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ABSTRACT

EXPERIMENTAL CEREBROCORTICAL NECROSIS IN CALVES FED AHIGH
SULPHUR DIET
Polioencephalomalacia (PEM) is a common degenerative neurologic disease of ruminants around
the world. This study evaluates clinical parameters, ruminal hydrogen sulfide concentrations and
histopathological features of 6 calves weighing 120 kg and fed sulphur supplements with 0,5% of
diet dry matter. Body temperature measurements as well as respiratory and cardiac rates remained
within the normal range. Ruminal hydrogen sulfide levels increased after ingestion of the
experimental diet. One animal showed severe neurologic signs. Necropsy findings of 2 calves
revealed necrosis of cerebrocortical neurons. Clinical and histopathological analyses reported high
levels of hydrogen sulfide, confirming the induction of neuronal necrosis in calves with dietary

supplementation of sulphur.
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INTRODUCAO

PEM é uma sindrome cerebrocortical degenerativa dos ruminantes e o termo é utilizado para
descrever uma alteracdo morfoldgica caracterizada por amolecimento (malacia) da substancia
cinzenta (polio) do encéfalo (GOULD, 2000).

A primeira descricdo da PEM foi em 1956 e durante os 25 anos subsequentes, a
etiologia foi atribuida a deficiéncia de tiamina associada a alta ingestdo de grdos na ragéo
(GOULD, 2000). Pesquisas tém indicado que a PEM ndo apresenta somente uma etiologia
Unica, pois vérios fatores tém sido associados a sua ocorréncia, tais como, alteracdes no
metabolismo da tiamina, intoxicacéo por chumbo, privacdo de agua e/ou intoxicagéo por cloreto de
sodio, ingestdo excessiva de enxofre (GOULD, 2000), infeccdo pelo herpesvirus bovino tipo 5 e
intoxicagdo por Phalaris spp. (BARROS et al., 2006).

As principais fontes de enxofre relatadas que ocasionaram PEM foram melago e uréia
(MELLA et al., 1976), aditivos alimentares como o gesso (RAISBECK, 1982), agua com sulfatos
(HAMLEN et al., 1993), subprodutos de graos (NILES et al., 2002) e cevada (KUL et al., 2006).

O diagndstico da PEM decorrente de dietas ricas em enxofre deve ser realizado com base
na epidemiologia, quadro clinico, na dosagem do teor de gas sulfidrico ruminal, do enxofre na dieta
e pelas alteragbes macroscopicas e microscépicas no SNC (GOULD, 2000).

O presente trabalho avaliou os parametros clinicos e determinou os valores da concentracao
do sulfeto de hidrogénio ruminal e os achados histopatolégicas de bovinos mesticos suplementados

com 0,5% de enxofre na matéria seca visando induzir necrose cerebrocortical.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados seis bezerros mesticos com idade aproximada de sete meses e peso Vivo
médio de 120 Kg, sendo mantidos durante todo o periodo experimental em baias individuais
destinada para pesquisa de animais de médio porte da Clinica de Grandes Animais do Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” (FMVZ/UNESP/Botucatu).

O protocolo de intoxicacao foi adaptada de SAGER et al. (1990) com as modificacOes
descritas a seguir. O periodo experimental foi dividido em trés fases. A fase 1 constituiu a adaptagao
dos bovinos com suplementagdo exclusiva de feno por um periodo de quatorze dias, enquanto a
Fase 2 compreendeu um periodo de sete dias de transi¢do do feno para racdo, retirando-se 1 Kg do
feno/dia/bezerro e adicionando-se 1 Kg da ragéo/dia/bezerro. Na ultima fase (fase 3), os animais

receberam durante quatorze dias exclusivamente racéo.
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A ingestéo do feno coast-cross (Cynodon dactylon) foi ad libitum, enquanto o consumo da
racdo foi de no maximo 2,5% do peso vivo. Como fonte de enxofre foi adicionada diariamente a
racdo sulfato de sddio totalizando 0,5% de enxofre na matéria seca.

A andlise bromatoldgica do feno de coast-cross (Cynodon dactylon) (91,07% matéria seca;
10,32% proteina bruta; 1,11% extrato etéreo; 2,47% minerais; 42,6% fibra bruta; 113,50% extrato
ndo nitrogenado; 53,37% nutrientes digestiveis totais; 85,49% fibra detergente neutra; 43,48% fibra
detergente é&cida) e da ragdo (90,45% matéria seca; 21,19% proteina bruta; 4,31% extrato etéreo;
10,7% minerais; 3,92% fibra bruta; 59,88% extrato ndo nitrogenado; 87,27% nutrientes digestiveis
totais; 29,34% fibra detergente neutra; 13,25% fibra detergente acida) foram realizadas no
Laboratorio de Bromatologia da FMVZ/UNESP/Botucatu.

As andlises de elementos minerais do feno de coast-cross (Cynodon dactylon) (14 g/Kg de
nitrogénio, 1,1 g/Kg de fdsforo, 15 g/Kg de potéssio, 2 g/Kg célcio, 1,0 g/Kg de magnésio, 2,6 g/Kg
de enxofre, 14 mg/Kg de boro, 9 mg/Kg de cobre, 190 mg/Kg de ferro, 156 mg/Kg de manganés e
16 mg/Kg de zinco) e da racéo (3,95 g/Kg de fdsforo, 18 g/Kg de potassio, 3 g/Kg calcio, 1,5 g/Kg
de magnésio, 1,5 g/Kg de enxofre, 12,5 mg/Kg de boro, 462 mg/Kg de ferro e 102,5 mg/Kg de
manganés) foram realizadas, respectivamente, nos Laboratérios de Nutricdo Mineral de Plantas da
FMVZ/UNESP/Botucatu e no Instituto Campineiro de Analise de Solo e Adubo Ltda. A dosagem
de enxofre da adgua (11 mg/L) do po¢o semi-artesiano foi conduzida no Laboratorio de Fertilizantes
e Corretivos da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP/Botucatu.

Os bezerros foram examinados na fase 1 no primeiro, sétimo e décimo quarto dias, na fase 2
no sétimo dia e na fase 3 no sétimo e décimo quarto dias, porém, eram observados diariamente
visando detectar a presenca de sinais especificos de encefalopatia.

As dosagens do sulfeto de hidrogénio ruminal foram realizadas nas fases 1 e 2
semanalmente, enquanto na fase 3 no terceiro, sétimo, décimo e décimo quarto dias. A técnica
utilizada foi adaptada de GOULD et al. (1997) com as modificagOes descritas a seguir. Inicialmente
foi realizada a tricotomia da fossa paralombar esquerda e anti-sepsia com iodopovidona (PVPI),
sendo que a puncédo ruminal foi realizada no ponto médio da por¢ao mais dorsal da fossa paralombar
esquerda utilizando-se agulha do cateter intravenoso 14G sem a cénula externa de teflon. Em
seguida, foi encaixado ao conector da agulha um equipo intravenoso com 15 cm de comprimento,
cortando e desprezando-se a extremidade com o gotejador. A ponta cortada do equipo adaptado foi
acoplada ao tubo colorimétrico de dosagem de gas sulfidrico, que ja estava previamente inserido na
bomba manual de vacuo (modelo AP-20S, Sensidyne®, Florida, USA). As mensuracdes foram
realizadas de acordo com o manual do fabricante da bomba de vacuo, padronizando em 100 mL de

gas para valores entre 25 a 1.000 ppm (modelo 120 SF, Sensidyne®, Florida, USA) e de 1.000 a
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40.000 ppm (modelo 120 SH, Sensidyne®, Florida, USA) de sulfeto de hidrogénio com tempo de
amostragem de 1,5 minutos.

Apds a morte natural ou eutandsia foi realizada a necropsia, onde foram registradas as
alteracOes macroscopicas. No exame histopatoldgico as amostras do SNC foram fixadas em formol
tamponado a 10%, submetidos a desidratacdo em solugdes crescentes de alcoois, diafanizacdo em
xilol, inclusdo em parafina, cortadas com 5 pum de espessura e coradas pelo método de

hematoxilina-eosina (HE).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores da temperatura corpdrea, freqliéncia cardiaca e respiratoria permaneceram dentro
da faixa de normalidade para a espécie bovina, independente da fase experimental. A
hipomotricidade ruminal observada na fase 3 foi ocasionada pelo fornecimento de uma dieta
contento exclusivamente racdo. A motricidade ruminal é estimulada pela presenca de fibra efetiva e
o fornecimento de uma dieta sem qualquer tipo de volumoso e com FDN baixo, como observado,
proporcionou baixa motricidade ruminal (RADOSTITS et al., 2007).

Os valores da dosagem de gés sulfidrico ruminal da fase 1 na primeira e segunda colheitas
foram inferiores a 500 ppm, sendo considerados por GOULD (2000) como normais. Ja na terceira
colheita a média e o desvio padrdo do gas sulfidrico ruminal aferido foi de 1.171,6+£1.013,97 ppm,
ou seja, elevados para bovinos alimentados somente com feno sem suplementacdo de sulfato de
sodio e com concentracdo de enxofre na matéria seca dentro dos valores normais pelo NRC (2005).

Os resultados observados da determinacdo do gas sulfidrico ruminal da fase 2
(803,33+610,4 ppm) e da Fase 3 (3.750+341,17 ppm) foram acima dos valores normais (GOULD,
2000). Estes resultados associados com as concentra¢des de enxofre na dieta (5.000 mg/Kg na
matéria seca) e na agua (11 mg/L), indicaram que a ingestdo dos bovinos estava acima do nivel
recomendado pelo NRC (2005), criando condi¢Bes favoraveis para ocorréncia da necrose
cerebrocortical nos bovinos confinados.

No sexto dia da fase 2 um bezerro com dosagem de gas sulfidrico ruminal de 1.250 ppm
apresentou sinais clinicos de encefalopatia como apatia, ataxia, tremores de cabeca, déficit
proprioceptivo e nistagmo vertical, vindo a 6bito com evolugdo clinica de dez horas. Estes sinais
clinicos também foram descritos por GOULD (2000) como compativeis com necrose
cerebrocortical ocasionada por ingestdo excessiva de enxofre. Os demais animais ndo apresentaram
alteracGes neuroldgicas durante o periodo experimental.

Ao realizar 0 exame macroscopico necroscopico do encefalico do bezerro com sinais de

encefalopatia observou-se redugdo dos giros cerebrais nos lobos occiptal e parietal esquerdo e
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compressdo da porcdo lateral esquerda do cerebelo. No exame histopatologico evidenciou-se
principalmente no cortex parietal e occipital esquerdo a presenca de edema e necrose neuronal
difusa acentuada, neuronofagia e gliose moderada com presenca de vacuolos nas fibras neuronais de
algumas porgdes da substancia cinzenta e, principalmente, nestas regides a necrose neuronal e a
gliose estavam mais intensas caracterizando um quadro de necrose cerebrocortical conforme
descrito também por GOULD (2000). Dos outros cinco animais, foi realizada necropsia em dois

sendo que somente um apresentou necrose cerebrocortical.

CONCLUSAO
Os achados clinicos e histopatologicos associados com os elevados teores de sulfeto de
hidrogénio ruminal confirmaram a indugdo de necrose cerebrocortical nos bovinos mesticos

suplementados com 0,5% de enxofre na matéria seca.
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