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ABSTRACT.- Cunha P.H.J., Bandarra P.M., Dias M.M., Borges A.S. & Driemeier D. 2010.
[Outbreak of polioencephalomalacia in cattle consuming high sulphur diet in Rio Grande
do Sul, Brazil.] Surto de polioencefalomalacia por ingestao excessiva de enxofre na dieta em
bezerros no Rio Grande do Sul. Pesquisa Veterindria Brasileira 30(8):613-617. Departamento
de Medicina Veterinaria, Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Goias, Campus
Samambaia, Cx. Postal 131, Goiénia, GO 74001-970, Brazil. E-mail: phcunhavet @yahoo.com.br

An outbreak of polioencephalomalacia in cattle caused by ingestion of high sulphur diet, in
Rio Grande do Sul, Brazil is described. One group of 30 calves was kept in Italian ryegrass
(Lolium multiflorum) pasture and supplemented with concentrate and minerals. Six calves
died, necropsy was performed in two of them and liver samples (for lead determination) and
fragments of central nervous system were collected. Clinical and neurological examination
was performed in one calf and confirmed brain involvement. Sulphur content on dietary
components and water, ruminal hydrogen sulfide production in five calves of the same group
and PCR from formalin-fixed paraffin-embedded cerebral tissues to detect bovine herpesvirus
5 DNA was perfomed. The total sulphur intake was 0.38% dry matter and the values of ruminal
sulfide concentration ranged from 1,000 to 2,500ppm. Lead It was not detected in the liver
samples and PCR was negative for bovine herpesvirus 5. The brain lesions were characterized
by laminar neuronal necrosis. The clinical signs of cerebrocortical syndrome associated with
high ruminal sulfide values, elevated intake of dietary sulphur and histological lesions confirmed

that the excess of sulphur caused the polioencephalomacia in these calves.

INDEX TERMS: Cerebrocortical necrosis, diagnostic, ruminal hydrogen sulfide.

RESUMO.- Neste trabalho descreve-se surto de polioence-
falomalacia em bovinos decorrente da ingestao de dietacom
excessiva concentracao de enxofre em uma propriedade no
Rio Grande do Sul. O lote era composto por 30 bezerros,
mantidos em um piquete com azevém (Lolium multiflorum) e
suplementados com rac¢éo e sal mineral. Seis bezerros mor-
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reram e dois deles foram necropsiados; amostras de tecido
hepéatico para dosagem de chumbo e fragmentos do sistema
nervoso central para histopatoldgico foram colhidos. Um dos
bezerros foi examinado antes da morte e sinais neuroldgicos
encefdlicos foram constatados. Foi estabelecido o teor de
enxofre nos componentes da dieta e agua, a produgéo de
sulfeto de hidrogénio ruminal em cinco bovinos do mesmo
lote e realizada PCR de um bloco de parafina para deteccao
de DNA do herpevirus bovino tipo 5. O consumo total de
enxofre foi de 0,38% da matéria seca fornecida aos animais
e as dosagens de sulfeto de hidrogénio ruminal em animais
do mesmo lote variaram de 1.000 a 2.500ppm. Os achados
histopatolégicos indicaram necrose laminar do coértex cere-
bral. Nao foi detectado chumbo na amostra de tecido hepati-
co e nao foi identificado DNA do herpesvirus bovino tipo 5 no
encéfalo. O quadro clinico de sindrome cerebrocortical asso-
ciado aos elevados valores do sulfeto de hidrogénio ruminal,
alta ingestao de enxofre na dieta e os achados histopatolégi-
cos permitem estabelecer o excesso de enxofre como cau-
sador da polioencefalomalacia.
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TERMOS DE INDEXAGAO: Necrose cerebrocortical, diagnds-
tico, sulfeto de hidrogénio.

INTRODUCAO

A polioencefalomalacia (PEM) é uma alteragéo morfoldgi-
ca caracterizada por amolecimento (malacia) da substan-
cia cinzenta (polio) do encéfalo. A primeira descricao da
PEM foi relatada por Jensen et al. (1956) e durante os 25
anos subsequentes, a etiologia foi atribuida a deficiéncia
de tiamina (Gould 2000). Porém, pesquisas tém indicado
que os achados clinicos e histopatolégicos séao similares
entre as diversas causas de PEM (Gould 2000, Burgess
2008, Sant'Ana et al. 2009a,b).

A associacao entre dietas com alto teor de enxofre e a ocor-
réncia de PEM em bovinos foi confirmada por varios autores,
tanto naforma de surtos (Coghlin 1944, Dickie etal. 1979, Raisbeck
1982, Hibbs & Thilsted 1983, Haris 1987, Beke & Hironata 1991,
Hamlen et al. 1993, Jeffrey et al. 1994, Bulgin et al. 1996, Low et
al. 1996, McAllister et al. 1997, Niles et al. 2000, Traverso et al.
2001, Haydock 2003, Kul etal. 2006, McKenzie et al. 2009) ou por
indugdes experimentais (Mella etal. 1976, Sager etal.1990, Gould
etal. 1991, McAllister etal. 1992, Cummings etal. 1995 Gould etal.
1997, Niles et al. 2002, Loneragan et al 2005, Cunha et al., 2008).

No Brasil, com excecado de um relato de PEM no Rio
Grande do Sul (Traverso et al. 2001), as demais descri-
¢cbes em diversos Estados brasileiros (MS, SP, RS, MG,
GO, MT, PE, PB, PA), nao estabeleceram a participagao
do enxofre na etiologia desta encefalopatia em bovinos a
pasto (Lima et al. 2005).

A forma mais adequada de diagnosticar PEM causada
por enxofre é a determinagao do teor de enxofre na dieta e
na dgua associada a dosagem da concentragéo do sulfeto
de hidrogénio ruminal (Gould 2000). Todas essas informa-
¢cOes associadas aos achados de necropsia e histopatolo-
gia permitem estabelecer a participacao do enxofre nos ca-
sos de PEM, bem como auxiliar no diagnéstico diferencial
de outras causas de encefalopatias (Barros et al. 2006).

Este artigo relata um surto de polioencefalomalacia
em bezerros no Rio Grande do Sul, descrevendo as alte-
ragOes clinicas, os resultados da dosagem do sulfeto de
hidrogénio ruminal, o consumo total de enxofre na dieta e
na agua e os achados histopatologicos.

MATERIAL E METODOS

Dados epidemioldgicos e sinais clinicos da enfermidade
foram obtidos com o proprietario e o médico veterinario que
atendia o rebanho em uma propriedade localizada a 100
km de Porto Alegre, Rio Grande do Sul.

O lote de bovinos afetados era constituido por 30 bovinos
da raca Red Angus, com idade variando de 10 a 12 meses,
pesando aproximadamente 200 kg e criados em sistema de
semi-confinamento, mantidos em um piquete com azevém
(Lolium multiflorum.) e suplementados com 1% PV de ragédo
comercial® e sal mineral’.

As amostras do azevém foram colhidas em diferentes pontos
do piquete e as determinag¢des da concentragao do enxofre nesta
forragem (2.300mg/kg), na ragéo (2.550mg/kg) e no suplemento
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mineral (13.500mg/kg) foram realizadas no Instituto Campineiro
de Andlise de Solo e Adubo Ltda. As dosagens de enxofre na
agua do bebedouro (2,4mg/L) foi realizada no Laboratdrio de
Nutricdo Mineral de Plantas e de Fertilizantes e Corretivos da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da Unesp-Botucatu.

A técnica da dosagem de sulfeto de hidrogénio (gas sulfi-
drico ou H,S) ruminal utilizada foi adaptada de Gould et al.
(1997) com as modificagbes descritas a seguir. Inicialmente
foi realizada a tricotomia da fossa paralombar esquerda e
anti-sepsia com iodopovidona (PVPI), sendo que a puncao
ruminal foi realizada no ponto médio da por¢cao mais dorsal
da fossa paralombar esquerda utilizando-se agulha do cate-
ter intravenoso 14G sem a canula externa de teflon. Em se-
guida, foi encaixado ao conector da agulha um equipo
intravenoso com 15 cm de comprimento, cortando e despre-
zando-se a extremidade com o gotejador. A ponta cortada do
equipo adaptado foi acoplada ao tubo colorimétrico® de do-
sagem de gas sulfidrico, que ja estava previamente inserido
na bomba manual de vacuo®. As mensuragdes foram realiza-
das de acordo com o manual do fabricante da bomba de
vacuo, padronizando em 100mL de gas para valores entre
1.000 e 40.000ppm de sulfeto de hidrogénio com tempo de
amostragem de 1,5 minutos.

Em um bovino foi realizado exame fisico geral e especifico
do sistema nervoso central de acordo com Dirksen et al. (1993).

Dois bovinos foram necropsiados, um apds a morte natu-
ral e outro eutanasiado in extremis. Amostras de tecido hepa-
tico foram coletadas para dosagem de chumbo, enquanto
fragmentos encefalicos (por¢cdo caudal do telencéfalo, o
talamo, o vermix do cerebelo e a porgéo final do tronco
encefalico) foram congelados e encaminhados para exame
de imunofluorescéncia direta para diagndstico diferencial de
raiva. As porgdes restantes do telencéfalo, do cerebelo, o
tronco encefalico e o monobloco contendo os ganglios do
trigémio e a “rede mirabile” foram fixados em formol a 10%
para realizacdo do exame histopatoldgico para diagndstico
diferencial das encefalopatias. Posteriormente, foi separado
um bloco de parafina de uma regidao do encéfalo que apre-
sentava lesdo sugestiva de PEM para realizar a técnica da
PCR para deteccao do DNA do herpesvirus bovino tipo 5. A
extracdo do DNA dos blocos de parafina foi realizada com
DNA FFPE Tissue kit'® e a técnica da PCR foi realizada se-
gundo protocolo estabelecido por Claus et al. (2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Seis bovinos morreram, em um intervalo de 10 dias, apre-
sentando manifestacéo clinica caracterizada por apatia,
anorexia, incoordenagao motora, cegueira, opistétono, mo-
vimentos de pedalagem, coma e morte 48-72 horas apos o
surgimento dos primeiros sinais clinicos. Esses sinais ob-
servados indicaram quadro de sindrome cerebrocortical nos
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bovinos (Borges et al. 1999) e foram semelhantes aos re-
latados por Rousseaux et al (1991), McAllister et al. (1992),
Jeffrey et al (1994), Gould (2000), Burgess (2008), SantAna
et al. (2009a,b). No estudo retrospectivo realizado por
Sant'Ana et al. (2009a), o curso clinico da maioria dos ca-
sos de PEM variou de dois a quatro dias, semelhante ao
observado nestes animais.

Dois bovinos foram necropsiados e apresentaram ma-
croscopicamente hemorragias no tecido subcutéaneo e cé-
rebro levemente amarelado com diminui¢é@o das circunvo-
lucdes. A tumefacdo com achatamento das circunvolugdes
cerebrais foi também descrita por Jensen et al. (1956),
Jeffrey et al. (1994), Nakazato et al. 2000, Lemos (2005) e
Sant‘Ana et al. (2009a,b) nos casos de PEM.

O exame macroscoépico sob aplicacao da luz ultravio-
leta no comprimento de 365 nm foi realizado e em deter-
minados segmentos transversais do cortex cerebral ob-
servou-se a autofluorescéncia, indicando que as lesdes
eram sugestivas de PEM (Gould 2000).

Na microscopia havia necrose laminar do cértex cere-
bral associado a edema perivascular e perineuronal e
neurdnios vacuolizados, enrugados, de aspecto angular
e com citoplasma eosinofilico. As alterac6es histoldgi-
cas observadas no encéfalo dos bovinos afetados por
PEM neste surto foram muito semelhantes aos descritos
por outros autores em casos de PEM causado por ingestéao
excessiva de enxofre (Jensen et al. 1956, Jeffrey et al.
1994, Nakazato et al. 2000, Lemos 2005, Barros et al.
2006, Sant‘Ana et al. (2009a,b).

Em relacdo ao consumo de enxofre pelos bovinos, consi-
derou-se que um animal pesando 200 kg teve uma ingestao de
matéria seca equivalente a 2,5% do peso vivo, divididos em 2
kg de racéo (1% peso vivo) e 3 kg do azevém, sendo estimado
um consumo de 2.400mg de enxofre por kg de matéria seca.
A ingestao do suplemento mineral foi estabelecida em 0,1 kg
por dia, acarretando um consumo de enxofre de 1.350mg/kg.
Para estabelecer o consumo de enxofre na agua foi estabele-
cido, de acordo com Winchester & Morris (1956), que um bovi-
no de 200 kg mantido em temperatura ambiente de 28°C deve
ingerir 26 litros de agua por dia, totalizando uma ingestao de
62,4mg de enxofre por dia por animal. A soma da concentra-
¢ao de enxofre nas diversas fontes (ragéo, volumoso, suple-
mento mineral e agua) totalizou um consumo de aproximada-
mente 3.800mg/kg na matéria seca, indicando ingestao ex-
cessiva de enxofre, visto que, Klasing et al. (2005) recomen-
dam consumo de 1.500mg/kg para gado de corte; de acordo
com esses autores, concentracdes de enxofre acima de
3.000mg/kg na matéria seca, como estimada neste surto,
podem ocasionar PEM. Sager et al (1990) e Gould et al. (1997)
induziram polioencefalomalacia em bovinos fornecendo dieta
que continha aproximadamente 3.600mg de enxofre por kg
na matéria seca, sendo este valor inferior a concentragcao
total estimada neste surto no Rio Grande do Sul.

Na regiao sul, o azevém (Lolium multiflorum) é a espécie
forrageira de estacéo fria amplamente utilizada na formacao
de pastagens para suprir a caréncia alimentar dos rebanhos.
Sua grande utilizagdo da-se devido a algumas caracteristi-

cas, como a facilidade de ressemeadura natural, estabeleci-
mento em sucessao a producéo de graos, principalmente em
areas de soja, pela adaptagéo a solos com diferentes apti-
ddes de uso agricola. Acrescenta a estas vantagens a boa
palatabilidade, alto valor nutritivo, elevada produgéo de forra-
gem e facilidade de ser utilizado em consorciagcdo com ou-
tras espécies forrageira (Roso 2007). No presente surto este
tipo de pastagem apresentou um teor de enxofre de 2.300mg/
kg na matéria seca, sendo esta concentragcao bem acima do
valor de referéncia para o azevem (1.000mg/kg) estabelecido
pelo NRC (2000). Além disso, pesquisas realizadas nos Es-
tados do Rio de Janeiro (Tebaldi et al. 2000), S&do Paulo
(Barreto Junior 2008) e Rio Grande do Sul (Wunsch et al.
2006) avaliando a concentragao de enxofre em capins, corro-
boraram os resultados obtidos com valores proximos ao indi-
cado pelo NRC (2000) sugerindo que este alto teor de enxofre
identificado no azevém pode ser considerado como uma ca-
racteristica particular da propriedade e um dos fatores de ris-
co para ocorréncia do surto de PEM.

A suplementacao energética em pastagens de alta
digestibilidade é uma alternativa para aumentar a velocidade
de crescimento dos animais através de um melhor balancea-
mento dos nutrientes da dieta e de um aumento do consumo
total de matéria seca. A substituicao de parte do consumo de
forragem pela ingestao de suplemento possibilita melhorar a
produgao animal por unidade de area (Restle et al. 2003).
Entretanto, na propriedade onde ocorreu o surto, ao adotarem
a estratégia nutricional de substituir parte do consumo de
forragem pela racdo com ingestédo de 1% do peso vivo, pro-
porcionou um incremento ainda maior na concentragao de
enxofre na dieta, favorecendo a ocorréncia da PEM.

Outro fator que possa ter favorecido a ocorréncia do
surto de PEM é a presenca do milho integral moido como
um dos ingredientes da ragédo. A utilizacdo de amido em
quantidades excessivas na dieta, embora permita ao ani-
mal atingir sua capacidade produtiva, por apresentarem
um teor de carboidratos de rapida fermentagéao relativa-
mente alto, altera as condigdes fisiologicas do rimen. A
presenca de amido propicia o desenvolvimento de bactéri-
as amiloliticas e a fermentacéo mais rapida deste tipo de
carboidrato propicia 0 acumulo de acidos orgéanicos, o que
pode resultar em reducao do pH, e criando uma condicao
considerada anormal e indesejavel por afetar negativamente
a saude do rumen e do animal (Millen et al. 2007). A redu-
¢éo do pH ruminal é considerada como um dos fatores
associados ao desenvolvimento da PEM porque dietas com
alto teor de enxofre e compostas por carboidrato de rapida
fermentacdo, como no caso da racéo peletizada fornecida
aos animais do surto investigado, favorecem a diminui¢ao
do pH ruminal e proporcionam produgdes de gas sulfidrico
ruminal em quantidades superiores a capacidade de oxi-
dacao do figado, facilitando acdo deste composto no sis-
tema nervoso central (Sager et al. 1990, Gould et al. 1991).

A anédlise da quantidade de enxofre na agua ingerida pe-
los bovinos apresentou valor de 2,4 mg/L e inferior a concen-
tracdo considerada pelo Klasing et al. (2005) como nivel
maximo de enxofre na agua (200mg de enxofre/L) toleravel
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para bovinos. A mensuragao da concentragdo do enxofre nas
fontes de agua nas propriedades rurais deveria ser avaliada
principalmente nas estag¢des climaticas quentes, onde o con-
sumo de enxofre oriundo da agua pode estar elevado porque
ocorre concomitantemente um aumento da concentragao do
sulfato na dgua e consumo da mesma, podendo ultrapassar
os limites toleraveis estabelecidos por Klasing et al. (2005).
Segundo Gould (2000) nas porgdes centro-norte e oeste dos
EUA, a agua contém elevada quantidade de sulfato. O sal do
sulfato precipita quando ocorre a evaporagao da agua. A con-
centracao do sulfato na agua pode aumentar devida evapora-
¢ao nas esta¢des mais quentes do ano. O consumo de dgua
pelos bovinos é dependente da temperatura ambiental e au-
menta significativamente em elevadas temperaturas.

Os valores observados das concentragdes de sulfeto
de hidrogénio ruminal nos cinco bovinos do lote investiga-
do variaram de 1.000 a 2.500ppm, indicando que os ani-
mais ainda estavam consumindo enxofre em quantidades
elevadas (Gould 2000). Gould et al. (1997), Loneragan et
al (1998) e Niles et al (2002) utilizaram metodologia seme-
Ihante de dosagem de H,S ruminal em bovinos confinados
e consideraram como valores normais concentracgdes in-
feriores a 500 ppm. Cunha et al. (2009) determinaram tam-
bém a concentrac¢éo de sulfeto de hidrogénio ruminal com
a mesma técnica em bovinos Nelore saudaveis mantidos
em pasto de Brachiaria decumbens com 0,15% de enxofre
na matéria seca e detectaram concentragao maxima de
100ppm de gas sulfidrico ruminal, valores estes inferiores
aos obtidos dos bovinos no Rio Grande do Sul que esta-
vam ingerindo dieta com alto teor de enxofre.

Loneragan et al. (1998) realizaram dosagem de gés
sulfidrico ruminal em um surto de PEM e obtiveram valo-
res superiores aos detectados no presente estudo, com
resultados que variaram de 2.300 a 13.500ppm de H,S
ruminal. Entretanto, acredita-se que estes altos valores de
sulfeto de hidrogénio ruminal descritos por Loneragan et al
(1998) ocorreram porque o consumo total de enxofre na
dieta e na agua foi de 0,9% na matéria seca, enquanto a
ingestao total de enxofre do presente relato foi de aproxi-
madamente 0,38%, justificando os resultados mais bai-
xos da concentragao de sulfeto de hidrogénio ruminal, vis-
to que, a maioria do enxofre é reduzida em H,S no rimen
(Beauchamp et al. 1984, Kandylis 1983). Somando a isso
as dosagens de H,S no riumen foram efetuadas aproxima-
damente quinze dias apds o 6bito do primeiro bezerro, nao
coincidindo com o pico de producao de sulfeto de hidrogé-
nio. Resultados semelhantes foram observados por Gould
et al. (1997) e Loneragan et al. (2005), que detectaram
decréscimo nos valores de gas sulfidrico ruminal do déci-
mo dia ao décimo quinto dia do inicio da indugdo experi-
mental de PEM por ingestao excessiva de enxofre.

Pesquisas associando a PEM e o metabolismo do en-
xofre ruminal limitavam-se a determinacao da concentra-
¢ao do anion hidro-sulfeto no fluido ruminal (Gould et al.
1991). A dosagem de gas sulfidrico (H,S) ruminal utilizan-
do a técnica descrita por Gould et al. (1997) e adaptada
nesta presente pesquisa caracterizou-se como um exame
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complementar pratico porque pode ser realizada a campo
e forneceu de forma imediata uma estimativa da concen-
tracdo do sulfeto de hidrogénio ruminal.

Gould et al. (1997) ao compararam a técnica da dosagem
de gas sulfidrico ruminal utilizando tubos colorimétricos com a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, ndo observaram dife-
rencas significativas entre os resultados obtidos, confirmando
gue a metodologia empregada no presente estudo reflete valo-
res confiaveis da concentragéo de H,S ruminal, sendo desne-
cessario o uso de outras técnicas para este propdosito.

No Brasil, a raiva € a enfermidade neuroldgica mais fre-
quentemente diagnosticada nos bovinos revelando a impor-
tancia socio-econdmica e de saude publica das enfermida-
des que acometem o sistema nervoso central. Ao se realizar
o diagndstico diferencial das neuropatias dos bovinos, além
da raiva deve-se também incluir todas as causas de PEM
(Barros et al. 2006). O exame de imunofluorescéncia direta
para raiva testou negativo para os dois animais, assim como
nao foi detectada a presenga de chumbo nas amostras de
figado. Além disso, ndo foi identificada a presenca do DNA
viral do BoHV-5 realizado por meio da técnica da PCR.

CONCLUSAO

O quadro clinico de sindrome cerebrocortical associado aos
elevados valores do sulfeto de hidrogénio ruminal, alta ingestao
de enxofre na dieta e os achados histopatolégicos permitem
estabelecer 0 excesso de enxofre como causador da polio-
encefalomalacia nos bovinos no Rio Grande do Sul.
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