
(STOBER, 2005) Na Holanda, surtos de botulismo foram diagnosticados em 20
propriedades rurais que utilizavam cevada Umida na dieta dos animais. O quadro clinico
caracterizou-se por marcada alteragdo na ingestdo e deglutigdo de alimentos,
particularmente, por salivacdo e regurgitagdo, além de auséncia de disturbios
locomotores, mesmo nos casos de longa evolugdo (HAAGSMA; LAAK, 1978).

Animais com botulismo ndo demonstram quaisquer alteracdes macro ou
microscopicas dignas de nota, entretanto, nos casos associados a deficiéncia de fosforo,
podem ser encontradas eventuais alteragdes no esqueleto e fragmentos de ossos ou

cadaveres no rumen e reticulo (TOKARNIA et al., 1970, 2010).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Colheita de dados

O levantamento do histdrico e dos dados clinico-epidemiologicos dos surtos foi

obtido durante visitas as propriedades, junto aos proprietarios e funcionarios.

Nas propriedades A, B e C, envolvidas no surto 1 e localizadas no municipio de
Valenga, trés bovinos foram submetidos a eutanasia e necropsia, dois pertencentes a

propriedade B e um a propriedade C.

Na propriedade D, localizada no municipio de Paty do Alferes, foram

necropsiados trés bovinos; dois encontrados mortos e outro, apds eutanasia.

Na propriedade E, localizada no municipio de Valencga, localidade de Pedro
Carlos, pertencente ao distrito de Conservatoria, foi necropsiado um bovino encontrado

morto.

Na propriedade F, localizada no distrito de Nossa Senhora do Amparo,
pertencente ao municipio de Barra Mansa, foram necropsiados trés bovinos, dois que

morreram no momento da nossa visita € um encontrado morto.

Em todos os animais submetidos & eutanasia utilizou-se tiopental sdédico, ja em

fase agonica.

3.2 Reproducio experimental:

A reprodugdo experimental em ovinos foi realizada primeiramente em uma
propriedade rural em Lavras-MG. Para um ovino foram administrados 40g/kg por dia de
cevada contaminada coletada na Propriedade D. A administracdo do subproduto foi
feita via oral com uma seringa de 60 mL e mantida até o aparecimento dos sinais
clinicos da enfermidade. Posteriormente, realizou-se outro experimento a campo com
um ovino, macho, da raca Santa Inés, de 5 meses de idade. Utilizou-se a cevada

coletada na Propriedade F e a propor¢ao de 40g/kg por dia do experimento anterior foi

15



mantida. A administragdo do subproduto, parcialmente diluido em agua, foi feita via
oral, com auxilio de sonda de 1,5 cm de didmetro, adaptada a um funil e mantida até o
aparecimento dos sinais clinicos da enfermidade. Para a dilui¢do, foram utilizados 100g

de cevada para cada 140 mL de agua.

3.3 Processamento dos tecidos

3.3.1 Microscopia, imuno-histoquimica e lectina-histoquimica

Os fragmentos de diversos tecidos destinados a microscopia Optica foram
fixados em formalina a 10% tamponada, desidratados em concentragdes crescentes de
alcool etilico, diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Cortes de Sum 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
colhidos encéfalo, medula espinhal, ganglios nervosos (trigeminais). Amostras do
sistema nervoso central incluiram cortes da medula oblonga ao nivel do 6bex, ponte
com pedunculos cerebelares, cortex cerebelar, mesencéfalo ao nivel dos coliculos
rostrais, talamo, cortex cerebral e medula espinhal ao nivel tordcico e das
intumescéncias lombar e cervical. Foram avaliados ainda fragmentos dos seguintes
orgdos: figado, bago, rim, linfonodos, tiredide, ramen, além de amostras de musculos
dos membros pélvicos, membros toracicos, axiais (longissimo dorsal e psoas) e cardiaco
dos animais. Todo o material foi processado no Laboratorio Global Vet - Diagnostico

Anatomo-Patolégico em Seropédica-RJ.

Para a realizacdo da técnica de imuno-histoquimica foram feitos cortes
histolégicos de 5 um de espessura, depois aplicados em laminas de vidro recobertas

com solu¢do de gelatina 0,3% e fixados em estufa a 60°C durante 24 horas.

O exame de imuno-histoquimica para o diagndstico diferencial da encefalopatia
espongiforme bovina (EEB) foi realizado pelo Laboratério Nacional Agropecuario do

de Pernambuco, no Recife (LANAGRO-PE).
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Para a realizacdo da técnica de lectina-histoquimica, se¢des histoldgicas do
sistema nervoso foram desparafinadas, hidratadas, e incubadas por 30 minutos em
peroxido de hidrogénio a 3% para bloqueio de peroxidases endogenas. Apds a lavagem
das laminas por dois minutos com agua destilada, estas ficaram submersas em tampao
citrato (pH 6,0), por 15 minutos a 96° C em banho-maria. O bloqueio de reacdes
inespecificas foi realizado com leite desnatado a 5 % (Molico® - Industria Brasileira)
durante 30 minutos. Os cortes foram incubados “overnight” com lectinas (Vector
Laboratories, Burlingame, California, 94010, USA) na dilui¢ao de Sug/mL em PBS,
com excecao das lectinas Con A, que foi diluida na propor¢ao de 0,5ug/ml e da lectina
RCA, que foi diluida na propor¢do de 1pg/ml. Foram utilizadas as lectinas Canavalia
ensiformis agglutinin ~ (Comn-A;  a-d-Man;  a-d-Glc-specific), Dolichos
biflorus agglutinin (DBA; a-d-Gal-Nac-specific), Glycine max agglutinin (SBA; a-d-
GalNac; b-Gal-specific), Arachis hypogaea agglutinin (PNA; b-d-Gal/(1-3) GalNAc-
specific), Ricinus communis agglutinin-I (RCA— I, b-d-Gal-specific), Ulex
europaeus agglutinin-I  (UEA-1;  a-L-Fuc-specific), Triticum  wvulgaris
agglutinin (WGA,; a-d-GIlcNAc/NeuNAc-specific, Succinyl-WGA
(SWGA), Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia (GSL), Sophora
japonica (SJA), Pisum sativum (PSA), Phaseolus vulgaris (PHA-L e PHA-
E), Lens culinaris ou L. esculenta (LCA) (Lectin Kit Biotinylated BK 1000 ¢ 2000,
Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA). Apds o periodo de incubagdo, os
cortes foram lavados por cinco minutos com tampao fosfato (PBS) e incubados com o
complexo avidina-biotina-peroxidase (Vectastain, Vector Laboratories Inc.) por 30
minutos. Diaminobenzidina (DAB) foi o cromdgeno utilizado e todas as se¢des foram
contracoradas com hematoxilina de Harris. Utilizou-se como controle negativo os
mesmos cortes, porém substituiu-se as lectinas por PBS na incubagdo. A técnica foi
executada no Laboratorio de Anatomia Patoldgica e Histopatologia (Convénio - Projeto

sade Animal (PSA)-UFRRJ).

3.4 Exames micologicos e micotoxicolégicos

3.4.1 Isolamento e identificacao de Aspergillus clavatus
Amostras de cevada utilizada nas Propriedades D e F que apresentaram visivel

contaminagdo fungica foram coletadas e enviadas para cultivo e identificagdo
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micologica ao Laboratorio de Biologia de Fungos da Universidade Federal Rural do Rio

de Janeiro.

A micobiota foi quantificada por unidade formadora de colonia (UFC). Os
isolamentos foram feitos em 5g da amostra ressuspensa em 45 mL de 0,1% de peptona
contendo 0,1% de Tween 80 em frasco Erlenmeyer, em seguida agitado por 30 min em
homogeneizador de haste vertical a 150 rpm. O meio de cultura utilizado foi o Dicloran
Rosa de Bengal Cloranfenicol (DRBC), realizado com aliquotas de 0,ImL das
respectivas dilui¢des (107 a 10°), transferidas para os tubos de cultura contendo 0,9 mL
de meio de cultura. Posteriormente foi retirado 0,1 mL desta solu¢ao que, em seguida,
foram plaqueados em forma de gotas, com 5 repeti¢des para cada diluicao, As placas de
Petri foram incubadas em estufas a 25°C por 5 dias. A leitura baseou-se na presenca ou
auséncia de UFC sobre cada gota. A identificagdo da micobiota baseou-se no estudo
morfoldgico (macroscopico e microscopico). Foram utilizados meios especificos para

cada grupo de fungo, conforme Klich (2002).

As andlises micotoxicologicas foram realizadas no Laboratorio de

Micotoxicologia da Universidade Federal de Santa Maria.
3.5 Exames complementares

Foram realizados hemograma completo de quatro bovinos, bioquimica sérica de
quatro bovinos e um ovino e o teste de precipitagdo por sulfato de amonia para
mioglobiniria de um bovino no Laboratério de Quimioterapia Experimental em

Parasitologia Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
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4. RESULTADOS

4.1 Dados clinico-epidemiologicos

Os surtos ocorreram em julho de 2010 (Propriedades A, B e C), agosto de 2011
(Propriedade D), outubro de 2012 (Propriedade E) ¢ junho de 2016 (Propriedade F);
nos municipios de Valenga em 2010 e 2012, Paty do Alferes em 2011 e Barra Mansa
em 2016.

No surto de 2010 (surto 1), trés propriedades rurais proéximas (A, B e C)
utilizavam cevada oriunda de uma distribuidora localizada na cidade, como
suplementagdo na alimentagdo dos animais. A cevada utilizada pelas referidas
propricdades era estocada somente na Propriedade A, em um buraco no chido de
aproximadamente, 2x4 m e 3,5 m altura, cujas paredes eram revestidas por bambu
(Figura 1). Os surtos de intoxica¢do ocorreram praticamente no mesmo periodo, 20 a 31
dias apds o inicio do consumo da cevada. A inspe¢do no local de armazenamento
revelou grande quantidade de bolor cinza-esverdeado na superficie da cevada, parte com
bolores semelhantes a algodao (Figura 2) e ainda, bolores de coloragdo acinzentada, em
varias partes da parede de bambu (Figura 3 a, b). O proprietario informou que, enquanto
utilizou a cevada na alimentacdo dos animais, ela ndo estava “embolorada”, o que veio a
ocorrer apds a suspensdo do fornecimento. O primeiro carregamento de cevada durou
aproximadamente 45-50 dias, sem que houvesse sobras, ou pelo menos, ndo em grande
quantidade, antes da chegada de uma nova remessa. A alimentacdo dos animais das trés
propriedades era a base de capim picado, cana e cevada (8 a 10 kg/ animal/ dia)

divididos em dois tratos.

Inicialmente a cevada era fornecida a 18 vacas na Propriedade A, até a venda de
duas, uma para a Propriedade B e outra para a Propriedade C. Na Propriedade A, o
primeiro animal (Bovino 1A) adoeceu 20 dias apds o inicio do fornecimento da nova
remessa de cevada. Os sinais clinicos, que perduraram por sete dias, eram
caracterizados por ‘“fraqueza” dos membros, incoordenagdo, principalmente dos
membros pélvicos que estavam rigidos e com arrastar das pingas. Esse animal foi
medicado com 3 litros de Stomivit® e ainda Fe, Ca e Mercepton®. Veio a 6bito horas

ap6s a medicagao.
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Outras duas vacas (Bovinos 2A e 3A) adoeceram no dia seguinte da morte do
Bovino 1A, apresentando tremores e membros pélvicos rigidos, porém mantendo-se
alertas. Medicadas com Mercepton®, recuperaram-se. O fornecimento da cevada foi

suspenso 11 dias apds o aparecimento dos primeiros sinais clinicos.

Figura 1- Local de armazenamento da cevada na Propriedade A com paredes revestidas

de bambu e cobertura de lona.
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Figura 2- Cevada da Propriedade A apresentando bolor de coloragdo branca com

aspecto de “algodao”.

Figura 3-a Bolor de coloracdo cinza-esverdeada no fundo e 3-b acinzentado nas paredes

de bambu no local de armazenamento da cevada na Propriedade A.

Na Propriedade B havia cinco animais no trato com cevada. Apds 28 dias de

ingestdo, o primeiro animal (Bovino 4B) apresentou tremores, membros pélvicos
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rigidos, andar com apoio sobre os boletos flexionados (“emboletamento’), por vezes,
assustadico com passos irregulares. Este animal foi eutanasiado e necropsiado sete dias
apds o inicio dos sinais clinicos, ja em estado agonico. Outro animal (Bovino 5B)
apresentou tremores e rigidez dos membros pélvicos 31 dias apds o inicio do
fornecimento da cevada, seguido por “emboletamento” dois dias apds (Figura 4).
Permanecia em dectbito esternal e quando tangido, apresentava muita dificuldade em
erguer a regido pélvica (tremores e fraqueza). Quando em decubito esternal apresentava
tremores no focinho, peito, paleta e perineo. Ao exame clinico, o tonus de lingua
apresentava-se sem alteragdo, assim como a sensibilidade cutdnea dos membros
pélvicos, anus e cauda. O animal foi eutanasiado e em seguida, necropsiado 10 dias

apos o inicio dos sinais clinicos.

Figura 4- Neurotoxicose por Aspergillus clavatus. Propriedade B, Bovino 5 apoiando-

se sobre os boletos dos membros pélvicos.
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Na Propriedade C, com um rebanho de oito animais, cinco adoeceram e um
morreu (Bovino 6C). Apos 20 dias da ingestdo de cevada, os primeiros sinais clinicos
apresentados pelos animais eram de rigidez e hipermetria dos membros pélvicos,
salivagdo, andar para tras, tremores musculares e hiperestesia. Um deles apresentava-se
assustadico, com orelhas eretas, olhos “vidrados”, assustando-se com a propria sombra
e quando tangido, as quedas eram frequentes. O produtor também notou que as vacas
entravam em cio — uma inclusive encontrava-se supostamente prenhe. Decorridos trés
dias, o Bovino 6 apresentou-se em decubito lateral com opistotono e dois dias depois,
foi sacrificado pelo proprietario, necessitando posteriormente, ser desenterrado para a

colheita do encéfalo. Os dados epidemiologicos do surto 1, estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1- Dados epidemiologicos do surto 1 envolvendo trés propriedades no municipio

de Valenca em 2010.

Propriedades A B C
Inicio sinais clinicos (dias) 20-28 28-31 20
Evolucao (dias) 7 7-10 5
Doentes 3 2 5
Obitos 1 2 1
Necropsias - 2 1

Na Propriedade D (surto 2), o historico foi fornecido, principalmente, pelo
tratador dos animais e confrontado com informacdes dos proprietarios. Percebeu-se uma
insatisfacdo do tratador em revelar corretamente as informacdes, ndo sendo preciso ou
mostrando incoeréncia em algumas delas. Durante a primeira visita para o levantamento
clinico-epidemiolodgico, somente foi possivel observar e examinar alguns animais, pois
ndo havia ninguém na propriedade. Até este dia, 11 vacas ja haviam evoluido a o6bito;

informacao obtida posteriormente.

Com rebanho leiteiro de 26 animais entre vacas e novilhas, os sinais clinicos
foram observados oito dias apds a chegada do carregamento de cevada, oriundo de uma
distribuidora localizada no municipio vizinho de Miguel Pereira. A cevada era estocada
em um tanque de alvenaria e fornecida aos animais sem que a camada superficial fosse

retirada, mesmo quando o bolor era visivel (Figuras 5 e 6).
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Figura 5- Aspecto da cevada que restou armazenada no tanque da Propriedade D.

Presenca de bolor de coloracdo cinza-esverdeada na superficie da cevada.

Figura 6- Bolor na parede do tanque de armazenamento da cevada da Propriedade D.
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Os animais apresentaram acentuada perda de peso, ataxia e tremores musculares,
quando em repouso, mais pronunciados no trem posterior. Os mais afetados
caminhavam sobre os boletos flexionados; apresentavam hiperestesia e frequentemente
mostravam-se “assustadicos”. Alguns animais assumiam a posi¢ao de “cao sentado” e
quando forgados a movimentarem-se, as quedas eram frequentes.

Durante a primeira visita, o Bovino 1D apresentou movimentos rigidos dos
membros pélvicos com passos curtos e elevando os jarretes acentuadamente. Quando
tangido, por vezes tropecava, mas raramente “emboletava”. Quando se deitou, por
iniciativa propria, mostrou dificuldade em se levantar, mas conseguiu com muito
esforco. Por vezes ficava em estacdo, com os membros pélvicos deslocados mais
caudalmente que o normal. Apds oito dias, apresentou agravamento da incoordenagao
com “emboletamento” por varias vezes ao sustentar a pelve, flexionando os membros
pélvicos, quase sentando e arrastando-se sobre os boletos, (Figuras 7a e 7b) com
algumas quedas em um pequeno percurso (Figura 8). Apos esse periodo, o animal
apresentou melhora gradativa das alteragdes locomotoras, porém passados 120 dias da
ultima visita, durante exame neuroldgico (Anexo 2), o andar discretamente rigido ainda

era perceptivel.

a b

Figura 7 a, b- Neurotoxicose causada por A. clavatus. Propriedade D, Bovino 1. a.
Animal apo6s queda, levantando-se com abdugao e flexdao ndo usual do membro toracico
esquerdo e “emboletamento” do membro pélvico direito, b. Animal em movimento,

com dificuldade de elevar a regiao pélvica.
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Figura 8- Neurotoxicose causada por A. clavatus. Propriedade D, Bovino 1. Animal em
queda apdés movimentagdo forgada com membro pélvico “emboletado” e membros

toracicos em posicao atipica.
Alguns animais, como o Bovino 2D, apresentaram hipermetria dos membros

toracicos (Figura 9) e pélvicos (Figura 10), dismetria e abdugdo exagerada dos membros

toracicos (Figura 11) e “emboletamento” do membro pélvico direito (Figura 12).
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Figura 9- Neurotoxicose por A. clavatus. Propriedade D, Bovino 2. Hipermetria dos

membros toracicos com posi¢ao atipica durante a marcha.
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Figura 10- Neurotoxicose por A. clavatus. Propriedade D, Bovino 2. Hipermetria dos

membros pélvicos. Observa-se que os membros toracico e pélvico direitos se tocam.
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Figura 11- Neurotoxicose por A. clavatus. Propriedade D, Bovino 2. Dismetria e
abducdo exagerada dos membros toracicos. Regido pélvica baixa, denotando fraqueza

muscular nos membros pélvicos.
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Figura 12- Neurotoxicose por A. clavatus.

do membro pélvico direito.
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O Bovino 3D apoiava-se sobre os boletos flexionados dos membros pélvicos
constantemente e apresentava hipermetria com deslocamento do apoio para os membros
toracicos (Figura 13). Apds sete dias de evolugdo clinica, apresentou-se em decubito
esternal e quando estimulado ou por vontade propria, em funcdo da dificuldade em
elevar a regido pélvica, ndo conseguia se levantar, intercalando periodos de dectbito
esternal e lateral; normorexia, apreensdo, mastigacdo e degluticdo sem alteragdoes. Ao
exame neurolédgico, os reflexos cranianos, panicular, dos membros anteriores, de cauda
e anus apresentavam-se inalterados, exceto pelo tonus moderado da lingua. As mucosas
apresentavam-se moderadamente congestas, com vasos episclerais ingurgitados. O
animal veio a 6bito dois dias depois, totalizando nove dias de evolucdo clinica. Neste
mesmo dia, outro animal foi encontrado morto no pasto, por ocasido da nossa visita,

sem que o tratador tivesse dado falta.

s :

Figura 13- Neurotoxicose por A. clavatus. Propriedade D, Bovino 3. Apoio sobre os
boletos dos membros pélvicos e hipermetria com deslocamento do apoio para os

membros toracicos.

Em relagdo ao Bovino 4D, foi observado inicialmente, discreta incoordenagao,
entretanto no dia seguinte, o quadro clinico havia evoluido para rigidez, tropecos e
“emboletamento” dos membros pélvicos. No decorrer de seis dias de evolucao clinica,

apresentou-se em decubito esternal, incapaz de levantar-se. No oitavo dia de evolugao,
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passou ao decubito lateral com opistotono (Figura 14), tremores discretos, fezes em
disco, mucosas moderadamente congestas e vasos episclerais ingurgitados e ramen em
atonia. Ao exame neuroldgico, foi constatada auséncia de reflexo panicular e de
sensibilidade no membro pélvico direito; sensibilidade diminuida no membro pélvico

esquerdo e ausente nos membros toracicos. Reflexos cranianos, tragdo da lingua, reflexo

anal e da cauda sem alteragdes. O animal entdo foi eutanasiado e necropsiado.
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Figura 14- Neurotoxicose por A. clavatus. Propriedade D, Bovino 4. Dectibito lateral e

opistdtono.

O Bovino 5D encontrava-se em decubito esternal e alerta, porém incapaz
incapacidade de levantar-se, além de apresentar tremores musculares e blefaroespasmos
ocasionais, principalmente durante sua manipulagdo. Ao exame neuroldgico, os reflexos
cranianos, tra¢ao da lingua e a sensibilidade dos membros estavam inalterados. No dia
seguinte foi encontrado morto, em dectbito esternal com a cabeca voltada para o flanco
(posigdo de auto auscultagdo). A necropsia, observaram-se sinais de autolise incipiente.

O Bovino 6D encontrava-se em decubito lateral com tremores musculares,
hiperexcitabilidade e opistotono. Reflexos cranianos, tonus da lingua e sensibilidade de
membros apresentavam-se normais. Encontrado morto no dia seguinte com presenga de

urubus sobre o cadaver. Nao foi realizada a necropsia.
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O Bovino 7D encontrava-se alerta e em decubito esternal com tremores nos
musculos da face, focinho, membros e flanco. Quando estimulado, ndo esbogava
tentativa de se levantar. O teste de sensibilidade nos membros e face normais, tonus da
lingua e reflexos craniais nao apresentou alteracdes. Mais tarde, durante a observagao, o
animal tentou levantar-se, por iniciativa propria, sem sucesso. No dia seguinte
encontrava-se em decubito lateral, apresentando opistétono, estrabismo convergente,
vasos episclerais ingurgitados, mucosas congestas e dilatacio da pupila. Tremores
musculares e reflexos, bem como o tonus da lingua, mantiveram-se como no dia
anterior. O animal foi entdo eutanasiado e necropsiado.

O Bovino 8D muito eventualmente, apresentava discreta incoordenacdo no
inicio do quadro clinico. Apés dois dias de evolugdo, entrou em decubito esternal,
demonstrando-se incapaz de se levantar. Foi encontrado morto, apos sete dias de
evolucao clinica.

Até o término do primeiro carregamento de cevada, 14 animais morreram com
evolucdo clinica média de 6 a 9 dias. Os primeiros 6bitos foram de animais de maior
producado leiteira que justamente recebiam maior quantidade de cevada na alimentacao,
porém, todos os animais tiveram acesso a ela, inclusive as vacas “secas”. A cronologia
dos eventos ¢ dbitos ocorridos na Propriedade D encontra-se na Tabela 2.

Apesar do elevado ntimero de 6bitos, a cevada ndo foi suspensa, pelo contrario,
todos os animais ingeriram o subproduto em quantidade superior ao usual para suprir a
escassez de capim, caracteristica no periodo de estiagem. Todo o volumoso fornecido
aos animais provinha de pastagens de outras propriedades e era oferecido picado em
alternancia com a cevada. Somente apos dois dias da chegada do segundo carregamento,
o uso do subproduto foi suspenso, quando dois animais pertencentes ao grupo dos
assintomaticos até entdo, apresentaram os mesmos sinais clinicos do inicio do surto.
ApOs a suspensao, outros quatro animais morreram.

Os dados epidemiolodgicos do surto 2 sao descritos na Tabela 3.
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Tabela 2- Ordem cronolédgica dos eventos e dbitos ocorridos na Propriedade D.

Dia Evento
0 Chegada 1° carregamento de cevada
8 1° 6bito
12 2° dbito
23 3°, 4° e 5° Obitos
25 6°, 7° ¢ 8° Obitos
27 9°, 10° e 11° dbitos
30 12°(necropsia), 13° e 14°(necropsia) obitos
32 Chegada 2° carregamento de cevada
34 Suspensao da cevada
36 15° 6bito
37 16°(necropsia) oObito
39 17° e 18° dbitos

Tabela 3- Dados epidemiolédgicos do surto 2 no municipio de Paty do Alferes em 2011.

Propriedade D
Inicio sinais clinicos apds 8
administracao de cevada (dias)

Evolugao clinica (dias) 6-9
N° de doentes 19
N° de obitos 18
N° de necropsias 3

O emprego de “cevada” na alimentagdo dos animais da Propriedade E (surto 3)
J4 havia sido feito anos antes, sem nenhuma intercorréncia e depois, suspenso. Em 2012,
foi retomado; o primeiro carregamento de cevada chegou em agosto e durou 45 dias,
sem que tenham sido registrados quaisquer problemas. J4 o segundo carregamento de
cevada, assim que chegou, percebeu-se a coloracdo mais escura, odor forte e a
consisténcia mais liquida. Em poucos dias, formou-se uma camada superficial de bolor
que para a alimentacdo dos animais, essa camada era retirada e a subjacente, oferecida.

Ambos os carregamentos foram fornecidos por uma distribuidora localizada no
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municipio de Valenca. A cevada era armazenada em um tanque de alvenaria,

parcialmente coberto (Figura 15).

Figura 15- Tanque de armazenamento da cevada da Propriedade E.

Havia um total de 21 vacas sendo ordenhadas, das quais 10 ingeriam “cevada
molhada” (CM), que nada mais era que cevada misturada com agua, capim e cana
picados, além de “cevada seca” (CS), ou seja, sem adi¢do extra de dgua e qualquer outro
alimento; enquanto as outras 11 recebiam apenas CS. As vacas que adoeceram
pertenciam ao grupo das que comiam CM e CS, (justamente as de maior produgao
leiteira, entre 15 e 25 litros/dia).

Decorridos 13 dias da chegada do 2° carregamento, os primeiros sintomas foram
observados em cinco vacas que, em estagdo, apresentaram tremores musculares
acentuados nos membros pélvicos e taquipneia. Ap6és a ordenha da tarde, ao
caminharem em direcdo ao pasto, as alteragdes tornaram-se mais evidentes, com andar
em pequenos saltos, “sapateando”. No dia seguinte, uma dessas vacas amanheceu morta
(Bovino 1E). O fornecimento de cevada foi suspenso nesse mesmo dia, entretanto, os

animais ainda tiveram acesso ao restante que havia no cocho.
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O segundo 6bito (Bovino 2E) ocorreu na tarde do dia seguinte. Esse animal, ao
descer do pasto “sapateando”, caiu e permaneceu taquipneica, em dectbito por cerca de
oito horas. No momento do 6bito, evidenciou-se sinal caracteristico de edema pulmonar
(eliminag¢ao de conteudo espumoso pelas narinas). Ainda no mesmo dia, outras duas
vacas (Bovinos 6E e 7E) apresentaram-se sintomaticas, além de um bezerro (Bovino
8E) de nove meses que ao caminhar, apresentou hiperestesia dos membros pélvicos.

O tratamento, a base de soroterapia, bicarbonato de sddio e dexametasona/EV,
iniciou-se cerca de 48 horas apos o inicio do aparecimento dos sintomas na propriedade.
Apenas um animal (Bovino 6E) recuperou-se dos sinais clinicos apds dois dias de
tratamento, contudo ndo restabeleceu seu escore corporal, tampouco, sua producdo
leiteira até a data da nossa tltima visita.

Outros trés obitos (Bovinos 3E, 4E e 7E) ocorreram nas 24 horas seguintes € o
ultimo (Bovino 5E), apos 48 horas.

Os animais voltaram a receber apenas cevada seca oito dias apos o inicio do
surto na propriedade. No mesmo dia, outro animal (Bovino 9E) adoeceu e antes da
suspensao definitiva do fornecimento de cevada, ocorrida somente 13 dias depois, o
bezerro (Bovino 8E) amanheceu morto apos 16 dias de evolugdo clinica. A cronologia
dos 6bitos e os dados da evolugdo clinica dos animais sdo apresentados nas Tabelas 4 e
5, respectivamente.

Deste surto, apenas o bezerro (Bovino 8E) foi necropsiado e o Bovino 4E teve
seu encéfalo submetido ao exame histopatologico. O Bovino 9E, apds permanecer em
decubito esternal por longos periodos, recuperou-se parcialmente e 22 dias apds o inicio
dos sinais clinicos, ainda apresentava sequelas no movimento do membro pélvico
direito ao locomover-se para mudar de direcdo (Figura 16 a, b, ¢, d). Os dados

epidemioldgicos do surto 3 sdo descritos na Tabela 6.
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Tabela 4- Cronologia dos obitos a partir da chegada do carregamento de cevada e do

inicio dos sinais clinicos na Propriedade E.

Dia  Bovino Evento Necropsia
0 N.A. Chegada do carregamento de cevada  N.A.
13 1,2,3,4,e¢5 Inicio dos sinais clinicos N.A.
14 1 Obito/Suspensio do fornecimento de N
cevada
15 2/6,7¢8 Obito / Inicio dos sinais clinicos N
17 3,4*e7 Obito N’
19 5 Obito N
21 9 Reinicio da administra¢do de cevada/ N.A.

Inicio dos sinais clinicos
31 8 Obito S
34  N.A. Suspensao definitiva do N.A.

fornecimento de cevada

N.A- Nio se aplica, S- Sim, N- Néo, *Histopatologia do cérebro.

Tabela 5- Evolugdo clinica e desfecho dos animais da Propriedade E, envolvidos no

surto 3.

Bovino Sexo Idade Evolucao clinica Desfecho

1 F 6 anos 1 dia Obito sem necropsia

2 F 8 anos 2 dias Obito sem necropsia

3 F 5 anos 4 dias Obito sem necropsia

4 F 8 anos 4 dias Obito sem necropsia

5 F 4 anos 6 dias Obito com coleta do encéfalo

6 F 6 anos 2 dias Recuperada apds soroterapia

7 F 6 anos 2 dias Obito sem necropsia

8 M 8 meses 16 dias Obito com necropsia

9 F 4 anos 22 dias' Recuperada com discreta sequela’

" Avaliagio realizada com 22 dias de evolugio.
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Figura 16 a, b, ¢, d- Neurotoxicose por A. clavatus. Propriedade E, Bovino 9. Sequéncia
de movimentos realizados na locomogdo diante da mudanca de dire¢do. c,d. Animal

arrasta a pinga do membro pélvico direito antes da flexdo do jarrete.

Tabela 6- Dados epidemiolédgicos do surto 3 no municipio de Valenga em 2012.

Propriedade E

Inicio sinais clinicos (dias)

apos fornecimento de 13
cevada

Evolucao clinica(dias) 1-16
N° de doentes 9
N° de obitos 7
N° de necropsias 1
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Na Propriedade F (surto 4), a cevada era estocada em um tanque de alvenaria e
estava sendo utilizada na alimentagdo dos animais ha cinco meses, sem nenhum
problema até entdo (Figura 17). Cinco dias apo6s a chegada do ultimo carregamento, o
tratador observou um bolor escuro azul a esverdeado que rapidamente recobriu toda a
superficie da cevada no tanque de armazenamento (Figura 18 a, b). Mesmo assim,
continuou fornecendo-a aos animais sem que fosse retirada a camada superficial
embolorada.

A cevada era fornecida diariamente, juntamente com pao na propor¢ao de 20 kg
e 2 kg, respectivamente, divididos em dois tratos (manha e tarde). O carregamento, em
média, de 14 toneladas era consumido num periodo de 45 dias nos primeiros meses,
porém com a aquisi¢do de outros animais, o consumo total foi reduzido para 30 dias. A

cevada distribuida pelo mesmo fornecedor da Propriedade D.

s

Figura 17- Tanque de armazenamento da cevada na Propriedade F.
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Figura 18- Aspecto da superficie da cevada apresentando bolor escuro, azul esverdeado
na Propriedade F. a- cevada recolhida do pasto ap0s a retirada da camada superficial do

tanque; b- cevada encontrada no tanque.
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Oito dias ap6s a chegada do ultimo carregamento, o primeiro animal, uma vaca
de 36 meses adoeceu (Bovino 1F). Pela manh3, inicialmente, apresentou-se
“assustadica” e inquieta e a tarde, pulava elevando excessivamente os jarretes
(“sapateando’) e com muita dificuldade para subir do piquete para a entrada do curral.
Foi medicada com Mercepton® E.V. e no dia seguinte amanheceu em decubito esternal,
erguendo somente os membros anteriores na tentativa de levantar-se. Ainda pela manha
do 9°dia, alimentou-se e ingeriu agua mesmo deitada. Nesse mesmo dia, outros quatro
animais adoeceram (Bovinos 2F, 3F, 4F e 5F). O Bovino 2F “sapateava” ainda mais que
o primeiro, apresentava hiperexcitabilidade, tremores mais acentuados, principalmente,
na cabeca e, sialorreia. A noite entrou em decubito lateral e veio a dbito na tarde do 10°
dia, quando outro animal (Bovino 6F) apresentou os primeiros sintomas. O Bovino 1F
foi encontrado morto no 11° dia. No mesmo dia, mais cinco animais apresentaram sinais
semelhantes (Bovinos 7F, 8F ,9F, 10F e 11F).

Os Bovinos 3F, 4F e 5F estavam no piquete quando os sinais clinicos foram
observados (9° dia). O Bovino 3F foi encontrado caido e com muita dificuldade, foi
tangido até o curral. Durante o percurso, apresentou quedas e rigidez dos membros
pélvicos. O Bovino 4F, locomoveu-se sozinho para o curral, apresentava tremores e
hiperexcitabilidade. No dia seguinte (10° dia), ambos apresentaram-se em decubito
esternal, porém com normorexia € normodipsia. Trés dias apos (13° dia), j& estavam em
decubito lateral no curral, com opistoétono, tremores, hiperestesia, estrabismo ventro-
medial e dispneia, j4 em fase agdnica e vieram a Obito durante a nossa visita, quando
foram imediatamente necropsiados.

O Bovino 5F, um tourinho de um ano e quatro meses, que inicialmente
apresentou um quadro clinico mais brando, foi mantido no piquete juntamente com
outras duas vacas (Bovinos 6F e 7F), mas no momento da visita (13° dia), os trés
animais ja estavam em decubito lateral com tremores e dispneia. Os Bovinos 6F e 7F
vieram a Obito no final da tarde desse mesmo dia e o Bovino 5F na manhd do dia
seguinte (14° dia).

Os Bovinos 8F, 9F, 10F e 11F foram trazidos para um piquete mais proéximo e
estavam no curral no momento da nossa visita (13° dia). Inicialmente apresentavam
também sinais clinicos semelhantes as anteriores, porém mais brandos, com excecao
dos Bovinos 8F e 9F que além de ndo conseguirem subir um pequeno aclive na entrada

do curral, apresentavam tremores mais acentuados e quedas em pequenos percursos.
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Apos 2 dias de evolucdo clinica, foram tratados com 200 mg de dexametasona e
soroterapia (3,5 L de Ringer e soro glicosado) E.V. O Bovino 8F apresentou
significativa melhora dos sinais clinicos quando comparado ao Bovino 9F, que
melhorou discretamente da incoordenagao motora. Apos oito dias de evolugao clinica, o
Bovino 9F comegou a andar apoiando-se sobre os boletos flexionados dos membros
pélvicos e apresentou urina de coloracdo castanho escura avermelhada (Figura 19 a, b).
Ainda nesse mesmo dia (19° dia), outros dois animais (Bovinos 12F e 13F), até entdo
assintomaticos, apresentaram tremores discretos na regido do flanco; o Bovino 12F ao
caminhar apoiava-se sobre o boleto flexionado do membro pélvico esquerdo e o Bovino
13F, com os membros pélvicos exageradamente abduzidos.

No dia seguinte (20° dia), apds algumas tentativas de manter-se em p¢, o Bovino
9F permaneceu em decubito esternal no pasto, durante todo o dia e ndo se levantou
mais. No mesmo dia, apés uma piora da sintomatologia clinica, o Bovino 10F caiu e
ficou com os membros pélvicos presos entre o corrimdo ¢ a parede da sala de ordenha
(Figura 20 a), com acentuado tremor na cabeca, fraqueza muscular, incoordenagdo dos
membros pélvicos e relutdncia em se movimentar. Apds inimeras tentativas de levanta-
lo, locomoveu-se sozinho por alguns metros até cair novamente no curral com os
membros pélvicos posicionados caudalmente (Figura 20 b). Na manha seguinte (21°
dia), o Bovino 9F foi encontrado morto apds 10 dias de evolugdo clinica e em seguida,
necropsiado. O Bovinol0OF que ja se encontrava em dectbito lateral, veio a obito trés
dias depois (24° dia) com 13 dias de evolucao clinica.

Os dados epidemiologicos sobre o surto 4, bem como, a evolucao clinica e o
desfecho dos animais envolvidos estao representados nas Tabela 7 e 8, respectivamente.

O fornecimento de cevada e do pao na alimentacdo dos animais foi suspenso por
completo 10 dias apds a entrega do tltimo carregamento, dois dias apds o aparecimento
do primeiro animal sintomatico. A queda da produgdo leiteira dos animais sobreviventes
foi estimada em aproximadamente 90%.

Apo6s 35 dias do inicio do surto na Propriedade F, dos quatro animais
sobreviventes (Bovinos 8F, 11F, 12F e 13F), trés ainda mostravam alteragdes
neurologicas e locomotoras. O Bovino 8F apresentou tremores apds movimentacao
for¢ada e ao caminhar, o membro pélvico direito tocava o pélvico esquerdo na sua face
medial, na altura da articulagdo metatarsofalangeana, provocando uma lesdo cutanea
traumdtica no local. O Bovino 11F, ao locomover-se, arrastava o membro pélvico

esquerdo, diminuindo a amplitude do movimento. O Bovino 12F elevava,
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demasiadamente, o jarrete do membro pélvico direito e apresentava dificuldade na
locomogdo dos membros pélvicos ao girar o corpo para mudar de dire¢do. Durante a
movimentagdo forcada, apresentou quedas e tremores discretos na regido do flanco e
membros.

Os dados comparativos de morbidade, mortalidade e letalidade entre os surtos

sdo descritos na Tabela 9.

b

Figura 19 a b- Neurotoxicose por A. clavatus. Propriedade F. Bovino 9. a- Coleta de

urina por mic¢ao espontanea; b-Urina de coloragao castanho-avermelhada.
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Figura 20 a, b- Neurotoxicose por A. clavatus. Propriedade F. Bovino 10. a- Queda na
sala de ordenha e depois de inimeras tentativas de levantar o animal, nova queda (b) no

curral com posicionamento caudal dos membros pélvicos.

Tabela 7- Dados epidemioldgicos do surto 4 no municipio de Barra Mansa em 2016.

Propriedade F

Inicio sinais clinicos apds 8
fornecimento de cevada

(dias)

Evolugao clinica (dias) 1-13
N° de doentes 13
N° de 6bitos 9
N° de necropsias 3
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Tabela 8- Dados de evolugdo clinica e desfecho dos animais da Propriedade F,

envolvidos no surto 4.

Bovino Sexo Idade Evolucao clinica Desfecho
1 F 3 anos 3 dias Obito sem necropsia
2 F 3 anos 1 dia Obito sem necropsia
3 F 3 anos 4 dias Obito com necropsia
4 F 3 anos 4 dias Obito com necropsia
5 M 1,4 anos 5 dias Obito sem necropsia
6 F 3 anos 3 dias Obito sem necropsia
7 F 3 anos 2 dias Obito sem necropsia
8 F 3 anos viva Em recuperau;ﬁo1
9 F 3 anos 10 dias Obito com necropsia
10 F 3 anos 13 dias Obito sem necropsia
11 F 3 anos viva Em recupera@ﬁo1
12 F 3 anos viva Em recuperau;ﬁo1
13 F 3 anos viva Em recuperau;ﬁo1

T P ; ; —
Avaliagdo realizada com 35 dias apés o inicio do surto 4.

Tabela 9- Dados epidemioldgicos comparativos entre os surtos estudados- percentuais

de morbidade, mortalidade e letalidade.

SURTO 1 SURTO 2 SURTO 3 SURTO 4

VALENCA PATY DO VALENCA BARRA

2010 ALFERES 2012 MANSA
2011 2016

Propriedades A B C Média D E F

% Morbidade 18,75 40,00 62,50 41,42 73,08 42,86 72,22
% Mortalidade 6,25 40,00 12,50 58,75 69,23 33,33 50,00
% Letalidade 33,33 100,00 20,00 51,11 94,73 77,78 69,23

Verifica-se na Tabela 9 que os maiores percentuais de morbidade, mortalidade e

letalidade foram observados animais do surto 2, quando comparado aos demais surtos.

Contudo, ao analisarmos isoladamente a Propriedade B, envolvida no surto 1, esta

registrou 100% de letalidade.
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4.2 Macroscopia

As lesdes macroscopicas, quando presentes, foram observadas na musculatura
dos membros pélvicos (semitendineo, semimembranaceo, adutor, e pectineo), da cintura
pélvica (psoas), Longissimus dorsi e no miocardio (musculo papilar ¢ parede do
ventriculo esquerdo).

Na Propriedade B, das duas necropsias realizadas, apenas no Bovino 5,

evidenciaram-se areas palidas no musculo semitendineo (Figura 21).

Figura 21- Lesdes musculares observadas na neurotoxicose por A. clavatus. Surto 1,

Propriedade B, Bovino 5. Areas palidas focais no musculo semitendineo.
Por sua vez, na Propriedade D, dos trés animais necropsiados, somente o

Bovino 1 apresentou uma area circunferencial esbranquicada e bem delimitada no

musculo Longissimus dorsi.
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Ja na Propriedade E, no tnico animal necropsiado, um bezerro de nove meses
de idade, foram observadas areas palidas em alternancia com areas de coloracdo normal

nos musculos semimembranaceo e adutor, acompanhadas de hemorragia (Figura 22).

N

2

Figura 22- Lesdes musculares observadas na neurotoxicose por A. clavatus.
Propriedade E. Bovino 1. Areas palidas em alternancia com 4reas de coloragdo normal

nos musculos semimembranaceo e adutor, com presen¢a de hemorragia.

Por fim, na Propriedade F, dos trés animais necropsiados, o Bovino 3
apresentou areas palidas na musculatura esquelética dos membros pélvicos e no
miocardio, na parede do ventriculo esquerdo e musculo papilar. Foi observada ainda
coloracdo rubra, de aspecto vitreo, no musculo psoas. (Figuras 23 a 27). O Bovino 9,

por sua vez, apresentou a bexiga repleta de urina de coloracdo castanho-avermelhada.
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Figura 23- Lesdes musculares observadas na neurotoxicose por A. clavatus.

Propriedade F. Bovino 3, masculo semimembranaceo.

Figura 24- Lesdes musculares observadas na neurotoxicose por A. clavatus.

Propriedade F. Bovino 3, musculo pectineo.
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Figura 25- Lesdes musculares observadas na neurotoxicose por A. clavatus.
Propriedade F. Bovino 4, musculo papilar. Areas palidas particularmente proximas ao

endocardio.

Figura 26- Lesdes musculares observadas na neurotoxicose por A. clavatus.
Propriedade F. Bovino 3. Extensa area focal palida no miocardio, parede do ventriculo

esquerdo.
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Figura 27- Lesdes musculares observadas na neurotoxicose por A. clavatus.

Propriedade F. Bovino 3. Musculo psoas com coloragdo rubra, de aspecto vitreo.

4.3 Microscopia

Os cortes histologicos evidenciaram, sobretudo nos nucleos da medula oblonga e
da base do cérebro, bem como nos do tdlamo e dos cornos ventrais da medula espinhal,
numerosos neurdnios com alteracdes degenerativo-necroticas. Em geral, estas se
apresentavam sob diversas formas de cromatolise; alguns neurdnios cromatoliticos
demonstravam nucleo picnotico central ou periférico, outros ja em caridlise, com ou
sem presenca concomitante de vacuolos de variados tamanhos no citoplasma.
Observavam-se também diversos neurdnios marcadamente tumefeitos, com citoplasma
homogéneo ou finamente vacuolizado ou ainda espumoso, que, por vezes tornavam-se
fracamente corados (como “células-fantasma” ou “células-sombra”) ou em lise franca.
Eventualmente percebem-se apenas os espagos vazios antes ocupados por esses
neurdénios que se desintegraram. Nas imedia¢des, esferoides axonais foram
ocasionalmente vistos. As lesdes incidiram com intensidade e aspecto variaveis,
coexistindo no mesmo nucleo ou grupo de neurdnios; em alguns locais até 80-90% dos
neurdnios apresentavam algum tipo das lesdes acima descritas. Neurdnios vermelhos
foram raramente encontrados. Em alguns locais havia moderada até acentuada
infiltracdo inflamatdria predominantemente mononuclear — numerosos linfocitos, alguns
macrofagos e plasmacitos e raros neutrofilos -, bem como gliose focal ou localmente
extensiva. No cortex cerebral foram observados ocasionais neuroénios cromatoliticos ou
degenerados e proliferacio de astrocitos perineuronal, além de manguitos

mononucleares no entorno dos vasos. Na base do cerebelo e mesencéfalo ha marcada
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infiltracdo inflamatoria perivascular com focos de meningite e alguns esferoides
axonais. Os cortes histologicos com as respectivas lesdes no SNC e na musculatura
estriada dos animais estdo representados nas Figuras 28 a 49. Em um dos animais
(Bovino 9, Propriedade F), ao corte histologico do rim, evidenciou-se nefrose
mioglobintrica com marcado aumento da filtragdo glomerular e dilatagao dos tubulos
por excesso de filtrado (Figuras 50 e 51) e, necrose coagulativa do miocérdio (Figuras

52 e 53). Demais 6rgdos, sem alteragdes significativas.
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Figura 28- Propriedade F, Bovino 3. Mesencéfalo. Cromatolise-necrose com e sem

picnose; neurdnio em lise. HE Ob;.40.

Figura 29- Propriedade F, Bovino 9. Tumefagdo de neurdnios com cariolise (nucleo da

base) HE Ob;j.40.
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Figura 30- Propriedade F, Bovino 4. Cromatélise com deslocamento dos niicleos para a

periferia com e sem picnose, caridlise e/ou lise. Nlicleo ambiguo. HE Ob;j.40.

Figura 31- Propriedade E, Bovino 8. Neurdénios cromatoliticos em nticleo da base do
cerebelo. Na por¢ado inferior da figura, neurénio cromatolitico com picnose; na superior,

neurdnio cromatolitico tumefeito com caridlise (sombra do nticleo). HE. Ob;. 40.
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Figura 32- Propriedade E, Bovino 8 Neurdnio cromatolitico (tigrolise acentuada),
tumefeito, de aspecto espumoso em nucleo da base do cerebelo (detalhe da figura

anterior). HE. Obj 40.

Figura 33- Propriedade F, Bovino 3. Nucleo da base do cerebelo Cromatolise-necrose

com e sem picnose HE Ob;.40.
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Figura 34- Propriedade F, Bovino 3. Nucleo da base do cerebelo. Cromatolise-

vacuoliza¢do-tumefacdo HE Obj.10.

Figura 35- Propriedade F, Bovino 3. Nucleo da base do cerebelo. Cromatolise-

vacuoliza¢do-tumefacdo HE Obj.40.
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Figura 36- Propriedade F, Bovino 3. Nucleo da base do cerebelo. Neur6nio

cromatolitico e neurénio cromatolitico vacuolizado. HE Obj.40.

Figura 37- Propriedade F, Bovino 3. Nucleo da base do cerebelo. Neurdnio
cromatolitico, extremamente tumefeito, de aspecto espumoso, com extravasamento do
conteudo citoplasmatico para o espaco perineuronal; dois outros neurdnios

cromatoliticos. HE Ob;.40.
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Figura 38- Propriedade F, Bovino 3. Neurdénio cromatolitico, tumefeito, de aspecto

espumoso com pequenos vacuolos. Nucleo da base do cerebelo. HE Obj.40.

Figura 39- Propriedade B, Bovino 5. a-Necrose cromatolitica em neurdnios dos cornos

ventrais da medula espinhal. HE. Obj 10. b- Outro campo. HE. Obj 20.
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Figura 40- Propriedade F, Bovino 4. Neurdnio cromatolitico muito tumefeito (seta);
outros neurdnios com cromatolise, carioliticos (cornos ventrais da medula espinhal) HE

Obj.40.

Figura 41- Propriedade F, Bovino 4. Neurdnio necrético (nucleo caudato) HE Obj.40.
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Figura 42- Propriedade D, Bovino 4. Hialinizagdo (necrose) de fibras musculares

esqueléticas cortadas longitudinalmente. HE. Obj 20.

Figura 43- Propriedade F, Bovino 4. Necrose muscular polifasica com mineralizagdo
distréfica. HE Obj 10.
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Figura 44- Propriedade F, Bovino 4. Necrose muscular hialina e flocular, com

mineralizagao distrofica. HE Obj.20.

Figura 45- Propriedade F, Bovino 4. Necrose coagulativa de fibras musculares
esqueléticas. Notar infiltragdo de células mononucleares em meio a detritos necroticos

(macrofagos e células satélites) HE Obj. 20; outro campo, lesdo mais adiantada.

58



Figura 47- Propriedade F, Bovino 4. Necrose muscular com mineralizagdo HE Obj.20.
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Figura 49- Propriedade F, Bovino 4. Necrose muscular hialina e flocular com

mineralizagdo HE Ob;.40.
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Figura 50- Propriedade F, Bovino 9. Nefrose mioglobintrica; marcado aumento da
filtracdo glomerular (seta) com dilatagdo dos tibulos por excesso de filtrado (cabega de
seta) HE Ob;.10.

Figura 51- Propriedade F, Bovino 9. Nefrose mioglobinurica (detalhe) HE Obj.63.
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Figura 52- Propriedade F, Bovino 9. Area de necrose coagulativa hialina e flocular
(miocardio) HE Ob;.20.

Figura 53- Propriedade F, Bovino 9. Area de necrose coagulativa hialina e flocular
(miocardio) HE Ob;.40.
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4.4 Lectina-histoquimica e imuno-histoquimica

Nao foi observada reatividade especifica das lectinas utilizadas com os

neurdnios "tumefeitos/vacuolizados".

A técnica de imuno-histoquimica empregada para o diagnostico diferencial da
encefalopatia espongiforme bovina (EEB) em um animal (Bovino 4) da Propriedade D

foi negativa (Anexo 2).

4.5 Micologia e micotoxicologia

O cultivo de amostras de cevada coletadas nas Propriedades D e F revelou
colonias de A. clavatus com aspecto granular, coloracdo azul esverdeada (Figura 63
a,b,c,d) e, microscopicamente, conidioforos com tipicas vesiculas em forma de clava,

recobertas por fidlides curtas e conidios azul esverdeados (Figura 64).

63



Figura 54- Aspecto macroscopico da colonia de A. clavatus em diferentes meios de
cultura; a- Meio de Creatina Sacarose Agar (CREA), b- Meio de Agar Extrato de
levedura Czapek com 20% de sacarose (CY20S), c- Meio de Agar Extrato de levedura
(CYA), e-Meio de Agar Extrato de Malte (MEA).

Figura 55- Aspectos microscopicos caracteristicos do fungo A. clavatus. Vesicula em

forma de clava, recoberta por fidlides curtas e conidios azuis esverdeados.
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Os resultados das analises micotoxicologicas realizadas em amostras de cevada e
pao, utilizados na alimentagdo dos animais da Propriedade F, surto 4 encontram-se no

Quadro 2.

Quadro 2- Anadlises micotoxicoldgicas realizadas em amostras de cevada e pao,

utilizados na alimentagdo dos animais da Propriedade F, surto 4.

Amostra Scan 1 Amostra Scan 2 Amostra pao Metabolitos de Fungos
cevada pasto cevada tanque 05/07/16 28/06/16
acido penicilico acido penicilico - metabdlitos de Penicillium
esterigmatocistina esterigmatocistina - metabolitos de Aspergillus
- acido giberélico - metabolitos de Fusarium
- citreoviridina - metabolitos de Fusarium
toxina HT-2 toxina HT-2 toxina HT-2 metabolitos de Fusarium
beauvericina beauvericina beauvericina metabdlitos de Fusarium
aurofusarina aurofusarina - metabolitos de Fusarium
eniatina A eniatina A - metabdlitos de Fusarium
eniatina Al eniatina Al - metabolitos de Fusarium
eniatina B eniatina B eniatina B metabolitos de Fusarium
eniatina B1 eniatina B1 eniatina B1 metabolitos de Fusarium

eniatina B2
eniatina B3

eniatina B2
eniatina B3

metabdlitos de Fusarium
metabolitos de Fusarium

zearalenona zearalenona zearalenona metabélitos de Fusarium
neosolaniol - zearalenona 4 sulfato metabolitos de Fusarium
- - fumonisina B1 metabolitos de Fusarium
, - moniliformina metabolitos de Fusarium
- - deoxinivalenol metabolitos de Fusarium
alternariol alternariol alternariol metabolitos de Alternaria

alternariol metil éter

alternariol metil éter

alternariol metil éter

metabdlitos de Alternaria

*113 Substancias pesquisadas.

No Quadro 2 verifica-se que, na presente analise ndo foram detectadas as principais

toxinas produzidas por Aspergillus clavatus inculpadas pelos efeitos deletérios dessa

toxicose.
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4.6 Exames complementares

A bioquimica sanguinea realizada em quatro animais (Bovinos 8, 11, 12 e 13)
sintomdticos e sobreviventes da Propriedade F (surto 4), revelou um aumento
significativo da enzima lactato desidrogenase (LDH) em todos os animais testados. O
Bovino 12 também apresentou um aumento dos niveis das enzimas aspartato-
aminotransferase (AST) e creatina quinase (CK). Os resultados completos dos exames

encontram-se no Anexo 3

4.7 Reproducio experimental

Os sinais clinicos do ovino utilizado no experimento a campo iniciaram-se no 3°
dia apds a contengdo para a administracdo da cevada através de sonda ruminal. O
animal apresentou tremores intermitentes na regido do flanco, perineo e da musculatura
do quadriceps. Inicialmente, os tremores eram bem discretos € pouco perceptiveis
quando em repouso, mas foram intensificando com o decorrer dos dias, apresentando

hiperestesia, principalmente em reposta ao toque e a estimulos sonoros.

Os membros pélvicos mantinham-se afastados com deslocamento do apoio para
0s membros toracicos que, ocasionalmente, estavam aproximados e com a cabeca
posicionada abaixo da linha do corpo (Figura 65 a,b,c,d). Apds o Teste HR ("head
raising test”), com a cabega erguida por um minuto, o animal também apresentou
dispneia com respiracdo ofegante, mantendo a boca aberta por alguns instantes. Havia
progressiva fraqueza nos membros pélvicos que se mantinham afastados e flexionados
em demasia, levando a quedas, até mesmo com a movimentacao espontanea. Nessa fase,
apos a queda mantinha-se em dectbito esternal por periodos mais prolongados, mas era
capaz de levantar-se sozinho com certa agilidade. Com o agravamento do quadro
clinico, era evidente a dificuldade em manter-se em estagdo, principalmente, manter a
regido pélvica alinhada com o corpo, que acabava por pender/girar sempre para o lado
esquerdo, causando desequilibrio e tremores nos membros tordcicos. Apesar da marcada
perda de peso, o animal manteve-se alerta até o final do experimento, com reten¢ao do
apetite até proximo da eutanasia, que ocorreu 11 dias apds o inicio do experimento,

seguida de necropsia. A bioquimica sanguinea revelou um aumento significativo das
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enzimas aspartato amino-transferase (AST), creatina quinase (CK) e lactato

desidrogenase (LDH). O resultado do exame completo encontra-se no Anexo 4.

Figura 56 a, b, ¢, d- Experimento a campo, ovino ; a,b- membros pélvicos flexionados e

afastados, com deslocamento do apoio para os membros tordcicos; c,d- membros

pélvicos afastados e toracicos unidos.
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4.7.1 Macroscopia e microscopia

Nao havia alteracdes significativas na necropsia. As lesdes microscopicas
assemelham-se com as lesoes encontradas no SNC dos bovinos dos surtos descritos,

principalmente na medula espinhal e em alguns ntcleos da base do cérebro.

Figura 57- Reproducao experimental. Neurdnios cromatoliticos, necréticos e tumefeitos.
Cornos ventrais da medula espinhal. HE Ob;j. 40.
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5. DISCUSSAO

O diagnostico da toxicose por A. clavatus associada ao consumo de “cevada”,
em ambos os surtos, foi baseado no histérico comprovado de ingestao de significativas
quantidades do referido residuo de cervejaria, nos sinais clinicos, achados de necropsia
compativeis, nas lesdes histoldgicas caracteristicas dessa intoxicacdo. Além disso, foi
confirmado pela identificagdio micologica do agente no substrato ingerido.
Adicionalmente, foi reproduzido o quadro clinico patolégico em ovelhas que

consumiram amostras de cevada, coletadas em duas das propriedades investigadas.

No campo epidemiolodgico, ha a evidéncia, em todos os surtos, que s6 adoeceram
0s animais que ingeriram a cevada contaminada. O tempo de evolugdo clinica dos
ovinos que vieram a Obito nesses surtos, variavel entre 3 e 18 dias, também ¢
compativel com o descrito para a toxicose em questdo (LORETTI et al., 2003). Em
todos os surtos registraram-se casos de recuperacao lenta, com observacdo de sequelas,
mesmo que discretas (BEZERRA JUNIOR, 2009a; MCKENZIE et al., 2004; EL-
HAGE & LANCASTER, 2004), conforme vem sendo descrito para essa toxicose.

Os indices de morbidade, a mortalidade e a letalidade verificados nos surtos do
presente trabalho variaram de 41,42% a 73,08%, 33,33% a 69,23% e 51,11% a 94,73%,
respectivamente, sdo compativeis com o descrito em trabalhos anteriores
(KELLERMAN et al.,1984; GILMOUR et al., 1989; VAN DER LUGT et al., 1994;
LORETTI et al., 2003; EL-HAGE & LANCASTER, 2004). A ocorréncia de novos
casos e obitos ap0s a suspensdo da cevada na alimentagdo dos animais das propriedades
envolvidas nos surtos do presente trabalho foi semelhante a descri¢cao de outros autores
(GILMOUR et al., 1989; EL-HAGE & LANCASTER, 2004; BEZERRA JUNIOR,
2009). Na Propriedade F, dois novos casos ocorreram até 9 dias apds a suspensdo da
cevada. EL-HAGE & LANCASTER, 2004 descrevem a ocorréncia de novos casos apos

a remoc¢ao do alimento contaminado por um periodo de até 18 dias.

Ainda no que diz respeito ao quadro clinico, também ha estrita similaridade com
o verificado em bovinos que ingerem alimentos contaminados com A. clavatus. Os
sinais clinicos descritos nos surtos aqui estudados nao diferem essencialmente dos
relatados em surtos anteriores e sdo caracterizados por um quadro predominantemente
locomotor/proprioceptivo/sensorial, na maioria das vezes, com retengdo do apetite -

dado importante para o estabelecimento do diagnéstico diferencial. No estudo
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experimental, os ovinos evidenciaram marcada “fraqueza” muscular, tremores,
hiperestesia ao toque e o posicionamento dos membros pélvicos afastados em estagdo e
ao caminhar, sinais clinicos semelhantes ao ja descrito por outros autores (BEZERRA

JUNIOR et al., 2009b).

As caracteristicas das lesdes macroscopicas observadas na musculatura
esquelética dos animais relatados em nosso estudo assemelham-se ao reportado na
literatura (KELLERMAN et al., 1976; LORETTI et al., 2003), especialmente no caso
do bezerro necropsiado na Propriedade E que apresentou uma evolugdo clinica de 16
dias. Segundo KELLERMAN et al. (1976; 2005), as lesdes sao mais frequentes em
animais que apresentam sinais clinicos por longos periodos. Entretanto, nos Bovinos 3 e
4 da Propriedade F que apresentaram apenas 4 dias de evolucdo clinica, lesdes

macroscopicas na musculatura esquelética também foram encontradas.

As éareas focais palidas extensas encontradas nos musculos papilares e no
miocardio do ventriculo esquerdo dos Bovinos 3 e 4. da Propriedade F, também
correspondem ao descrito por Kellerman et al., 1976; 2005, entretanto, essas lesdes
correspondiam apenas em parte a microscopia. As areas palidas provavelmente
constituiam nesses animais, apenas areas em que havia menor afluxo sanguineo, dai a
palidez localizada. No entanto, havia na microscopia areas de necrose no miocardio do

Bovino 9 da mesma propriedade.

J& as lesdes histologicas verificadas, em especial, no sistema nervoso central em
todos os animais necropsiados nos quatro surtos € nos ovinos da reprodugdo

experimental, se ndo sdo patognomonicas, podem ser consideradas como muito tipicas.

O diagnostico diferencial da neurotoxicose por A. clavatus envolve uma série de
enfermidades com predominancia de sinais clinicos neurologicos, neuromusculares e
musculares, das mais diversas etiologias infecciosas e toxicologicas. Tais caracteristicas
podem concorrer para um diagndstico equivocado ou, até mesmo, justificar os poucos

relatos no Brasil (LORETTI et al., 2003).

Nesse contexto, faz-se necessario levar em consideracdo outras enfermidades
que compartilham manifestacdes clinicas com alguma semelhanca, como o botulismo,
por exemplo. Sinais clinicos considerados como frequentes e importantes para o

diagnéstico dessa enfermidade sdo paralisia flaicida dos membros, respiracao abdominal,
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paralisia da cauda, incoordenacdo motora, diminui¢ao do tonus da lingua e tentativas de
levantar sem éxito (RIET-CORREA et al., 2007; BARROS et al., 2006; DUTRA, 2001;
DOBEREINER et al., 1992). De acordo com Stober (1984), o quadro de paralisia
flacida progressiva, aliado ao estado mental aparentemente normal e respiracao bifésica
na inspiracdo ¢ caracteristico da intoxicagcdo botulinica e auxilia sobremaneira no
estabelecimento do diagnostico diferencial de outras enfermidades do sistema nervoso
dos bovinos. Contudo, a auséncia de reflexo panicular e de sensibilidade no membro
posterior direito, a sensibilidade diminuida no membro posterior esquerdo e ausente nos
membros anteriores, verificados no Bovino 4D, indicam certo grau de
comprometimento do sensorio, o que ndo ocorre no botulismo. Bezerra et al., 2009
também descreveram a diminui¢do ¢ auséncia da sensibilidade cutdnea nas porgdes
posteriores do corpo de trés bovinos na neurotoxicose por A. clavatus. Além disso, em
nosso experimento a campo, o ovino também apresentou diminui¢do da sensibilidade
cutanea do membro pélvico esquerdo durante o exame neuroldgico que antecedeu a
eutandsia. A reducgdo da sensibilidade cutdnea observada, principalmente, nas porgdes
posteriores dos animais, pode estar relacionada a lesdes nos ganglios espinhais e suas

projecdes centrais (DE LAHUNTA, 1983).

E importante lembrar que, embora possam eventualmente estar associados a
ingestdo de subprodutos de cervejaria (HAAGSMA, 1991; STOBER, 2005), no Brasil
os casos de botulismo geralmente estdo relacionados a deficiéncia de fosforo. Portanto,
o histdrico e/ou a observacao de bovinos ingerindo ossos, além da investigagao sobre a
origem da 4gua de dessedentacdo dos animais, sdo dados epidemioldgicos importantes

para o diagnostico (BRUST et al., 2015).

Considerando-se ainda que o botulismo ocorre quando os bovinos tem acesso a
uma fonte de toxina e que esta, geralmente, estd localizada em uma determinada area da
propriedade, o diagnéstico pode ser realizado com base na epidemiologia (ingestdo da
toxina), quadro clinico e auséncia de lesbes macroscopicas e histoldgicas (DUTRA,
2001; DUTRA et al.,, 2005, BARROS et al., 2006; GALIZA et al, 2010). A
confirmacao definitiva, contudo, implica na detec¢dao da toxina botulinica no contetido
do rimen e do intestino ou no figado, que pode ser feita por microfixagdo de

complemento (DUTRA et al., 1993).
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Por ser uma das mais importantes causas de mortes em bovinos no Brasil
(TOKARNIA et al., 2012) e cursar com ampla variedade de sinais clinicos, a raiva dos
herbivoros sempre deve ser considerada no diagnoéstico diferencial das doengas do SNC
(LIMA et al., 2005). Na maioria dos casos, o quadro clinico caracteriza-se por
incoordenagdo dos membros pélvicos, com evolucao para paresia e paralisia, auséncia
de reflexo com relaxamento e protusao do anus, paralisia da cauda, tremores da cabeca,
diminui¢ao da visdo, opistoétono, bruxismo, saliva¢do, fezes ressequidas e escassas,
retencdo ¢ incontinéncia urindria ¢ mugidos roucos (MORI & LEMOS, 1998;
LANGOHR et al., 2003). Caracteristicas epidemiologicas como a ocorréncia de casos
de raiva em diferentes pastos, afetando espécies e faixas etarias diferentes, e também,
propriedades vizinhas, com desfecho invariavelmente fatal sdo importantes para a
elaboracdo da suspeita diagnostica (FERNANDES & RIET-CORREA, 2007).
Histologicamente observa-se meningoencefalite ndo supurativa em praticamente todos
os casos e corpusculos de inclusdo citoplasmatica nas células de Purkinje em boa parte
deles, pelo menos quando a enfermidade culmina com a morte do animal, sem abreviar-
se a evolugao pela eutanasia (LANGOHR et al. 2003). Na neurotoxicose por A. clavatus
predominam as lesdes degenerativo-necréticas de grandes neurdnios dos cornos ventrais
da medula espinhal e nucleos especificos da medula oblonga, mesencéfalo e tdlamo
(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). Em nosso trabalho, nas seis propriedades
investigadas, apenas os animais que ingeriram cevada adoeceram e em todos os surtos

houve um percentual de animais que se recuperaram.

Em casos de intoxicagdes por plantas que causam doengas do armazenamento
lisossomal em bovinos, como por exemplo, Sida carpinifolia, Solanum fastigiatum,
Ipomoea carnea subesp. fistulosa e Turbina cordata), o quadro clinico ¢ acompanhado
por vacuolizagdo citoplasmatica em células de diversos tecidos, inclusive neuronios,
particularmente, os do cortex cerebelar e cerebral, tdlamo, mesencéfalo e medula
espinhal. Ha de se ter evidéncias da presenca das referidas plantas na propriedade, bem
como da ingestdo pelos animais afetados, o que ndo ocorreu nos surtos aqui estudados.
Embora presente na doenga causada por A. clavatus, a vacuolizagdo neuronal ndo tem
sido observada no cortex cerebelar ou cerebral (BEZERRA JUNIOR et al., 2009).

Embora os neurdnios de Purkinje tenham sido poupados nos casos do presente estudo,
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em um dos casos aqui apresentados havia lesdes de cromatdlise em neurdnios
piramidais do cortex cerebral. O envolvimento do cortex cerebral ¢ frequente em

doengas do neurdnio motor em humanos (SUMMERS et al., 1995).

Apesar das muitas semelhangas clinicas com as sindromes tremorgénicas
causadas por intoxicagdes por Claviceps paspali, Stenocarpella maydis, Phalaris
angusta, Cynodon dactylon, Lolium perenne ¢ Ipomoea asarifolia, na maioria dos casos,
ndo ha lesdes patologicas relacionadas, exceto na intoxicagdo por Phalaris spp., na qual
a lesdo patoldgica caracteristica ¢ a pigmentacdo cinza-esverdeada no sistema nervoso
central (TOKARNIA et al., 2000; GAVA et al.1999).

E importante mencionar que intoxicagdes por plantas hepatotoxicas por vezes
cursam com marcada sintomatologia de origem nervosa - encefalopatia hepatica -
contudo, nesses casos, as lesOes cerebrais sio de natureza - edema das bainhas de
mielina- e distribui¢do diversas- vacuolos (espongiose) extra citoplasmaticos, sobretudo
na juncdo entre substancia branca e substancia cinzenta, e tratos nervosos na base do
cérebro, além de que a lesdo hepatica concomitante se encarrega de dirimir quaisquer

duvidas.

Os sinais clinicos, predominantemente locomotores, com énfase no classico
“emboletamento” dos membros pélvicos que ocorrem na toxicose por A. clavatus
também podem ser confundidos com a manifestacdo clinica de casos de leucose
multicéntrica com envolvimento da medula espinhal ou da cauda equina. Neste caso, a
incoordenagdo, paresia e paralisia dos membros pélvicos sdo causadas por compressao
exercida por massas neoplasicas localizadas no espaco epidural (RIET-CORREA et al.,
2007, BARROS et al., 2006). O aumento de linfonodos verificado, muitas vezes, ja a

inspecao e, principalmente, a necropsia ¢ crucial na diferenciagao.

Em um levantamento realizado por Galiza et al. (2010) sobre doengas de sistema
nervoso de bovinos no semiarido nordestino, trés casos de tuberculose com
comprometimento do SNC foram diagnosticados. Os sinais clinicos em um dos animais
afetados e que reagiu negativamente a tuberculinizacdo incluiram incoordenacgdo,
debilidade e diminui¢do da sensibilidade dos membros pélvicos, postura de cao sentado
e incontinéncia urindria. Segundo Barros et al. (2006), lesdes de tuberculose no SNC
ocorrem em animais que adquirem a infec¢do pela via congénita. Efetivamente, a

similaridade dessas manifestacdes clinicas com as produzidas pela intoxicacdo por A.
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clavatus pode levar a inclusdo da tuberculose no diagnéstico diferencial da referida
toxicose. Entretanto, as alteracdes macroscopicas e histoldgicas presentes no SNC,
medula espinhal, pulmdes e linfonodos de animais tuberculosos sdo inequivocas. Esses

casos sao raros e, por outro lado, a epidemiologia ¢ bem diversa.

A presenga de areas esbranquigadas em por¢des da musculatura esquelética,
frequentemente descritas em casos de toxicose por A. clavatus em bovinos com o
quadro clinico compativel, sem duvida, reforca muito a possibilidade de tratar-se desse
tipo de intoxicagdo. No entanto, quando ha lesdes musculares, a toxicose por A. clavatus
deve ser diferenciada de outras enfermidades que causam miopatias esqueléticas difusas
e resultam em incapacidade de locomocgdo, paresias ou debilidade muscular difusa
(astenia, fraqueza) como as causadas por intoxicagdo por antibidticos ionoforos,
intoxicagdo por Senna (Cassia) occidentalis, Senna obtusifolia ¢ ainda pela deficiéncia
de vitamina E/selénio, conhecida também como distrofia muscular nutricional (DMN)
ou "doenga do musculo branco". Nestas miopatias, no entanto, nao ha lesdes no sistema

nervoso central (VAN VLEET & VALENTINE, 2007).

Em bovinos, a intoxica¢ao por antibidticos iondforos tem como tecidos-alvo a
musculatura esquelética e o miocardio (ROLLINSON et al., 1987; WOUTERS et al.,
1997b). Os sinais clinicos mais frequentes sdo anorexia, diarreia, incoordenagao motora,
andar rigido e relutdncia em mover-se, tremores musculares, mioglobinuria, depressao,
emaciagdo e decubito (SCHWEITZER et al., 1984). O coracdo tende a ser o 6rgdo mais
afetado com dareas e estrias palidas no miocardio e hemorragias subepicardicas e
miocardicas (VAN VLEET et al.,, 1983; WOUTERS et al., 1997a). Verificam-se
também, 4areas palidas em musculos esqueléticos, principalmente naqueles de
movimentos mais intensos como diafragma e quadriceps femoral (WOUTERS et al.,
1997a). O diagnostico da intoxicagdo por antibidticos iondforos deve ser baseado no
histérico de acesso a estas substancias, nas diferentes categorias afetadas, nos achados
clinicos e na observa¢do de miopatia e cardiomiopatia degenerativo-necrotica. A
deteccdo e quantificagdo da substincia no alimento ingerido confirma o diagnéstico. Na
intoxicagdo por A clavatus, a miopatia quando presente ¢ sempre acompanhada das
lesdes neuronais na histopatologia, o que ndo ocorre na intoxicagdo por ionoforos
(NOGUEIRA et al., 2009; FRANCA et al., 2009). Por sua vez, lesdes cardiacas sao
incomuns na doenga relacionada ao A clavatus, embora pequenos focos de necrose no

miocardio possam ocorrer em alguns animais que sobrevivem por longos periodos
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(KELLERMAN et al., 1976; 2005). No presente trabalho, durante o surto 4, o Bovino
OF apresentou urina de coloracdo vermelho-acastanhada que, submetida ao teste de
precipitagdo por sulfato de aménio, foi sugestiva para mioglobinuria. A microscopia,
havia também nefrose presumivelmente, mioglobintrica com dilatagao dos tubulos por
excesso de filtrado e necrose coagulativa do miocardio, embora nao fossem observadas
lesdes nos musculos esqueléticos avaliados. Entretanto, adicionalmente, os animais
acometidos nesse surto que se encontravam em recuperagdo, apresentaram aumento
significativo dos niveis plasmaticos da enzima LDH e um deles, concomitante ao
elevado nivel de CK, o que seria indicativo de lesao muscular. Na literatura ndo foram
encontradas citagdes sobre mioglobinuria na neurtoxicose por A. clavatus e como a
patogénese das lesdes musculares ainda ndo esta esclarecida (GILMOUR et al., 1989;
LORETTI et al., 2003), talvez esse seja um achado incomum dessa enfermidade. Face a
auséncia de alteragdes macro e microscopicas na musculatura estriada esquelética nesse
animal, a relagdo entre a lesdo cardiaca e o estabelecimento da nefrose permanece

obscura.

A deficiéncia de vitamina E/selénio afeta geralmente animais jovens (2 a 4
meses) com indice elevado de crescimento e produz lesdes nos musculos esqueléticos e
cardiaco, que sdo acentuadas pela calcificagdo (BARROS, 1988). Lesdes musculares
semelhantes sdo relatadas na intoxicagdo por A clavatus, algumas vezes inclusive,
acompanhadas de mineralizacdo (LORETTI et al., 2003; BEZERRA JUNIOR et al.,
2009). Desta forma, a categoria animal afetada e as lesdes degenerativo-necroticas em

neurdnios sdo importantes para a diferenciagao.

A intoxicagdo por Senna (Cassia) occidentalis e S. obtusifolia acomete
principalmente bovinos acima de um ano de idade. Os principais sinais clinicos sdo
diarréia, mioglobinuria, fraqueza muscular, ataxia dos membros posteriores, relutancia
em mover-se, dectbito esternal, lateral, e morte. A necropsia, verificam-se areas
palidas, focais e coalescentes na musculatura esquelética e estrias esbranqui¢adas no
miocardio. Microscopicamente, ha varios graus de degeneracdo, necrose e ruptura de
fibras musculares esqueléticas, por vezes, associados a processos proliferativos e
regenerativos (CARVALHO et al., 2014), contudo, lesdes histoldgicas no SNC nao

ocorrem.
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Embora a lesdo predominante em ruminantes intoxicados por A clavatus seja
semelhante a cromatdlise central, alguns neurdénios podem apresentar também
vacuolizacdo citoplasmatica que reforgcada por similaridades no quadro clinico, pode ser
confundida com as alteragdes descritas em casos de encefalopatias espongiformes
transmissiveis, como a encefalopatia espongiforme bovina (EEB) e scrapie em ovinos,
aumentando a importancia em estabelecer o diagndstico diferencial (COLODEL et al.,
2004). Nestes casos, embora alguns autores considerem essencial a imunoistoquimica €
crucial para uma diferenciacdo inequivoca (LORETTI et al., 2003, BARROS et al.,
2006; RIET-CORREA et al., 2007)

E importante ressaltar, que a simples evidéncia do isolamento de A. clavatus nas
amostras destinadas a alimentagcdo dos animais ndo necessariamente o torna agente
causal dessa enfermidade, tendo em vista, a possibilidade das cepas ndo serem
toxigénicas. Além disso, alimentos com auséncia de contaminagdo fungica visivel,
também podem conter quantidades suficientes de micotoxinas capazes de causar
intoxicacdo (HUMPHREYS, 1988). No presente estudo, a confirmacio da toxidez da
cevada contaminada com A. clavatus foi obtida pela reprodugao experimental do quadro
clinico patologico através da administragdo da cevada utilizada em duas das
propriedades a ovinos, a semelhanga de trabalhos conduzidos por outros autores
(BEZERRA JUNIOR et al., 2009b). Além disso, todos os animais necropsiados
evidenciaram no SNC as tipicas lesdes degenerativas descritas para toxicose por A.

clavatus.

Anadlises micotoxicoldgicas complementares, como extragdo e deteccdo de
micotoxinas por cromatografia liquida em camada delgada (TLC) ou por cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) também podem ser conduzidas e devem ser
avaliadas no sentido de reforgar o diagndstico (LOPEZ-DIAZ & FLANNIGAN, 1997).
A clavatus tem sido apontado como produtor de diversas micotoxinas, como a patulina,
brefeldina A, citocalasina, E e K, ascladiol, clavatol, 4cido kégico e diversas substancias
tremorgénicas como triptoquivalina, triptoquivalona, nortriptoquivalona e gliantripina
(BEZERRA JUNIOR, 2009a apud KELLERMAN et al., 1976, 1988; VARGA et al.,
2003; SABATER-VILAR et al., 2004). Nenhuma delas, porém, foi testada em
ruminantes (MCKENZIE et al., 2004) tampouco, isoladamente ¢ capaz de reproduzir o
quadro clinico na totalidade, principalmente, as lesdes neuronais. Destas, apenas a

brefeldina A tem sido apontada como capaz de afetar seletivamente neuronios motores
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(KIKUCHI et al., 2003). Mas nao ha experimentos, nem pesquisa dessa toxina em
surtos de intoxicagdo por A. clavatus. As toxinas tremorgénicas mimetizam parte do
quadro clinico, mas ndo causam lesdes neuronais como as descritas nesta toxicose. Em
uma primeira analise, as principais toxinas produzidas por A.clavatus ndo foram
detectadas nas amostras de cevada oriundas do nosso ultimo surto, ocorrido em 2016.

Novas andlises permanecem em aberto e devem ser foco de estudos, ora em andamento.

Considerando as condi¢des ideais para proliferacio de fungos em geral,
particularmente, em temperaturas superiores a 13°C, com intenso crescimento a 25°C
para A. clavatus (LOPEZ-DIAZ & FLANNIGAN, 1997) e as temperaturas médias da
Regidao Centro-Sul Fluminense e Médio Paraiba, ndo ¢ incomum que tais temperaturas
tenham sido atingidas a época em que os surtos ocorreram. Aliado ao fator climatico, a
questdo do armazenamento da cevada nas propriedades rurais muitas vezes, estd aquém
das condi¢des ideais no que tange a infraestrutura do tanque. Note-se que no surto 1,
que envolveu 3 propriedades, a cevada era estocada em um buraco no chao de terra com
paredes de bambu e cobertura de lona que, visivelmente, era incapaz de conferir ao
subproduto, protecdo contra intempéries climaticos e da propria umidade do solo, onde
se encontrava em contato direto. Mesmo em tanques de alvenaria, faz-se necessario um
sistema de drenagem eficiente, haja visto que em todas as propriedades investigadas, o
emprego da cevada imida ¢ o comumente utilizado. Barros et al. (2006) preconizam o
uso da cevada seca como o mais seguro. Entretanto, os custos de processamento tem
limitado o fornecimento do subproduto nesta condigao.

O tempo de estocagem da cevada na propriedade também pode ser crucial
quanto ao risco de proliferagdo fungos, incluindo A. clavatus e o consequente
estabelecimento da toxicose, tal como ocorreu na maioria dos surtos aqui apresentados.
Contudo, determinar o0 momento em que a contaminagdo flngica se estabeleceu em
cada uma das propriedades investigadas ¢ muito complexo, principalmente, sabendo-se
que em todas as etapas, desde a germinagdo do grao de cevada até no destino final do
subproduto de cervejaria, em condi¢des propicias, a proliferagdo de cepas toxigénicas

de A. clavatus pode ocorrer.
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6. CONCLUSOES

1- Conclui-se que o quadro clinico-patologico e os surtos foram decorrentes da ingestdo

de toxinas de Aspergillus clavatus na “cevada” utilizada na alimentag¢do dos animais.

2- Considerando a utilizacdo do subproduto na forma tmida, a redu¢do do tempo de
estocagem, bem como a utilizacdo de instalagdes que permitam a drenagem do material
armazenado, pode reduzir sobremaneira os riscos de contaminagdo flingica e possiveis

intoxicagoes.
3- A enfermidade foi reproduzida em ovinos utilizando a cevada obtida de dois dos
surtos estudados com a manifestagdo dos sinais clinicos e das lesdes histologicas no

SNC tipicas dessa toxicose.

4- Trata-se do primeiro registro da enfermidade no Estado do Rio de Janeiro.
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Anexo 1

Enfermidade Aspectos clinico- | Lesdes macroscopicas Alteragdes histologicas
epidemiologicos

Sindromes tremorgénicas | Presenca e historico de | Nio sdo descritas. N&o séo descritas.

causadas por plantas toxicas | ingestdo da planta. Balango

(Ipomoea asarifolia e outras) | da cabeca, tremores

e por fungos (Claviceps
paspali, Stenocarpella maydis
€ outros).

musculares, desequilibrio do
posterior e queda do animal.

Intoxicagdo por plantas que | Presenca e histérico de | Nao sdo descritas. Vacuolizagdo citoplasmatica
causam doencas do | ingestdo da planta. de diversos tecidos incluindo
armazenamento  lisossomal | Alteragdes da marcha, neurdnios do cortex cerebelar
(Sida carpinifolia, Solanum | ataques epiletiformes. e cerebral, talamo
fastigiatum 1. carnea, subsp. mesencéfalo e  medula
fistulosa, Turbina cordata e espinhal.
outras)
Encefalite espongiforme | Histérico de ingestdo de | N&o sdo descritas. Lesdes degenerativas
bovina (EEB) proteina de origem animal. simétricas, bilaterais com
Embora néo exista predilecdo vacuoliza¢do neuronal
por raga ou sexo, por questdes (neuropila da  substancia
de manejo a doenga ocorre cinzenta e mno pericario),
principalmente em vacas de distribuidas regularmente no
leite, entre 3 ¢ 6 anos de nucleo do trato solitario, trato
idade. Nervosismo, reagdo espinhal do nervo trigémeo,
exagerada a estimulos nucleo vestibular, formagdo
externos e dificuldade de reticular do bulbo, substincia
locomogdo,  principalmente cinzenta do mesencéfalo, area
nos membros pélvicos. paraventricular do talamo e
no septo taldmico.
Botulismo Histérico ou observagdo de | Nio sdo descritas N&o sao descritas.
ingestdo de 0ssos, sintomas
neuromusculares,  paralisia
dos musculos da mastigacdo e
degluticao, sensorio
permanece inalterado  até
proximo da morte
Raiva Alteragdes neuroldgicas com | N&o sdo descritas Encefalite n&o-purulenta e

desfecho letal apdés uma
evolugdo variavel entre 2 e 10
dias

presenca de corplsculos de
Negri.

Leucose com envolvimento
medular

A forma multicéntrica do
adulto é enzootica, acomete
animais com mais de 2 anos
de idade (maior incidéncia 5 a
7  anos). Incoordenagdo,
paresia e paralisia dos
membros pélvicos.

Compressdo da  medula
espinhal por massas
neoplésicas localizadas na

regido epidural.

Proliferagdo de células da
série linfocitica e infiltragédo
macica destas células nos
6rgaos afetados.

Intoxicagdes  cronicas  por
organofosforados e
carbamatos

Histérico de exposicdo ao

agente. Dificuldade
locomotora, principalmente,
dos membros pélvicos e
ataxia que progride para
paraplegia.

Nao sdo descritas

Edema axonal, cromatdlise e

necrose de neurdnios do
tronco encefalico com
esferoides axonais na

substancia cinzenta.

Intoxicagdes por “levedo” de
ceveja/etanol

Historico de ingestdo de
subprodutos de cervejaria.
Embriaguez, incoordenagao
motora severa e acompanhada
por movimentos espasticos.

Odor etilico no conteudo

ruminal.

N&o sdo descritas.

Miopatias nutricionais

Afeta animais jovens, de
crescimento rapido (bezerros

Areas com estrias ou manchas
de coloragdo branco-

N&o sdo descritas lesbes no
SNC e na medula espinhal.

de 2 a 4 meses) sob regime | acinzentada até amarelada, de | Degeneragdo e  necrose

alimentar (pastagem/racdo) | consisténcia mais firme na | coagulativa, com

deficiente em selénio e | musculatura esquelética e no | fragmentagdo das  fibras

vitamina E. musculo cardiaco. musculares e calcificagdo
distrofica.

Miopatias toxicas Histérico de ingestdo de | Areas palidas em musculos | N80 sdo descritas lesdes no
antibidticos esqueléticos e miocardio. SNC e na medula espinhal.
ionoforos/Presenca e Degeneragdo e necrose de
histérico de ingestdo de miofibras.
sementes de Senna

occidentalis e S. obtusifolia.
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ANEXO 2

Protocolo de Exame Clinico Neurolégico

Data: 01/12/2011
Propriedade: D Municipio: PATY DO ALFERES
Identificacdo do animal: nome: ___ Sobrevivente Raca:
Sexo: Idade:
Tempo de evolugdo: - Inicio / Curso:
Exame fisico: Estado de nutricdo: __  REGULAR Atitude: _ATIVO
Temperatura: °CFR: mp FC: bpm MR:-

Desidratagdo: %
Mucosas:_ NORMAL -Linfonodos aparentes:

EXAME NEUROLOGICO
CABECA:

NIVEL DE CONSCIENCIA: (X ) Atento/Alerta  ( )Delirios ( ) Apético/Deprimido (
)Semicomatoso/Estupor

( ) Comatoso ( ) Hiperexcitabilidade

COMPORTAMENTO: S/A ( ) Mugidos ( )Bocejos ( )Lamber ( )Manias ( )
Convulsdes ( ) Agressividade ( )Pressionaracabeca ( ) Curso errante ( ) Andar

compulsivo ( ) Balangaracabeca ( )Andar em circulo

POSTURA: ( ) Desvio lateral da cabegca ( ) Giro ortotdnico da cabecga e pescogo ( ) Tremores
( ) Balangar da cabega ( ) Opistotono ( ) Pleurotétono

Outras observag¢des: nao apresentava mais tremores
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Pescogo, tronco e membros:

N = Normal; A = Ausente; P = Presente; D = Diminuido; AA = Aumentado

Massa muscular (N ) Sudorese (A )

cutaneo (N )

Observacdes:

Reflexo cervico-facial ( - ) Reflexo musculo-

Observagdes:

Cauda e Anus:

N = Normal; A = Ausente; P = Presente;

D = Diminuido; AA = Aumentado

Caud | Anus
a

Membros Anteriores Esquerdo | Direito
Cascos (desgastes) s/a s/a
Propriocepgdo s/a s/a
Ténus s/a s/a
Sensibilidade | superfici | Pouco Pouco
al reduzido |reduzido
profunda |s/a s/a
Reflexo biceptal - -
Reflexo triceptal - -
Reflexo carpo-radial - -
Reflexo flexor - -
Membros Posteriores Esquerdo | Direito
Cascos (desgastes) s/a s/a
Propriocepcio s/a s/a
Ténus s/a s/a
Sensibilidade | superfici | Pouco Pouco
al reduzido |reduzido
profunda |s/a s/a

Reflexo patelar

Reflexo tibial cranial

Atrofia A A
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Reflexo gastrocnémio - -

Reflexo ciatico - -

Reflexo flexor - -

Andar:

( A) Ausente ( P ) Presente

OBS:

0 = padrdo normal de locomocgao;

1 = déficits dificilmente observados durante a locomogdo em
linha

reta, mas confirmados apés a realizagdo de manobras
especiais;

2 = déficits facilmente observados durante a locomoc¢do em
linha

reta e exarcebados durante a realizacdo de manobras
especiais

3 = 0 animal pode cair quando manobras especiais sdo
realizadas e

geralmente apresentam posturas anormais mesmo quando
parado;

4 = quedas expontaneas durante a locomocao;

5 = decubito permanente

Esquerdo Direito
Anterio | Posterior | Anterio | Posterior
r r
Ataxia A A A A
Grau
Esquerdo Direito

92



Anterio | Posterior | Anterio | Posterior
r r

Paresia A A A A
Hipermetria A A A A
Hipometria A A A A
Espasticidad A A A A
e

Flacidez A A A A

Nervos cranianos:

N = Normal; A = Ausente; P = Presente; D = Diminuido; AA = Aumentado

Pares de Nervos Direito Esquerdo
| — Olfatdrio - -
Il - Optico (Visdo) N N
Il — Oculomotor Reflexo pupilar — direto (I, 111) - -

Reflexo pupilar — consensual (Il, IIl) - -

Reflexo pupilar — esquerdo (I, 111) - -

Reflexo pupilar — consensual (11, 111) - -

Estrabismo lateral - -

IV =Troclear Estrabismo dorso medial A A
V —Trigémio |Sens. |Reflexo palpebral N N
Sensibilidade da face N N

Mot. |Mastigacao - -

Massa muscular - -

VI — Abducente Estrabismo medial A A

VIl — Facial (Motor) Ptose auricular A A

Ptose palpebral A A




Ptose labial A A
Vil - Audicdo N N
Vestibulococlear
(Sistema Vestibular) Desvio de cabeca A A
Estrabismo ventro-lateral A A
Fisioldgico A A
Horizontal A A
Nistagmo Vertical A A
Rotacional A A
Posicional A A
Fase rdpida A A
IX — Glossofaringeo | Degluticdo N N
(Motor)
X —Vago Degluticdo N N
“Slap Test”
Xl — Acessério Atrofia esternocefalico A A
trapézio A A
braquiocefalico A A
omotransverso A A
XIl — Hipoglosso Protrusdo / Desvio de lingua A A
atrofia A A
Apreensdo de alimento e agua N N
Direito Esquerdo
Sindrome de Horner | Miose A A
(SNA — simpdtico) Enoftalmia A A
Prolapso de 3°- palpebra A A
Sudorese (face, pesco¢o) A A

OBS:
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ANEXO 4

LQEPV
Labor_a!/:fio de Quimioterzpia
an‘&mﬁ;‘ﬂmﬂ .9012)1)3;‘1/[63, 14 de julho de 2016
Paciente:  Cristal Raga: girolando Proprietario:
Numero: 235_16 Sexo: fémea Veterinario: Glenda Ribeiro
Espécie: Bovino Idade: 36 meses CRMV: 5169
Hemograma
Amostra: Sangue com EDTA Meétodo: Automatizado (pocH 100 iV Diff - Sysmex) e
Microscopia Optica.

Eritrograma Resultados Valores de Referéncia
Hemécias (x1 OecélslpL) 6,36 5,00 - 10,00
Hemoglobina (g/dL) 97 8,0 - 15,0
Hematocrito (%) 298 24,0 - 46,0
VCM (fL) 46,9 40,0 - 60,0
HCM (pg) 153 11,0 - 17,0
CHCM (g/dL) 32,6 30,0 - 36,0
Metarrubricitos (%) 0 0
Leucograma % /uL % fuk
Leucécitos 13.800 4000 - 12000
Mielocitos 0 0 0 0
Metamielécitos 0 0 0 0
Bastdes 0 0 o ! 2 0 - 120
Segmentados 21 2898 15 1. 45 600 - 4000
Linfocitos 60 8280 45 l 75 2500 . 7500
Monécitos 9 1242 o s 25 - 850
Eosindfilos 10 1380 o ! 20 0 - 2400
Baséfilos | - 0 0 Qs 2 0 - 200
Plaquetas (céls/uL) 330.000 100.000 - 800.000
Proteinas (g/dL) 8,0 6,0 - 8,0
Fibrinogénio (g/dL) 0,8 0,2 - 0,4
Comentarios:  N&o foram observados hemoparasitas na amostra.

Leucocitose

Linfocitose absoluta

Monocitose

Meédicos Veterinérios Responsaveis
p : 2 ol
s fan B s ,tj \,,,\,{6}
Carmen éorréa Leticia Zanfagnini Tatiane Silva Alana Oliveira Mariana Revoredo
CRMV: 12631 CRMV:12641 CRMV:12854 CRMV: 13100 CRMV: 13109
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LQEPV

Laboratério de Quimioterapia
il e . Seropédica, 14 de iulbo de 2016)
Paciente:  Grauna Raga: girolando Proprietario: =
Ndmero: 236_16 Sexo:  fémea Veterinario: Glenda Ribeiro
Espécie: Bovino |dade: 36 meses CRMV: 5169
Hemograma
Amostra: Sangue com EDTA Método:  Automatizado (pocH 100 iV Diff - Sysmex) e
Microscopia Optica.
Eritrograma Resultados Valores de Referéncia
Hemacias (x10%céls/pL) 4,98 5,00 - 10,00
Hemoglobina (g/dL) 74 8,0 - 15,0
Hematocrito (%) 227 24,0 - 46,0
VCM (fL) 456 40,0 . 60,0
HCM (pg) 14,3 11,0 - 17,0
CHCM (g/dL) N3 30,0 - 36,0
Metarrubricitos (%) 0
Leucograma % Iyl % ful
Leucécitos 14.600 4000 - 12000
Mielocitos 0 0 0 0
Metamieldcitos 0 0 0 0
Bastoes 0 0 o ! 2 0 - 120
Segmentados 40 5840 155 45 600 - 4000
Linfécitos 49 7154 45 | 75 2500 - 7500
Monécitos 8 1168 2R, T 25 - 850
Eosindfilos 3 438 o ! 20 0 - 2400
Basdfilos . 0 0 (o T G 0 - 200
Plaquetas (céls/uL) 350.000 100.000 - 800.000
Proteinas (g/dL) 74 6,0 - 8,0
Fibrinogénio (g/dL) 0,8 0,2 - 0,4

Comentarios: Nao foram observados hemoparasitas na amostra.
Anemia Normaocitica

Leucocitose
Neutrofilia absoluta

Monacitose

Normocrémica

Presenca de Anisocitose (+) e Agregado Plaquetaria (+).
Médicos Veterinarios Responsaveis

Z, " -
Lionconsa Pois
/ P

Carmen Corréa Leticia Zanfagnini

CRMV: 12631 CRMV:12641

Tarsstins ‘l@) AN
Tatiane Silva Alana Oliveira Mariana Revoredo
CRMV:12854 CRMV: 13100 CRMV; 13109
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LQEPV

Laboratério de Quimioterapia
Expenmental em Parasitalogia

Veteringria Seropédica, 14 de julho de 2016
Paciente:  Marieta Raga: girolando Proprietario:
Numero: 237_16 Sexo: fémea Veterindrio: Glenda Ribeiro
Espécie: Bovino Idade: 36 meses CRMV: 5169
Hemograma
Amostra: Sangue com EDTA Método:  Automatizado (pocH 100 iV Diff - Sysmex) e
Microscopia Optica.
Eritrograma Resultados Valores de Referéncia
Hemacias (x1 0%cels/, uL) 6,40 5,00 - 10,00
Hemoglobina (g/dL) 10,1 ) 8,0 - 15,0
- Hematdcrito (%) 34,0 24,0 - 46,0
VCM (fL) 53,1 40,0 - 60,0
HCM (pg) 15,8 11,0 - 17,0
CHCM (g/dL) 29,7 30,0 - 36,0
Metarrubricitos (%) 0 0
Leucograma % . % JuL
Leucécitos 12.700 4000 - 12000
Mieldcitos 0 0 0 0
Metamielécitos 0 0 0 0
Bastoes 0 0 o ! 2 0 - 120
Segmentados 30 3810 15 | 45 600 - 4000
Linfocitos 54 6858 45 l 75 2500 - 7500
Monécitos 3 381 Do 5T 25 - 850
Eosinofilos 3 381 o ! 20 0 - 2400
Baséfilos .- 0 0 s [N 0 - 200
Plaquetas (céls/uL) 192.000 100.000 - 800.000
Proteinas (g/dL) 6,8 6,0 - 8,0
Fibrinogénio gg/dL) 2 0.8 0,2 - 0.4
Comentarios: N&o foram observados hemoparasitas na amostra.
Leucocitose
Médicos Veterinarios Responsaveis
) A 7
7y ¢ 4 (A &
Carmeni Corréa L(;\icia Zanfagnini Tatiane Silva Alana Oliveira Mariana Reveredo
CRMV: 12631 CRMV:12641 CRMV: 12854 CRMV- 13100 CRMV: 13109
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s o EQEPV

*“Laboratbrio de Quimiolerapia : =4
it ; e Seropédica, 14 de julho de 2016,
Paciente: Mel (030) Raga: girolando Proprietario: .
Numero: 234_16 Sexo: fémea Veterinario: Glenda Ribeiro
Espécie: Bovino Idade: 36 meses CRMV: 5169
Hemograma
Amostra: Sangue com EDTA Método:  Automatizado (pocH 100 iV Diff - Sysmex) e
Microscopia Optica.
Eritrograma Resultados Valores de Referéncia
Hemécias (x10%céls/pL) 7,34 i 500 - 10,00
Hemoglobina (g/dL) 9,5 < 8,0 - 15,0
Hematécrito (%) 29,2 240 - 46,0
VCM (fL) 39,8 40,0 - 60,0
HCM (pg) 12,9 ) 11,0 - 17,0
CHCM (g/dL) 32,5 30,0 - 36,0
Metarrubricitos (%) 0 o]
Leucograma % JuL % JuL
Leucécitos 12.100 4000 - 12000
Mielécitos 0 0 0 0
Metamielocitos 0 0 0 0
Bastoes 0 0 o ! 2 0 - 120
Segmentados 18 2178 15 745 600 - 4000
Linfocitos 76 9196 45 i 75 2500 - 7500
Mondcitos 3 363 D =2 25 - 850
Eosinéfilos 3 363 o ! 20 0 - 2400
Basdfilos 0 0 o () 0 - 200
Plaguetas (céls/ulL) 461.000 100.0000 - 800.000
Proteinas (g/dL) 7.8 6,0 - 8,0
Fibrinogénio (g/dL) 0,8 . 0,2 - 0,4

Comentarios: Nao foram observados hemoparasitas na-amostra.

Leucocitose
Linfocitose
Médicos Veterinarios Responsaveis
3 e
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Carmen Corréa Leticia Zanfagnini Tatiane Silva Alana Oliveira Mariana Revoredo
CRMV: 12631 CRMV:12641 CRMV; 12854 CRMV: 13100 CRMV: 13109
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