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The pathogenesis of the lesions of Ramaria flavo-brunnescens poisoning in cattle was
studied throughout the retrospective evaluation of selected tissues from nine spontaneous
and four experimental cases of the disease. The pathogenesis of lesions observed in the
tongue, esophagus, hoof, and tail was investigated analyzing microscopic lesions,
histochemical and histochemical-ultrastructural changes. Histochemical techniques utilized
were Masson’s Trichrome and Selective Oxidation of Keratin (SOK). The histochemical-
ultrastructural study was acomplished throughout the Swift method under transmission
electron microscopy. Hair shafts of the tip of the tail were analyzed under polarized light.
Lesions of varying degrees of severity were observed. All changes observed in the
keratinized structures studied, mostly in the hard keratin, showed defective keratinization.
The morphologic study and the results obtained with SOK and Swift techniques showed
that the defective keratinization results of low amounts of sulphur containing amino acids
(cystine) in hard keratin structures. This is probably the main pathogenetic mechanism of
the lesions observed in R. flavo brunnescens poisoning in cattle.

INDEX TERMS: Poisonous plants, mushroom poisoning, Ramaria flavo-brunnescens, cattle,

keratinization, veterinary pathology.

RESUMO.- O estudo da patogénese da intoxicacao pelo
cogumelo Ramatria flavo-brunnescens em bovinos foi rea-
lizado através da avaliagao retrospectiva de tecidos seleci-
onados de nove casos espontaneos e quatro casos expe-
rimentais. Para a investigacado da patogénese das lesdes
observadas na lingua, es6fago, casco e cauda, foram ava-
liadas as alteracdes histopatolégicas e aspectos
histoquimicos e histoquimico-ultra-estruturais das lesoes.

" Recebido em 18 de Fevereiro de 2009.
Aceito para a publicagdo em 10 de margo de 2009.
Parte da Dissertacdo de Mestrado do primeiro autor, bolsista do
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq).
2 Programa de Pos-Graduagao em Medicina Veterinaria, area de con-
centracao em Patologia Veterinaria, Centro de Ciéncias Rurais, Univer-
sidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS, Brasil.
3 Departamento de Patologia, UFSM, Santa Maria, RS 97105-900.
*Autor para correspondéncia: glaukommers @yahoo.com
4 Laboratério Regional de Diagndstico, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Cx. Postal 354, Pelotas, RS
96010-900, Brasil.

533

As técnicas histoquimicas utilizadas foram o Tricromico de
Masson e a oxidacao seletiva da ceratina (OSC). O estudo
histoquimico-ultra-estrutural foi realizado através da técni-
ca de Swift sob microscopia eletrénica de transmissao. Os
pelos da vassoura da cauda foram examinados sob mi-
croscopia de luz polarizada. Todas as altera¢des observa-
das nas estruturas ceratinizadas estudadas, mas especial-
mente nas que sofrem ceratinizacdo dura, revelaram de-
feitos na ceratinizacdo. Aliando ao estudo morfoldgico os
resultados obtidos através da técnica da OSC e da micros-
copia eletrénica/técnica de Swift pode-se associar os de-
feitos na ceratinizagdo a uma reducdo na quantidade de
aminoacidos sulfurados (cistina), principalmente nas es-
truturas que sofrem ceratinizagéo dura, sendo este prova-
velmente o principal mecanismo patogenético na intoxica-
¢ao por R. flavo brunnescens em bovinos.

TERMOS DE INDEXAGCAO: Plantas téxicas, intoxicagdo por
cogumelo, Ramaria flavo-brunnescens, bovinos, ceratinizagao,
patologia veterinaria.
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INTRODUCAO

A intoxicagéo por Ramaria flavo-brunnescens em bovinos
é atribuida ao consumo do cogumelo fresco e altamente
palatavel encontrado no solo de bosques de eucalipto (San-
tos et al. 1975). Na forma esponténea da intoxicacao, os
bovinos apresentam emagrecimento, sialorréia, e alisamen-
to e ulceracéo da superficie dorsal da lingua. Os pelos lon-
gos da vassoura da cauda se soltam facilmente quando
tracionados (Barros et al. 2006). Pode haver hiperemia do
rodete coronario e os animais relutam em se mover, fican-
do em decubito. Ha hiperemia da conjuntiva ocular, hifema
e opacidade da cérnea. Alguns animais perdem o revesti-
mento corneo dos cascos, dedos acessorios e chifres (San-
tos 1993). Lesbes semelhantes tém sido descritas nos ca-
sos experimentais (Santos et al. 1975, Kommers & Santos
1995, Schons et al. 2007)

As principais lesdes envolvem epitélios e especialmen-
te estruturas que sofrem algum grau de ceratinizacao dura
como papilas filiformes da lingua, pelos (principalmente
da vassoura da cauda) e o estrato laminar do casco
(Kommers & Santos 1995, Schons et al. 2007).

O principio toxico de R. flavo-brunnescens, ndo é total-
mente conhecido até o presente momento (Tokarnia et al.
2000). Ha duas hipoteses para a patogénese das lesdes
observadas na intoxicagdo pelo cogumelo em bovinos
(Kommers & Santos 1995) e em ovinos (Sallis et al. 2000).
A hipotese proposta para bovinos é de que o principio toxi-
co interfira no metabolismo dos amino&cidos sulfurados nos
ceratindcitos, principalmente da cistina, resultando no en-
fraquecimento da estrutura molecular da ceratina dura
(Kommers & Santos 1995). O mecanismo proposto para
0s ovinos é de que ocorram lesdes vasculares e isquémicas,
semelhantes as do ergotismo (Sallis et al. 2000).

Neste estudo, que avalia simultaneamente casos es-
pontaneos e experimentais da intoxicacao pelo cogumelo
em bovinos, teve-se o objetivo de analisar detalhadamente
as alteracdes morfoldgicas observadas na lingua, eséfago,
casco e cauda, bem como avaliar através de técnicas
histoquimicas e histoquimico-ultra-estruturais as altera-
cbes nas propriedades estruturais e quimicas da ceratina
dura nos tecido lesados, a fim confirmar ou nao o meca-
nismo patogenético proposto para a intoxicagao de bovi-
nos por R. flavo-brunnescens.

MATERIAL E METODOS

Para o estudo da patogénese da intoxicagéo por Ramaria flavo-
brunnescens foram utilizadas amostras provenientes de dois
surtos (total de 9 bovinos; surto A com 6 bovinos [Bovinos 1-6]
e surto B com 3 bovinos [Bovinos 7-9]) e de dois estudos
experimentais (total de 4 bovinos; estudo A com 3 bovinos
[Bovinos 13-15] e estudo B com 1 bovino [Bovino 16]). Dados
epidemioldgicos e clinico-patoldgicos dos casos espontaneos
foram publicados por Barros et al. (2006). Informacdes
semelhantes referentes a trés casos experimentais (estudo A)
foram publicadas por Schons et al. (2007).

As alteragbes clinicas e macroscoépicas foram brevemente
relatadas. Para a investigacao da patogénese das lesbes ob-
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Quadro 1. Dados de resenha dos bovinos e parametros
avaliados em tecidos selecionados dos casos de intoxicacao
espontanea por Ramaria flavo-brunnescens

Parametros avaliados
HE OSC Masson Polarizagao

Dados do animal
Numero Raga Sexo

Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Fémea
Fémea
Fémea

Idade

Mista
Mista
Mista
Mista
Mista
Mista
Mista
Mista
Mista
10 Mista
11* Mista
12*  Mista

1 ano
18 meses
19 meses
18 meses
18 meses
18 meses
22 meses
22 meses
22 meses

4 anos
2 anos
2 anos

©oOo~NOOOULAWN =

* Bovino controle; = parametro avaliado (em se¢des selecionadas de
lingua, es6fago, casco, cauda ou de hastes pilosas da vassoura da
cauda); HE = hematoxilina-eosina; OSC = oxidagao seletiva da
ceratina; Masson = Tricrdomico de Masson.

Quadro 2. Dados de resenha dos bovinos e parametros
avaliados em tecidos selecionados dos casos de intoxicacao
experimental por Ramaria flavo-brunnescens

Dados do animal Parametros avaliados

Nimero Raca Sexo Idade = HE OSC Masson Polarizagdo H-ME
13 Jersey Macho 9meses * o . - -
14 Jersey Macho 9meses o e . - -
15 Jersey Macho 9meses o o 3 - -
16 Mista Fémea 8 meses - - - . o
17* Jersey Macho 9meses ¢ - 3 - -

* Bovino controle; = parametro avaliado (em se¢des selecionadas de
lingua, es6fago, casco, cauda ou de hastes pilosas da vassoura da
cauda); - = parametro nao avaliado; HE = hematoxilina-eosina; OSC
= oxidacdo seletiva da ceratina; Masson = Tricromico de Masson; H-
ME = método histoquimico-ultra-estrutural.

servadas na lingua, es6fago, casco e pele da cauda, foram
avaliadas as alteracdes histopatolégicas e aspectos
histoquimicos e histoquimicos-ultra-estruturais em tecidos se-
lecionados. Dados de resenha dos bovinos e parametros ava-
liados sado apresentados no Quadro 1 (casos espontaneos) e
Quadro 2 (casos experimentais).

As amostras haviam sido fixadas em formol a 10% e
processadas rotineiramente para histopatologia. As técnicas
histologicas e histoquimicas deste estudo foram realizadas a
partir de blocos de parafina ja existentes ou de blocos
provenientes de novos encaminhamentos.

Foram avaliadas as alteragdes histopatoldgicas e aspectos
histoquimicos em sec¢bes de lingua (regido cranial), es6fago,
casco (estrato laminar) e pele da regido da vassoura da cauda.
Amostras dos mesmos tecidos estudados foram obtidas de
quatro bovinos (Bovinos 10, 11, 12 e 17) sem alteragdes nos
locais avaliados e utilizados como controles. Para o estudo
histopatoldgico, multiplas se¢des de lingua, es6fago, casco e
pele da regido da vassoura da cauda foram coradas pela
hematoxilina-eosina (HE).

O estudo histoquimico foi realizado em sec¢des da lingua,
casco e cauda através dos métodos de oxidagao seletiva da
ceratina (OSC) e do Tricrémico de Masson. A técnica da OSC
foi realizada de acordo com Pearse (1951), modificada por Lillie
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& Bangle (1954). Resumidamente, blocos de parafina contendo
segdes de lingua, casco ou cauda foram cortados em 5um. As
laminas foram desparafinizadas e posteriormente imersas em
solucdo oxidante de &acido peracético. Apds, as laminas foram
lavadas por 3 min em agua corrente e o reagente de Schiff foi
pingado sobre os cortes permanecendo sobre os mesmos por
30 min. As laminas foram lavadas em agua corrente quente por
10 min, desidratadas em alcodis, clarificadas em xilol e
montadas em resina sintética e laminulas. Para o Tricromico
de Masson utilizou-se o Kit EasyPath Tricrdmio de Masson com
azul de anilina (Erviegas, céd. EP-142051).

Foram avaliadas ultra-estruturalmente cuticulas de pelos da
vassoura da cauda de um bovino (Bovino 16), intoxicado
experimentalmente conforme metodologia descrita por Kommers
& Santos (1995). Resumidamente, num periodo de 15 dias, o
bovino recebeu oito administracdes de 20 g/kg de cogumelo
fresco. Para a determinacéo da regi@o dos pelos a ser avaliada
pela microscopia eletrénica de transmissao, antes da primeira
administracao (dia 0) os pelos da vassoura da cauda do Bovino
16 (de pelagem branca) foram pintados com tintura para cabelos
da cor castanho-escura, tomando-se o cuidado para que a tintura
atingisse a pele subjacente. Apds 40 minutos, a tintura foi
removida com agua e sabao glicerinado. Logo a seguir, foi colhida
por tragcdo a primeira amostra de pelos que serviu como controle.
Hastes de pelos também foram colhidas no 5°, 10° e 15° dias
subsequentes. Fragmentos de pelos colhidos nos dias 0, 5, 10 e
15 (cinco hastes com 2mm de comprimento) foram cortados
(localizagao conforme a Fig.1), embebidos em éter etilico por 24
horas (para desengordurar), desidratados em alcool absoluto (2
vezes de 30 minutos) e incluidos em resina epoxi. Cortes semi-
finos foram corados pelo azul de toluidina para exame em
microscopia de luz, visando selecionar os pelos para os cortes
ultra-finos. Cortes ultra-finos foram colocados em grades de ouro
sobre os quais aplicou-se a técnica de Swift (Swift 1967) para o
estudo histoquimico-ultra-estrutural do conteudo de cistina em
fotomicrografias (obtidas em microscépio Zeiss-EM 10) de se¢des
transversais das células cuticulares pilosas.

Para o exame polaroscdpico, pelos controle (dia 0) e colhidos
nos dias 5, 10 e 15 do bovino 16 foram fixados em lamina
histolégica com fita adesiva, deixando livre somente a parte
branca (nao corada pela tintura) que correspondia, no dia 0, a
porcéo do pelo que encontrava-se dentro do foliculo piloso. No
caso dos dias 5, 10 e 15, examinou-se a porgao inferior da
haste (que cresceu sob influéncia do principio téxico do
cogumelo, conforme a Fig.1). Hastes pilosas dos bovinos
intoxicados espontaneamente foram também avaliadas sob luz
polarizada.

RESULTADOS

A intoxicacao espontanea (surtos A e B) por Ramaria flavo-
brunnescens em bovinos cursou com alterac¢des clinico-
patolégicas que incluiram alisamento da superficie dorsal
da lingua, com perda das papilas filiformes e areas de
ulceracgéo, ulceragao esofagica e afrouxamento e queda
dos pelos, principalmente da vassoura da cauda. Nos
bovinos experimentais (estudos A), as altera¢des foram
semelhantes, porém mais brandas, ndo tendo sido obser-
vadas alteracdes esofagicas.

As principais altera¢des histopatoldgicas observadas
na lingua dos bovinos intoxicados, tanto espontaneamente
como experimentalmente envolveram a superficie dorsal.
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Fig.1. Representacao esquematica do crescimento dos pelos
do Bovino 16 durante o experimento com demonstracao da
area de colheita de material para microscopia eletronica de

transmissao (Técnica de Swift).

Mais frequentemente ocorreram adelgacamento do
epitélio, desaparecimento de papilas filiformes e ulcera-
cao multifocal associada a tecido fibrovascular subjacente.
Re-epitelizagéo, projegdes irregulares do epitélio para a
lamina propria, estratificagéo irregular do epitélio, forma-
cao de ceratina lamelar, ceratinizagéo individual e vacuo-
lizacao citoplasmatica de ceratindcitos também foram
observadas.

Uma alteracao presente em todos os casos foi 0 adel-
gacamento do epitélio da lingua, que em casos acentua-
dos tinha cerca de 1/3 da espessura do epitélio de uma
lingua normal. A diminui¢@o na espessura do epitélio dos
casos em que ndo havia ulceracao envolveu a totalidade
da superficie dorsal da lingua examinada. Porém, nos
casos com ulceragao, observou-se que o adelgacamento
era ainda mais pronunciado nas areas adjacentes as ul-
ceras.

Quanto as papilas filiformes, as lesdes variaram de
leve atenuamento até o desaparecimento total dessas
estruturas (Fig.2A e B). Observaram-se alteragcdes mor-
folégicas inicialmente na base das papilas com desorga-
nizacao dos ceratindcitos, muitos deles com vacuolos e
depdsitos eosinofilicos densos intracitoplasmaticos.

Pela técnica do Tricrdmico de Masson observou-se
alteracédo na coloragé@o das papilas filiformes (mudanca
da coloracdo de amarelo para vermelho) quando compa-
radas as linguas controle (Fig.3A, B). Observou-se
marcada redugéo na intensidade da coloracao da ceratina
dura do centro das papilas filiformes (mudanca de rosa-
forte para rosa-claro), evidenciada pela técnica de oxida-
cao seletiva da ceratina (Fig.4A e B).

Pesq. Vet. Bras. 29(7):533-544, julho 2009
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Fig.2. Papila filiforme lingual. (A) Papila normal (Bovino 10, controle). HE, obj.20x. (B) Papila atenu-

ada (Bovino 6). HE, obj.20x.

As ulceras foram freqlientemente observadas (7/12) e
eram focais, multifocais ou envolviam todo o epitélio dorsal.
Eram recobertas por variavel quantidade de fibrina e agre-
gados bacterianos basofilicos intralesionais e associadas
a infiltrado inflamatdério com predominio de neutrdfilos,
macréfagos, linfdcitos e tecido fibrovascular. O tecido
fibrovascular na lamina propria subjacente as regides ul-
ceradas era caracterizado por proliferacao de fibroblastos,
acumulo de coldgeno e numerosos vasos sanguineos

Fig.3. Papila filiforme lingual. Tricromico de Masson. (A aiI nor!

neoformados. Em muitas areas havia um epitélio estreito
(re-epitelizacao) recobrindo area de tecido fibrovascular.

Em muitas linguas (6/12) foram observadas projecoes
irregulares do epitélio para a lamina prépria. Nas extremi-
dades destas projecdes (que as vezes eram visualizadas
como ninhos desconectados do epitélio), em muitos ca-
s0s, havia ceratinizagéo lamelar central. Observou-se, oca-
sionalmente, estratificacéo irregular do epitélio lingual (Bo-
vinos 4 e 6). Nessas areas os ceratindcitos perdiam sua

§ '
mal (Bovino 10, controle): a por-

o™
>

¢ao central da papila (P) é corada de amarelo-brilhante. Obj.20x. (B) Papila atenuada (Bovino 6):
a papila € menor, corada de amarelo menos intenso (*) e ha areas centrais coradas em vermelho

(seta). Obj.20x.

Pesq. Vet. Bras. 29(7):533-544, julho 2009
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Fig.4. Papila filiforme lingual. Oxidacao seletiva da ceratina. (A) Papila normal (Bovino 10, controle):
a papila (P) é corada de rosa-forte. Obj.20x. (B) Resquicio de papila (Bovino 8): observa-se que
permanece apenas o resquicio da papila (*) corada em rosa-claro. Obj.20x.

orientagdo normal e formavam pequenos grupos em ar-
ranjo concéntrico (Fig.5A). Em metade das linguas anali-
sadas havia ceratinizacdo individual de células caracteri-
zada por ceratinécitos arredondados, circundados por um
halo claro, com citoplasma fortemente eosinofilico e nu-
cleo pequeno e hipercromatico (Fig.5B). Essas células eram
distribuidas aleatoriamente pelo epitélio, porém pareciam
mais abundantes na regido suprabasal. Ocasionalmente
havia ceratindcitos com vacuolos citoplasmaticos.

Todos os es6fagos analisados apresentaram algum
grau de reducdo na espessura epitelial, sendo, na maio-
ria dos casos, moderado (Fig.6A e B). Ulceracao foi um
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achado muito freqUente (6/12). As ulceras eram recober-
tas por fibrina, debris celulares e neutrdfilos integros e
degenerados. Em muitos locais foram observados agre-
gados bacterianos basofilicos intralesionais. Em areas
subjacentes as Ulceras havia graus variaveis de prolifera-
cao de tecido fibrovascular e re-epitelizagdo. Ocasional-
mente observou-se epitélio exibindo proje¢des irregula-
res para a submucosa e areas do epitélio com ceratindcitos
com morfologia alterada e vacuolizag¢&o.

Nos cascos em que havia lesbes (10/12) essas envol-
viam as laminas epidérmicas do estrato laminar que apre-
sentavam graus variaveis de fusao, encurtamento, multi-
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Fig.5. Epitélio dorsal lingual (Bovino 6). Hematoxilina-eosina. (A) Observa-se perda da orientagdo normal dos ceratindcitos
e formagdes concéntricas Obj.20x. (B) Observam-se ceratindcitos disceratéticos (setas); circundados por halo claro,
com citoplasma fortemente eosinofilico e nicleo pequeno e hipercromatico (seta). Obj.40x.
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Fig.6. Epitélio esofagico. Hematoxilina-eosina. (A) Epitélio normal (Bovino 10, controle). Obj.20x. (B) Redugéo expressiva

da espessura epitelial (Bovino 6). Obj.20x.

plas camadas de células nao-ceratinizadas no topo, ce-
ratinizacdo irregular e descontinua com persisténcia de
nucleos, ceratinizacao individual e vacuolizagdo de
ceratindcitos.

Fuséao de laminas ocorreu em metade dos cascos ana-
lisados, em qualquer nivel, no entanto foram mais comuns
no topo das laminas (Fig.7A e B). Da mesma forma, em
metade dos cascos avaliados observou-se encurtamento
de laminas epidérmicas.

Em muitos cascos havia maior nimero de camadas
de células no topo das laminas e muitos ceratindcitos
apresentavam alteragdes morfoldgicas como vacuoliza-
¢ao e acumulos citoplasmaticos eosinofilicos. Alteragbes
na ceratina laminar foram vistas em varios casos (8/12).
Estas alteracbes atingiram grupos de laminas sequenciais,
aleatdrias ou ocorreram em todo o fragmento de casco
analisado.

A partir da camada basal nas laminas epidérmicas,
havia uma desorganizac¢ao na disposicao dos ceratindcitos

L

4

-

]

e na sua diferenciagdo. Observavam-se varias camadas
de ceratinécitos, muitos deles vacuolizados, e auséncia
da ceratinizacdo ab-rupta do centro das laminas. Persis-
téncia de nucleos era observada em meio a ceratina for-
mada defeituosamente. Ceratinizagéo individual de célu-
las foi vista em muitos casos (7/12) e ocorreu por todo o
epitélio laminar mesmo em regides em que as alteracoes
descritas anteriormente ndo foram observadas.

Através do uso do Tricrémico de Masson observou-se
que a ceratina laminar defeituosa formada era irregular,
fragmentada ou em casos graves, reduzida a pequenos
segmentos ceratinizados (Fig.8A e B). A ceratina laminar
defeituosa, observada pela coloracéo de rotina, teve uma
reacdo muito fraca pela técnica da oxidagao seletiva da
ceratina, quando comparada a cascos hormais.

Muitos foliculos pilosos da cauda dos bovinos intoxi-
cados por R. flavo-brunnescens nao tinham haste de pelo
em seu interior (as vezes substituida por um plugue de
ceratina [ceratose folicular]) ou estavam em fase teldgena.

Fig.7. Regido laminar do casco. Hematoxilina-eosina. (A) Casco normal (Bovino 11, controle). Obj.20 x. (B) Fusédo do

topo das laminas epidérmicas (Bovino 6). Obj.10x.

Pesq. Vet. Bras. 29(7):533-544, julho 2009
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Fig.8. Regiédo laminar do casco. Tricromico de Masson. (A) Epitélio laminar normal (Bovino 11, controle). Observa-se a
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ceratina laminar continua corada em amarelo (cabegas de seta). Obj.20x. (B) Fragmentos de ceratina laminar apare-

cem em amarelo (setas) (Bovino 1). Obj.20x.

Virtualmente todos os foliculos pilosos e pelos apresen-
taram algum tipo de alteracdo. Nos casos de intoxicacédo
experimental (Bovinos 13, 14 e 15), as alteragdes obser-
vadas foram mais sutis que na intoxicagao espontanea.
As alteragdes morfolégicas nos foliculos pilosos, na
maioria dos casos, eram moderadas a severas e envol-
veram tanto a bainha radicular externa (BRE) quanto a
bainha radicular interna (BRI). Muitos foliculos tinham os
contornos internos e externos alterados e ocasionalmen-
te havia espessamento da bainha radicular fibrosa. Em
um grande numero de foliculos observou-se que a BRE
estava espessada e as células eram desalinhadas (Fig.9A
e B). Nesta estrutura, a ceratinizagéo individual de célu-
las e ceratindcitos com vacuolos claros intracitoplasmati-
cos foi um achado muito constante. Como na BRE, as

- Pt == s

alteracdes na BRI foram muito freqlentes. Na maioria dos
casos se caracterizaram por arranjo irregular de células,
células desintegradas e finalmente, degeneracgéo total da
estrutura (Fig.9A e B).

Em relacdo as alteragdes nas hastes pilosas, estas
variaram de pelos com alteragdes leves nos casos expe-
rimentais a pelos com contornos irregulares, extremamen-
te tortuosos e desintegrados nos casos de intoxicagdo
esponténea. Nos casos de alteracdes pilosas acentua-
das, a identificagéo da haste muitas vezes se tornou difi-
cil pela coloragéo de rotina. Nestes casos, a haste pilosa
foi melhor visualizada através da técnica do Tricrbmico
de Masson, na qual hastes e fragmentos de pelo coraram
irregularmente de amarelo. Quando aplicada a técnica da
OSC, os pelos dos bovinos intoxicados demonstraram

-

Fig.9. Foliculos pilosos da pele da regi@o da vassoura da cauda. Hematoxilina-eosina. (A) Foliculo piloso (bainha radicular
externa [BRE] e bainha radicular interna [BRI]) e pelo (P) normais (Bovino 12, controle). Obj10x. (B) Desorganizagédo
das células da BRE, BRI degenerada e pelo (P) desintegrado (Bovino 1). Obj.40x.
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Fig.10. Foliculos pilosos e pelos da pele da regiao da vassoura da cauda. Oxidagao seletiva da ceratina. (A) Corte
transversal de pelo normal (Bovino 12, controle): o pelo € homogeneamente corado de rosa-forte. Obj.20x. (B) Corte
de pelo (Bovino 8): ha fragmentos de pelo corados de rosa-claro. Obj.20x.

uma redugao expressiva na intensidade da coloragéo e
foram identificados como estruturas coradas de rosa-cla-
ro, enquanto os pelos normais de bovinos controle se co-
raram de rosa-forte (Fig.10A e B).

Nas hastes de pelos coletadas dos bovinos intoxica-
dos espontaneamente e do Bovino 16 (experimental), e
observadas em microscopia de luz polarizada, havia alte-
racdes tanto morfolégicas quanto no padrao de
birrefringéncia. Quanto a morfologia, havia hastes de pelo
com contornos irregulares (Fig.11A e B), tortuosas e on-
duladas. Em alguns casos observou-se tor¢do longitudi-

N

nal do eixo da haste pilosa (Fig.11C). Em relacédo a
birrefringéncia, os pelos afetados apresentaram polariza-
¢ao irregular ou ausente em algumas areas, quando com-
parados aos pelos controle, nos quais a polarizagao era
uniforme.

No experimento realizado com o Bovino 16 foi demons-
trado que nos cinco primeiros dias do experimento a taxa
de crescimento dos pelos foi de aproximadamente 0,6mm/
dia (totalizando 3mm de pélo que cresceu apds o inicio
da administragdo do cogumelo) e que a partir do 5° dia os
pelos eram arrancados facilmente ao ser efetuada uma

Fig.11. Alteragbes nas hastes pilosas de bovinos intoxicados por Ramaria flavo-brunnescens. Exame polaroscopico,
0bj.20x. (A) Haste pilosa normal (Bovino 16, no dia 0): a haste tem contornos e didametro regulares; além disso, ha uma
variagao gradual nas cores. (B) Haste pilosa com area achatada sem polarizagao (*) (Bovino 7). (C) Haste pilosa com
torcao longitudinal do eixo (Bovino 16, no dia 5).
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Fig.12. Fotomicrografia eletrdnica das células cuticulares pilo-
sas dos pelos da vassoura da cauda do Bovino 16 intoxica-
do experimentalmente por Ramatria flavo-brunnescens. Téc-
nica de Swift sob microscopia eletrénica de transmisséo.
(A) Dia 0: as células cuticulares nao apresentam alteracdes.
Aumento 30.000x. (B) Dia 15: observa-se acentuada irre-
gularidade da exocuticula (cabeca de seta), com inclusées
cistina-positivas, arredondadas ou irregulares (seta) na
endocuticula. Aumento 37.500x.

leve tracdo. Nesta etapa, notou-se que nas hastes pilo-
sas havia apenas fragmentos de BRI aderidos. Nos dias
10 e 15 as medidas do comprimento dos pelos permane-
ceram inalteradas e neste periodo os fragmentos de BRI
aderidos as hastes se tornaram mais escassos ou ausen-
tes.

O exame da cuticula pilosa do Bovino 16, através da
técnica de microscopia eletronica de transmissao com o
uso da técnica de Swift, revelou marcada modificacao na
morfologia da exocuticula, porém, as alteragcdes foram
minimas ou ausentes na camada A da exocuticula. Foi
observada irregularidade da exocuticula e inclusdes anor-
mais de cistina no interior da endocuticula (Fig.12A e B).

DISCUSSAO

Alguns estudos tém descrito as alteragdes macroscopi-
cas e microscopicas na intoxicacdo por Ramaria flavo-
brunnescens em animais domésticos, porém poucos tra-
balhos tiveram também como objetivo investigar (Kom-
mers & Santos 1995, Salllis et al. 2000, Schons et al. 2007)
ou discutir (Barros et al. 2006) a patogénese das lesoes.

Neste estudo, a patogénese da intoxicacéo foi
investigada através da revisdo de casos espontaneos e
experimentais pela histopatologia e por métodos auxilia-
res na avaliagdo de defeitos da ceratinizagéao na lingua,
esobfago, casco e cauda. Nos bovinos intoxicados experi-
mentalmente, as lesées foram mais brandas, quando com-

paradas as presentes nos casos espontaneos. Observa-
cao semelhante havia sido feita anteriormente (Kommers
& Santos 1995). Explicagdes para esta diferenca na in-
tensidade das lesbes estao provavelmente relacionadas
com as caracteristicas de termolabilidade e volatilidade
relatadas para o principio toxico (Bauer et al. 1966, Fidal-
go & Fidalgo 1970, Kommers 1993, Sallis et al. 2004).
Foram observadas varia¢des na toxicidade do cogumelo
em diferentes anos nos mesmos locais (Sallis et al. 2000),
bem como diferengas na toxicidade do cogumelo apds
periodos intensamente chuvosos. Possiveis diferengas na
suscetibilidade individual dos animais intoxicados também
tém sido aventadas (Schons et al. 2007).

Na lingua, a grande maioria das altera¢des histopato-
I6gicas observadas demonstrou defeitos na ceratinizagéo,
tais como desaparecimento das papilas filiformes, adel-
gacamento, estratificacao irregular, ceratinizagao lamelar
focal e ceratinizacao individual de células (disceratose)
no epitélio de revestimento dorsal.

As alteracdes relacionadas a ceratinizacdo das papi-
las filiformes da lingua dos bovinos deste estudo, estrutu-
ras que normalmente sofrem ceratinizacdo dura (Banks
1991), puderam ser melhor observadas através da técni-
ca do Tricrébmico de Masson. Ao utilizar a técnica do Tri-
cromico de Masson nas linguas controle deste estudo,
observou-se que a ceratina mole corava em vermelho e
que a ceratina dura das papilas filiformes corava em ama-
relo. A mesma coloracdo amarela foi observada na
ceratina dura do casco e nos pelos da cauda dos bovinos
controles. Desta forma, além de ter sido uma ferramenta
muito Util para diferenciar os tipos de ceratina, os defeitos
na ceratinizacao dura também puderam ser melhor ca-
racterizados. A coloracdo amarela das estruturas que
sofrem ceratinizagéo dura esté provavelmente relaciona-
da com a presenca do acido picrico no protocolo de Tri-
cromico de Masson utilizado, pois as substancias cornifi-
cadas demonstram grande afinidade por esse acido
(Fernandes 1949), o qual nem sempre esta presente nas
variagbes desta técnica. Com o uso desta técnica ficou
evidente que nas papilas filiformes remanescentes ha
desestruturacdo e menor quantidade de ceratina dura.

Quando a técnica da oxidacao seletiva da ceratina
(OSC), a qual revela o conteudo de cistina, principalmen-
te na ceratina dura onde este é maior (Pearse 1951, Lillie
& Bangle 1954), foi aplicada as papilas filiformes linguais,
a intensidade da coloracao foi muito fraca, ficando evi-
dente que ha um baixo conteudo de cistina na ceratina
dura das papilas filiformes dos bovinos intoxicados.

Quanto a espessura epitelial, houve redugéo em to-
das as linguas e es6fagos analisados. O adelgagamento
na espessura do epitélio lingual havia sido descrito na
intoxicagao espontanea (Barros et al. 2006) e na experi-
mental (Kommers & Santos 1995, Schons et al. 2007).
Entretanto, o adelgacamento na espessura do epitélio
esofagico, visto em todos os bovinos deste estudo, néo
havia sido relatado na literatura consultada. Chamou a
atencéo o fato de que a reducao na espessura do epitélio
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foi mais dramatica nas areas adjacentes as Ulceras, es-
pecialmente no epitélio lingual. O atrito ao epitélio lesado
e a infecgao bacteriana secundaria possivelmente contri-
buem para o desenvolvimento das ulceras.

Algumas explicacdes tém sido propostas para justifi-
car o adelgacamento epitelial lingual. Por um lado pen-
sou-se na possibilidade de uma interferéncia na multipli-
cagao dos ceratinécitos linguais (Kommers & Santos
1995). Analises do ciclo celular revelaram que a cisteina/
cistina estimula a proliferacao celular em varias células
(Noda et al. 2002). Vale lembrar que a cistina é o resulta-
do da oxidacao de duas cisteinas, com formacao de pon-
tes dissulfeto (Lehningher 1978). Como se acredita que
haja interferéncia no metabolismo da cistina na intoxica-
¢ao por R. flavo-brunnescens (Kommers & Santos 1995),
como sera discutido posteriormente, esta possibilidade
permanece plausivel. Schons et al. (2007) tentaram con-
firmar esta teoria através de imunomarcagédo com Ki-67
(uma proteina que detecta células em proliferagao), po-
rém seus resultados foram inconclusivos devido ao redu-
zido numero de amostras analisadas. Por outro lado foi
discutida também a possibilidade de que haveria um mar-
cado desgaste epitelial relacionado as alteracdes dege-
nerativas observadas no epitélio dorsal da lingua (Schons
et al. 2007). Esta hipdtese, também plausivel, esta base-
ada em achados de microscopia eletronica (Barros 2005,
Schons et al. 2007), nos quais se observou diminuigao
nos tonofilamentos dos ceratindcitos da camada espinho-
sa, talvez contribuindo para o aumento dos espacos in-
tercelulares, facilitando uma diminuicdo da adesao entre
os ceratindcitos com posterior desprendimento dos mes-
mos (Schons et al. 2007).

O tipo de avaliagdo morfoldgica realizada neste estu-
do confirmou a ocorréncia do adelgacamento epitelial lin-
gual, porém n&o contribuiu para determinar sua origem.
Alteragdes como estratificagao irregular do epitélio asso-
ciadas a ceratinizagao individual de células ou de peque-
nos grupos de ceratindcitos no epitélio oral podem indicar
disturbios na maturacao celular (Morgan 1992). Da mes-
ma forma, a presenca de grande numero de ceratindcitos
disceratdticos também € associada a alteragdes no pro-
cesso de ceratinizacdo, uma vez que é um achado
indicativo de defeito na diferenciacao epitelial (Yager &
Wilcock 1994).

Na intoxicagéo espontanea pelo cogumelo, tem sido
relatada a hiperemia do rodete coronario, podendo ocor-
rer perda do revestimento cérneo dos cascos (Santos
1993). Nos casos experimentais as lesdes macroscopi-
cas geralmente limitaram-se a hiperemia do rodete
coronario (Kommers & Santos 1995) ou ndo havia altera-
¢cbes (Schons et al. 2007). Nos cascos dos bovinos aqui
revisados havia somente alteragdes histoldgicas, obser-
vadas no estrato laminar. Estas se caracterizavam por
graus variaveis de fusdo, encurtamento, multiplas cama-
das de células nao-ceratinizadas no topo, ceratinizacao
irregular e descontinua com persisténcia de nucleos, ce-
ratinizac&o individual e vacuolizacéo de ceratinécitos das
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laminas epidérmicas. Todas estas alteragdes revelam
defeitos na ceratinizagéo, os quais foram confirmados
pelas técnicas de Tricrdmico de Masson e OSC, confor-
me discutido para a lingua.

Uma das alteracbes mais consistentemente observa-
das tanto nos casos espontaneos (Barros et al. 2006) como
nos experimentais foi o afrouxamento e queda dos pelos
da vassoura da cauda (Kommers & Santos 1995, Schons
et al. 2007), constituindo-se num dos achados mais ca-
racteristicos desta intoxicacdo. Lesdes semelhantes as
da intoxicacéo pelo cogumelo, principalmente as que en-
volvem a cauda e o casco, foram descritas na intoxicacédo
cronica por selénio (alkali disease) em bovinos (O’Toole
& Raisbeck 1995). Nas analises publicadas até o momen-
to, ndo foram observados niveis téxicos de selénio no
cogumelo (Freitas et al. 1966) nem em tecidos de ani-
mais intoxicados (Bauer et al. 1966). Vale salientar que
essas analises do conteudo de selénio foram realizadas
h& mais de 40 anos.

Em sec¢0es histolégicas da regiao da vassoura da cau-
da dos bovinos deste estudo, as alteracdes puderam ser
divididas, em lesdes na parede folicular (bainhas radicu-
lar externa [BRE] e interna [BRI]) e naquelas que envol-
veram os pelos propriamente ditos. As alteracbes obser-
vadas no epitélio folicular, como desorganizagéo e desa-
linhamento das células da BRE, a semelhanca do que é
visto no epitélio lingual, podem indicar disturbios na ma-
turacao celular (Morgan, 1992). Da mesma forma, a pre-
senca de grande numero de células disceratdticas indica
defeito na diferenciagao epitelial (Maruyama et al. 1994).
Alteracdes foliculares (telogenizacdo, ceratinizagao,
disceratose) semelhantes as descritas nos bovinos deste
estudo também foram relatadas na alkali disease (AD)
em bovinos (O'Toole & Raisbeck 1995). Na patogénese
proposta para a AD, devido a semelhanca quimica entre
o selénio (Se) e o enxofre (S), acredita-se que as lesdes
epiteliais resultem da substituicdo do S pelo Se nos resi-
duos de cisteina nas proteinas ricas em enxofre, com
consequente enfraquecimento das ligacdes dissulfeto
(Traub-Dargatz et al. 1986, O’'Toole & Raisbeck 1995).

Numa andlise comparativa das lesoes foliculares com
as pilosas, observaram-se indicios de que as duas se
sobrepde, de forma que as alteragées na morfologia do
pelo possam ser resultantes tanto de defeitos no proprio
pelo quanto decorrentes de uma parede folicular defeitu-
0sa, que modela em seu interior um pelo deformado. Numa
alteragcéo rara em humanos conhecida como pili torti, na
qual sdo observadas alteracdes foliculares semelhantes
as vistas na intoxicagao de bovinos por R. flavo-
brunnescens, irregularidades da estrutura da BRE podem
ter como consequéncias deformidades sequenciais da BRI
e do pelo, que dependendo do nivel folicular nao estao
totalmente ceratinizados (Maruyama et al. 1994).

Nas secdes histoldgicas, as principais alteragdes nas
hastes pilosas demonstraram contornos irregulares, tor-
tuosidade e desintegracédo da haste. Nas hastes pilosas
desintegradas foi possivel identificar, pela técnica do Tri-
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crémico de Masson, somente fragmentos de hastes pilo-
sas coradas em amarelo, indicando ceratinizacdo dura
defeituosa. Pela técnica da OSC, observou-se redugao
expressiva na coloragao das hastes, confirmando a redu-
¢ao na quantidade de cistina, como descrita para as papi-
las filiformes e para as laminas epidérmicas do casco.

O exame polaroscopico dos pelos permitiu uma boa
identificacao das alteragdes morfoldgicas e, adicionalmen-
te, das alteragbes no padrao de birrefringéncia dos pelos.
Muitas alteragdes morfologicas observadas nos pelos dos
bovinos deste estudo foram semelhantes a condi¢des que
envolvem algum tipo de defeito relacionado a ceratiniza-
cao descrita em humanos. Dentre elas destacam-se on-
dulacado, achatamento e tor¢do de hastes (Masaaki et al.
1984, Maruyama et al. 1994, Pereira 1997, Weedon 2002,
Whiting & Dy 2006). Nos pelos dos bovinos intoxicados
por R. flavo-brunnescens as alteragdes no padrao de
birrefringéncia (segmentos com auséncia de polarizacédo)
sao observadas nas areas suprabulbares, corresponden-
do a porgao do pelo que cresceu sob influéncia do princi-
pio toxico do cogumelo, e provavelmente refletem a re-
ducdo do aminoacido cistina detectada nos pelos pela
técnica da OSC nas sec¢des histoldgicas da cauda.

O exame da cuticula pilosa do Bovino 16, através da
microscopia eletrénica de transmissdo com o uso da téc-
nica de Swift (Swift 1967), revelou marcada modificagao
na morfologia da exocuticula, porém, as alteragdes foram
minimas ou ausentes na camada A da exocuticula. Foi
observada irregularidade da exocuticula e inclusdées anor-
mais de cistina no interior da endocuticula. A técnica de
Swift (Swift 1967), sob microscopia eletrbnica de trans-
missao, é considerada como um método histoquimico
especifico para a detec¢do do S presente no aminoacido
cistina, havendo uma correlacao estequiométrica positi-
va entre a intensidade da coloragéo e a concentragcéo de
S presente. Na cuticula de cabelos tricotiodistroficos, as
camadas A e a exocuticula podem estar ausentes ou
descontinuas e glébulos de material eletrodenso (inclu-
sOes cistina-positivas anormais) podem ser identificados
na camada A e no interior da endocuticula (Gummer et al.
1984, Khumalo et al. 2005), como vistas na endocuticula
do Bovino 16. A tricotiodistrofia (TTD) é uma doenca ge-
nética rara que acomete humanos e leva a formacgéao de
cabelos frageis, com didmetro e contornos irregulares,
sendo associada a sintese anormal de proteinas ricas em
enxofre, especialmente de cistina (Price et al. 1980, Itin &
Fistarol 2005). Apesar de nao terem sido observadas al-
teragcdes na camada A da exocuticula no Bovino 16, as
demais alteragdes sdo muito semelhantes as vistas na
TTD, permitindo mais uma vez inferir que as alteragcdes
pilosas vistas na intoxicacédo pelo cogumelo estéo relaci-
onadas a um baixo conteuido de cistina.

Em todos os tecidos avaliados nao foram observa-
das lesbes que corroborem com a patogénese proposta
para a intoxicagéo por R. flavo-brunnescens em ovinos,
onde a doenca foi comparada ao ergotismo (Sallis et al.
2000).

CONCLUSAO

Através deste estudo concluiu-se que a patogénese das
lesbes epiteliais na intoxicagdo por Ramaria flavo-
brunnescens em bovinos envolve disturbios na ceratini-
zacao mole e dura (principalmente), ligados possivelmente
a proliferacéo, diferenciacao e maturacao de ceratinécitos,
induzidos por marcada reducéo na cistina. As ulceracdes
observadas na lingua e eséfago devem-se ao epiteliotro-
pismo do principio téxico do cogumelo, com consequiente
adelgacamento do epitélio de revestimento e ulceracoes
pelo atrito e infeccdo bacteriana secundaria.
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