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

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

RESUMO.- Descreve-se a reproducdo experimental de
doenca neurolégica em ovinos através da administracao
de bagaco de malte (residuo cervejaria) contaminado com
Aspergillus clavatus. Esse residuo de cervejaria, cujas
amostras revelaram cultura pura de A. clavatus, estava
sendo utilizado em duas propriedades, onde ocorreram
surtos da doenga em bovinos. Os sinais clinicos iniciaram-
se cerca de 2 a 6 dias apds a administracao do subproduto
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ou da cultura e a evolugao clinica foi de 1,5 a 12 dias. Os
sinais clinicos, que foram predominantemente locomoto-
res e respiratdrios, incluiram tremores musculares,
hiperestesia, taquipnéia progressiva, rigidez de membros
pélvicos (mais evidente a locomog¢éao), fraqueza dos poste-
riores e decubito. Um ovino também apresentou apoio oca-
sional sobre os boletos dos membros pélvicos. As anor-
malidades locomotoras e tremores eram intensificados
pelo exercicio. Entretanto, em 6 dos 7 ovinos, o apetite e
a dipsia eram mantidas até préximo a morte ou eutana-
sia. O principal achado histoldgico consistia de degene-
racao e necrose neuronal cromatolitica em nucleos ner-
vosos especificos do tronco encefdlico, cornos ventrais
da medula espinhal e ganglios espinhais, trigeminal, es-
trelado e celiaco. Trés ovinos também apresentaram de-
generagao e necrose leves em musculos dos membros
pélvicos e toracicos.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Aspergillus clavatus, ovinos, ba-
gaco de malte, intoxicagé@o, cromatélise neuronal.
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INTRODUCAO

Aspergillus clavatus é um fungo sapréfito cosmopolita com
importante potencial de risco quando se desenvolve nos
cereais e seus subprodutos utlizados na alimentacéo ani-
mal (Varga et al. 2003). O consumo de alimentos contami-
nados pelo fungo A. clavatus tem sido associado com uma
doenca neuroldgica em bovinos e ovinos em diversos pai-
ses, incluindo o Brasil (Kellerman it al. 1976, 1984, Gilmour
et al. 1989, Van Der Lugt et al. 2002, Loretti et al. 2003, EI-
Hage & Lancaster 2004, McKenzie et al. 2004). A natureza
da(s) micotoxina(s) envolvida(s) nessa doencga ainda néo
esté esclarecida (McKenzie et al. 2004). Varias substanci-
as tém sido identificadas em culturas e materiais contami-
nados por A. clavatus, como patulina, brefeldina A, c-sarci-
na, citocalasina E e K, ascladiol, clavatol, acido cdjico e
diversas substancias tremorgénicas, como triptoquivalona,
nortriptoquivalona, triptoquivalina e gliantripina (Demain et
al. 1976, Kellerman et al. 1976, 1984, Varga et al. 2003).
Embora nenhuma dessas tenha sido testada em ruminan-
tes para determinar sua participacdo na patogénese da
doenca (McKenzie et al. 2004), alguns autores especulam
que a enfermidade possa resultar da acao sinérgica de
varias destas micotoxinas (Varga et al. 2003).

O isolamento de A. clavatus de alimentos contamina-
dos nao é suficiente para estabelecer o diagnostico (Loretti
et al. 2003), pois certas cepas de A. clavatus podem nao
ser toxigénicas (Varga et al. 2003). A detecg¢ao de micoto-
xinas reforca o diagndstico, no entanto, como as toxinas
responsaveis pela doenca ndo estdo estabelecidas
(McKenzie et al. 2004), sua simples presenca também nao
é conclusiva. Reproducgdes experimentais da neurotoxico-
se para estabelecer a relacéo da doenga com os alimentos
contaminados e o fungo tém sido realizadas em bovinos e
ovinos (Kellerman et al. 1976, 1984, Gilmour et al. 1989,
Loretti et al. 2003, Colodel et al. 2004). Tais reproducdes
tém empregado alimentos naturalmente ou experimental-
mente contaminados por A. clavatus. Exemplos de alimen-
tos associados com doenca espontanea e ja empregados
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em experimentos incluem residuos de destilarias e cerve-
jarias a base de cevada (Gilmour et al. 1989, Loretti et al.
2003) e sorgo (Kellerman et al. 1976) e brotos de milho
(Kellerman et al.1984). Este trabalho descreve a toxidez
em ovinos do bagaco de malte contaminado com A. clavatus
que foi associado com doenca e morte de bovinos em duas
propriedades no Rio Grande do Sul. A toxidez de isolados
do fungo também foi verificada em ovinos. Além disso, 0s
achados clinicos e patolégicos da doenca induzida nos
ovinos séo apresentados e discutidos.

MATERIAL E METODOS

Doses e administragdes do bagaco de malte séo apresentados
no Quadro 1. O bagaco de malte contaminado foi obtido em
duas propriedades (Propriedades 1 e 2) onde ocorreram surtos
confirmados de neurotoxicose causada por Aspergillus clavatus
(Bezerra Jr et al. 2008). Este subproduto foi administrado para
trés ovinos por via oral com seringa descartavel de 60ml com a
extremidade cortada. As administragcbes foram mantidas até o
surgimento de sinais clinicos da enfermidade.

Isolados de A. clavatus, obtidos do bagaco de malte das
propriedades onde ocorreram os surtos da doenga em bovinos
(Loretti et al. 2003, Bezerra Jr et al. 2008), foram utilizados para
reproducé@o experimental com cultura fungica. Estes isolados,
armazenados no Laboratério de Micologia da Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, em
agua destilada estéril, seguindo a técnica de Castellani (Diogo
et al. 2005), foram repicados em Agar Sabouraud e incubados
por 10 dias, a temperatura de 25-30°C. Hifas e conideos obti-
dos desse cultivo foram inoculados em meio liquido de Lactrimel
(14g de farinha de trigo, 14g de leite em po, 7g de mel e 0,4g de
cloranfenicol/1l) para obtengéo de subcultivos. Imediatamente
apods inoculagédo e agitacdo vigorosa de todos os componen-
tes, o meio liquido inoculado foi distribuido em placas de Petri e
incubado por 10-15 dias, a 25-30°C, para obtencao de uma
densa e uniforme camada de A. clavatus. O periodo e tempera-
tura de incubagéo utilizados foram estabelecidos em estudos
prévios (Demain et al. 1976, Kellerman et al. 1976). Apds o
periodo de incubagéo, foram realizadas novas observagdes de
caracteres macro e micromorfoldgicos para verificagéo da pu-
reza do inéculo. Subsequentemente, os meios de cultura com

Quadro 1. Intoxicacao experimental por Aspergillus clavatus em ovinos.
Doses e administracoes de bagaco de malte contaminado com Aspergillus
clavatus ou da cultura pura do fungo e principais dados da evolucao
clinica dos ovinos

Ovinos Dose Numero  Dose total Observagdo de Evolugdo Desfecho
diaria  de admi- sinais apds 12 clinica
nistracdes administracao
128 40g/kg 3 120g/kg 51 horas 39 horas Morte
22 40g/kg 2 80g/kg 51 horas 67 horas Morte
3b  12mlkg 6 72ml/kg 72 horas 72 horas Eutanasia®
4 40g/kg 19 760g/kg 147 horas 288 horas Eutanasia®
54 12mlkg 6 72ml/kg 72 horas 96 horas Morte
69  12ml/kg 4 48ml/kg 72 horas 37 horas Morte
79 12mlkg 4 48ml/kg 72 horas 96 horas  Recuperouf

a Experimento com bagaco de malte da Propriedade 1, P Experimento com culturas de
Aspergillus clavatus em meio lactrimel liquido (Loretti et al. 2003), ¢ Experimento com
bagago de malte da propriedade 2, 4 Experimento com culturas de Aspergillus clavatus
em meio lactrimel liquido (Bezerra Jr et al. 2008)], © eutanasia com barbituricos, feuta-
nasia com barbituricos dois dias ap6s recuperagao clinica.
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o fungo foram homogeneizados em liquidificador doméstico e
administrados (12ml/kg até o surgimento de sinais clinicos) por
sonda gastrica aos ovinos. Os animais foram mantidos em baias,
receberam feno de alfafa e agua a vontade, inspecionados duas
vezes ao dia e examinados clinicamente (temperatura, freqién-
cia respiratoria, cardiaca e ruminal, além da coloragdo das
mucosas externas) uma vez ao dia.

Os ovinos foram necropsiados apds morte espontanea ou
eutanasia in extremis com barbituricos. Fragmentos de diversos
tecidos foram fixados em formol 10% tamponado e preparados
rotineiramente para histologia. Cortes (5mm) foram corados pela
hematoxilina e eosina e pelos métodos de violeta de cresil e
azul rapido de luxol (Prophet et al. 1992). Amostras do sistema
nervoso central incluiram cortes da medula oblonga ao nivel do
Obex, ponte com pedunculos cerebelares (ao nivel do sulco
bulbo-pontino), cortex cerebelar (ao nivel do corte anterior),
mesencéfalo ao nivel dos coliculos rostrais, talamo caudal
(seccao caudal ao corpo mamilar) e cranial (ao nivel do quiasma
Optico), cortex cerebral nos lobos occiptal (ao nivel do corte
mais caudal do tdlamo) e frontal (na altura do sulco cruzado), e
medula espinhal ao nivel toracico e das intumescéncias lombar
e cervical. A classificagdo dos nucleos lesados seguiu a
descricao neuroanatémica de Johnson et al. (2007). Amostras
de musculos dos membros pélvicos (semitendinoso, vasto
lateral, vasto medial e gastrocnémio), membros toracicos
(triceps braquial e subescapular), axiais (longissimo dorsal e
psoas), respiratérios (intercostal e diafragma) e cardiacos
(ventriculos e septo interventricular) dos animais foram mantidas
em geladeira (4°C) por cerca de 24 horas antes da fixacdo em
formol para evitar artefatos de contragdo. Foram avaliados ainda
fragmentos dos seguintes érgaos: pulmao, figado, rim, pancreas,
adrenal, tiredide, hipdfise, baco, linfonodos, rumen, reticulo,
omaso, abomaso, intestinos e bexiga.

Cortes selecionados do sistema nervoso foram submetidos
a imuno-histoquimica através do método da steptavidina-biotina
marcada (LSAB). Foram utilizados os seguintes anticorpos
primarios: a) anti-proteina fibrilar glial acida (anti-GFAP), b)
policlonal de coelho anti-neurofilamento bovino H de 200kD
(Serotec: AHP245), c¢) monoclonal anti-proteina prion (VRMD:
F99/97).

Para pesquisa de patulina, foram enviadas ao Laboratério
de Anédlises Toxicoldgicas (Lamic) da Universidade Federal de
Santa Maria placas de Petri com a cultura de A. clavatus em
meio liquido Lactrimel utilizada na reprodugé@o experimental. A
pesquisa de patulina foi realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, com detecgdo por ultravioleta (HPLC/UV).

RESULTADOS

O tempo até o inicio dos sinais clinicos, a duragéo do
guadro clinico e o desfecho dos experimentos sao apre-
sentados no Quadro 1.

Os sinais clinicos de todos os ovinos foram predominan-
temente locomotores, os quais, a excegao do Ovino 4, eram
acrescidos de sinais respiratérios. Os sinais locomotores de
todos ovinos incluiram tremores musculares de intensidade
crescente, hiperestesia ao toque e ao som, caminhar com
passos curtos, com membros pélvicos afastados, rigidos e
dando pequenos saltos. Os ovinos ficavam sempre atentos
ao ambiente com orelhas eretas. Inicialmente os tremores e
a hiperestesia eram pouco perceptiveis, especialmente quan-
do os animais estavam em repouso. A movimentagao es-

pontanea ou forgada tornava esses sinais mais intensos e,
com a progresséo da doenga, ocasionalmente levava ao
decubito. A manutengéo da cabega do animal erguida, por
cerca de um minuto, também causava efeito semelhante,
quando esta era solta subitamente [Teste HR ou “head raising
test”]. Apds periodos variaveis de repouso, 0s animais fica-
vam novamente em estacdo, mas com dificuldade que au-
mentava progressivamente. Nas fases finais, os animais
apresentavam grande dificuldade de manter a estacédo e
permaneciam a maior parte do tempo em decubito esternal.
Quando em estagéo, os membros pélvicos eram desloca-
dos cranialmente e freqlientemente afastados; os membros
toracicos eram aproximados, deslocados caudalmente e tré-
mulos; enquanto a cabeca permanecia abaixo da linha do
corpo. Os animais demonstravam progressiva fraqueza
muscular nos membros pélvicos, deslocando o apoio para
0s membros toracicos (Fig.1). O Ovino 4, nesta fase da do-
enca ocasionalmente apoiava-se sobre os boletos dos mem-
bros pélvicos.

Exceto pelo Ovino 4, nos demais, a frequéncia respi-
ratéria aumentou progressivamente e evoluiu para respi-
racdo com narinas dilatadas e, posteriormente, ofegante
com a boca aberta e a lingua exposta (Fig.2). O apetite
permaneceu nesses ovinos até proximo da morte ou eu-

3 N o .

Fig.1. Neurotoxicose causada por Aspergillus clavatus em ovi-
nos (Ovino 2). Animal demonstra fraqueza nos membros
pélvicos e deslocamento do apoio para os membros
toracicos.

tanasia. O Ovino 4, entretanto, apresentou anorexia e
apatia com a progressao da doenca clinica. A temperatu-
ra corporal do Ovino 3 ultrapassou os 42°C préximo da
morte. Os movimentos ruminais, a freqliéncia cardiaca e
o tonus da lingua dos animais ndo apresentaram altera-
¢oes significativas durante o periodo de experimento.
Nao houve alteragdes significativas nas necropsias.
Na histologia, as principais altera¢des foram observadas
no sistema nervoso e musculos esqueléticos. Os acha-
dos microscopicos no sistema nervoso se caracterizavam
por lesdes degenerativas e necrdticas, cujas respectivas
areas anatbmicas e intensidades estao apresentadas no
Quadro 2. As lesbes eram bilaterais e relativamente si-
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Quadro 2. Intoxicacéo experimental por Aspergillus
clavatus em ovinos. Areas e estruturas do sistema
nervoso com lesdes microscopicas e suas respectivas
intensidades?

Areas ou estruturas do  Ovino Ovino Ovino Ovino Ovino Ovino Ovino
sistema nervoso com lesdes 1 2 3 4 5 6 7

Intumescéncia lombar

Corno ventral + + + + ++ + ++

Corno dorsal 0 0 0 0 0 0 0
Intumescéncia cervical

Corno ventral 0 + + 0 + 0 +

Corno dorsal 0 0 0 0 0 0 0
Medula tordcica

Corno ventral + + + 0 + + +

Corno dorsal 0 0 0 0 0 0 0
Bulbo ao nivel do dbex

Nucleo motor dorsal +++ +++ +++ + +++ +++ 0

do nervo vago

Ntcleo ambiguo 0 + ++ 0 + + 0
Cerebelo / Ponte

Ncleos vestibulares + 0 + + o+ o+

Formagao reticular da ponte + + + o+
Télamo caudal ao corpo ma-
milar / coliculos rostrais

Nucleo vermelho o+ +
Ganglio espinhal ++ A+ A A - -
Ganglio trigeminal I o S
Ganglio estrelado - - ++ - ++ o+ 0
Ganglio celiaco - + o+ + + + 0
Nervo isquiadico 0 0 0 0 - 0 0
Nervo fibular - - 0 0 0 0 0
Plexo braquial - - 0 0 0 - 0
Nervo vago - - 0 0 0 0 0

@ Intensidade das lesdes: (+) leve (1-5 neurdnios cromatoliticos), (++)
moderada (6-10 neurénios cromatoliticos), (+++) acentuada (mais que
10 neurdnios cromatoliticos), (0) sem alteragdes, (-) ndo pesquisado,
nos nervos as cruzes se referem a intensidade das lesées axonais.

métricas. Nao foram observadas lesées nos plexos mio-
entéricos e submucosais nos cortes de intestino dos ani-
mais deste estudo.

Os neurdnios afetados apresentavam tumefagéo, ci-
toplasma eosinofilico, homogéneo e palido, particularmen-
te na porgao central do pericario. Os granulos de Nissl
estavam ausentes ou rarefeitos e dispostos na periferia
da célula (cromatdlise central) (Fig.3 e 4), porém alguns
neurbnios apresentavam a rarefacdo na periferia do
pericério (cromatdlise periférica). Os nucleos dos neur6-
nios afetados eram, com freqUéncia, periféricos e, ocasi-
onalmente, com picnose, cariorrexia ou caridlise. Outros
neurbnios se apresentavam retraidos e com evidente
eosinofilia citoplasmatica, além de picnose ou caridlise.

A tumefacdo neuronal e as alteragdes nucleares re-
gressivas foram varidveis entre os ovinos deste estudo e
também entre areas afetadas. Nos Ovinos 4, 5 e 7, as
intensidades destas variaram de leves a acentuadas, sen-
do mais intensas nos nucleos vestibulares laterais, for-
macao reticular da ponte (Ovinos 4, 5 e 7) e vermelhos
(Ovino 5). Nestes trés ovinos o 6bito ocorreu de 96 a 288
horas apods o inicio dos sinais clinicos. Estas alteracdes
eram leves nos demais ovinos de evolugéo clinica relati-
vamente mais curta (37-72 horas).

A imunomarcacao do neurofilamento foi observada
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Fig.2. Neurotoxicose causada por Aspergillus clavatus em ovi-
nos (Ovino 3). Animal respira com a boca aberta e expondo
a lingua.

28

Fig.3. Neurotoxicose causada pelo Asprgillus clavatu

» 0

S em

ovinos (Ovino 3). Ganglio trigémio. Neurdnios com rarefa-
¢ao ou auséncia dos granulos de Nissl (cromatdlise) e nu-
cleos picnoticos centrais ou periféricos. HE, obj.20x.

: ‘. ,;:.... ‘. \ - {,‘;: ‘ “0‘.‘ ‘_‘.//
o A e - R e
Fig.4. Neurotoxicose causada pelo Aspergillus clavatus em
ovinos (Ovino 7). Nucleo vermelho. Neurbénios com croma-
télise central e nucleos periféricos ou ausentes. Observe
neurdnios sem alteragdes, com citoplasma contendo gra-
nulacdo azulada abundante, adjacentes aos neurénios afe-

tados. Violeta de Cresil, obj.40x.
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apenas em axonios do sistema nervoso central e nervos
periféricos, ndo sendo notada marcacao no pericario de
neurénios cromatoliticos. Nao foi evidenciado aumento na
imunomarcagcéo da GFAP em astrocitos das areas con-
tendo neurdnios cromatoliticos. A imunoistoquimica para
PrP nestes animais foi consistentemente negativa.

Havia necrose hialina e flocular, segmentar e aguda
nos musculos semitendinoso (Ovino 3), vasto lateral (Ovi-
no 3), vasto medial (Ovinos 1 e 3), gastrocnémio (Ovinos
3 e 4), triceps braquial (Ovino 4) e subescapular (Ovinos
1, 3 e 4). Estas lesdes foram leves em quase todos os
animais afetados, com excec¢ao do Ovino 3, no qual eram
moderadas. Os demais ovinos nao apresentaram lesdes
em nenhum dos musculos avaliados.

DISCUSSAO

O bagaco de malte proveniente dos surtos da doenca em
bovinos bem como os isolados de Aspergillus clavatus fo-
ram téxicos para ovinos. Os achados clinicos e patoldgicos
desses ovinos foram semelhantes aos descritos em bovi-
nos e ovinos na doencga neuroldgica espontanea associada
com ingestao de alimentos contaminados por A. clavatus e
reproduzida experimentalmente (Kellerman et al. 1976, 1984,
Gilmour et al. 1989, Shlosberg et al. 1991, Van der Lugt et al.
2002, Loretti et al. 2003, Colodel et al. 2004, El-Hage &
Lancaster 2004, McKenzie et al. 2004, Bezerra Jr et al. 2008).
Os experimentos com os isolados de A. clavatus do bagago
de malte das propriedades evidenciam envolvimento do fungo
nos surtos de bovinos. Esta metodologia pode ser util para
comprovacao do envolvimento do fungo em surtos futuros.

O inicio e a duragao dos sinais clinicos observados nes-
se estudo foram semelhantes aos descritos na literatura
(Kellerman et al. 1976, 1984). Entretanto, o Ovino 4, que
recebeu bagaco de malte da Propriedade 2, apresentou
maior tempo para o inicio dos sinais clinicos e maior dura-
¢ao do quadro clinico. Estes dados sugerem que o subpro-
duto desta propriedade era menos téxico em relagdo ao da
Propriedade 1. Por outro lado, a semelhanga nos tempos
de inicio dos sinais clinicos e evolugdo clinica sugerem
que a toxidez do subproduto da Propriedade 1 foi compa-
ravel a da cultura pura do fungo. Essa aparente superior
toxicidade do subproduto da Propriedade 1 talvez possa
estar associada com a maior letalidade observada naque-
le surto (Bezerra Jr et al. 2008).

Uma vez que A. clavatus pode produzir varias micoto-
xinas tremorgéncias e causar lesdes em neurdnios do tron-
co encefalico e medula espinhal (Kellerman et al. 1976,
1984, Varga et al. 2003), os sinais clinicos locomotores
podem estar relacionados a acdo destas micotoxinas e/
ou deficiéncia na funcdo de neurdnios afetados. Foram
descritas les@es histolégicas em ovinos intoxicados que
nao demonstraram sinais clinicos (Gilmour et al. 1989,
Loretti et al. 2003). Fato semelhante pode ser observado
no Ovino 7 que se recuperou, 0 que sugere que tanto a
intensidade das lesdes, quanto a acao das micotoxinas
tremorgénicas sejam importantes para manifestacao cli-
nica da doenca causada por A. clavatus.

A hipertermia, observada no Ovino 3, é descrita apenas
raramente na neurotoxicose causada por A. clavatus em
bovinos (Kellerman et al. 1976) e pode ter sido associada a
constante estimulagado muscular pelos tremores, como ocor-
re em estados convulsivos (De Lahunta 1983). A taquipnéia
e respiragao ofegante, observada em 6 de 7 ovinos deste
estudo, é também descrita por outros autores (Gilmour et
al. 1989, Kellerman et al. 1976). No entanto, nao foi possi-
vel estabelecer uma correlagao segura entre as areas com
lesdes e a taquipnéia. Lesdes na porgdo medial da ponte
tém sido associadas com taquipnéia em humanos (Tarulli
et al. 2005). Como os ovinos ndo apresentavam lesdes sig-
nificativas nos pulmdes e apresentavam lesdes em neur6-
nios nestas areas (formacao reticular da ponte), a origem
neurogénica da taquipnéia ndo deve ser desconsiderada.

A distribuicdo da degeneracdo e necrose neuronal
cromatolitica observada nesses casos foi semelhante a
descrita previamente (Kellerman et al. 1976, 1984, Gilmour
et al. 1989, Shlosberg et al. 1991, Van der Lugt et al. 2002,
Loretti et al. 2003, El-Hage & Lancaster 2004, McKenzie et
al. 2004, Colodel et al. 2004, Bezerra Jr. et al. 2008). Os
neurdnios envolvidos eram neurénios motores superiores
e inferiores, sensorios e de ganglios autbnomos, denotan-
do uma doenca neuronal degenerativa multissistémica.

Conforme anteriormente descrito, nao foram observa-
das lesGes em axdnios da medula espinhal (Loretti et al.
2003, McKenzie et al. 2004) ou de nervos periféricos (El-
Hage & Lancaster 2004). Sabe-se que, ao menos em algu-
mas neuropatias toxicas, o surgimento de altera¢des no
pericério pode ocorrer desde as fases iniciais da doenca,
quando os axdnios estao praticamente intactos (Sterman
1983). Tal fato talvez possa explicar a auséncia de lesdes
axonais nos ovinos desse estudo. Lesbes axonais prova-
velmente sejam observadas com maior freqiiéncia em ca-
$0s mais cronicos na doenga causada por A. clavatus (Van
Der Lugt et al. 2002).

O padrao de distribuicao de neurbnios afetados ob-
servado aqui foi relativamente constante e reproduzivel,
indicando que os neurdnios afetados compartilham ca-
racteristicas que os tornam sensiveis a agressoes espe-
cificas (Kellerman et al. 1984). As principais caracteristi-
cas morfoldgicas que distinguem a maioria dos neurénios
afetados de outros ndo afetados séo seus axénios longos
e de maior didmetro (De Lahunta 1983, Zachary 2007).
Por exemplo, em relagdo aos neurénios motores superio-
res, os nucleos vermelhos (Chiocchetti et al. 2006), vesti-
bulares laterais (Grandis et al. 2007) e da formacgéo
reticular da ponte (De Lahunta 1983) afetados nos ovinos
deste estudo, sdo os principais a emitir projecdes axonais
ao nivel da medula lombar em ruminantes. Outros neur-
nios motores superiores, como os do cortex cerebral mo-
tor, que nao apresentam essa caracteristica em ruminan-
tes (De Lahunta 1983), nao apresentavam alteracdes nes-
ses ovinos. Assim, os dados desse trabalho indicam que
0 comprimento dos axdnios seja uma caracteristica im-
portante na susceptibilidade dos neurdnios na doenca
causada por A. clavatus.
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Conforme observado por Kellerman et al. (1976), a
pesquisa de patulina na cultura utilizada na reproducéo
experimental no Ovino 3 foi negativa. Além disso, a admi-
nistracdo de patulina em camundongos, embora cause
sinais clinicos considerados semelhantes, causa lesbdes
restritas ao cortex cerebral (Capitaine & Bolouet 1974).
Da mesma forma como descrito anteriormente (Loretti et
al. 2003), nao foram observadas lesdes nas areas de
cortex cerebral avaliadas. Assim, a participacédo desta e
de outras micotoxinas no quadro clinicopatoldgico asso-
ciado a A. clavatus ainda necessita de comprovacao
(McKenzie et al. 2004). As lesGes musculares observa-
das nesses ovinos e em casos prévios (Kellerman et al.
1976, Gilmour et al. 1989, Loretti et al. 2003) foram leves
ou ausentes. A patogénese destas lesdes musculares ain-
da é indeterminada (Gilmour et al. 1989, Loretti et al. 2003,
El-Hage & Lancaster 2004).

Considerando a apresentagéo clinica da doenca cau-
sada por A. clavatus nos ovinos, o diagnéstico diferencial
deve incluir principalmente as sindromes tremorgénicas
causadas por Claviceps paspali, Stenocarpella (Diplodia)
maydis, Cynodon dactylon, Lolium perenne, Ipomoea
asarifolia e Phalaris spp., bem como as doencas de ar-
mazenamento lisossomal causadas pelo consumo de Sida
carpinifolia, Solanum fastigiatum var. fastigiatum e
Ipomoea carnea subsp. fistulosa. Devido a alguns ovinos
apresentarem lesbes musculares na histologia, o diag-
nostico diferencial deve também incluir as miopatias t6xi-
cas e nutricionais (Loretti et al. 2003, Barros et al. 2006).
Finalmente, as encefalopatias espongiformes também sao
importantes diferenciais devido as semelhancas clinicas
e histoldgicas, situagdes em que a imuno-histoquimica é
crucial para diferenciacéo inequivoca (Loretti et al. 2003,
Barros et al. 2006). Nos casos aqui apresentados a imuno-
histoquimica em cortes da medula oblonga ao nivel do
Obex de todos ovinos foram consistentemente negativas.
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