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In order to establish an experimental model for the study of the etiology, pathology, and
pathogenesis of polioencephalomalacia (PEM) in cattle, the condition was induced into four
steers by oral administration of amprolium at daily doses of 500 and 350mg per kg of body
weight respectively for 22 and 26-28 days. All steers died spontaneously or were euthanized
in extremis after being sick for 4-7 days. Three steers that received the drug at 1,000mg/kg
and two that received 500mg/kg died spontaneously with acute or subacute clinical signs
and without lesions and signs of PEM. In those steers in which PEM was reproduced, the
neurological signs included marked apathy, incoordination, sawhorse stance, occasional
falls, hyperexcitability, muscle tremors, blindness, grinding of teeth, strabismus, nystagmus,
mydriasis, opisthotonus, and lateral recumbency with paddling movements. Main gross
lesions were restricted to the brain and included swelling, flattening, softening and yellow
discoloration of the cerebral circumvolutions. Histologically, there was segmental laminar
neuronal necrosis (red neurons) associated with edema, swelling of endothelial cells, cleavage
of laminar neuronal layers or between gray and white matter and moderate to severe infiltration
by foamy macrophages (gitter cells). These changes were more marked in the frontal, parietal
and occipital telencephalic lobes. Additionally, similar and moderate lesions were detected
in the midbrain and hippocampus. Neuronal necrosis and edema affected uniformly the
neurons layers of the grey matter of the frontal, parietal and occipital lobes. This experimental
model of PEM with oral administration of amprolium may be useful for the study in cattle, as
previously observed in sheep.

INDEX TERMS: Diseases of cattle, neuropathology, amprolium, polioencephalomalacia, expe-
rimental model.
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RESUMO.- Para estabelecer um modelo experimental para o
estudo da etiologia, patologia e patogênese da polioencefalo-
malacia (PEM) em bovinos, a condição foi induzida em quatro
novilhos pela administração oral de amprólio nas doses diárias
de 500 e 350mg/kg de peso vivo, respectivamente por 22 e 26-
28 dias. Todos os bovinos morreram espontaneamente ou fo-
ram eutanasiados in extremis após um curso clínico de 4-7
dias. Três bovinos que receberam 1.000mg/kg de amprólio e
dois que receberam 500mg/kg morreram espontaneamente com
quadro clínico agudo a subagudo sem desenvolverem sinais e
lesões de PEM. Nos novilhos que PEM foi reproduzida, os
sinais neurológicos incluíram marcada apatia, incoordenação,
posição de cavalete, quedas ocasionais, hiperexcitabilidade,
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tremores musculares, cegueira, bruxismo, estrabismo, nistag-
mo, midríase, opistótono, decúbito lateral e movimentos de
pedalagem. Os principais achados de necropsia eram restritos
ao encéfalo e consistiam de tumefação, achatamento, amoleci-
mento e amarelamento das circunvoluções cerebrais. Histologi-
camente, havia necrose neuronal segmentar e laminar (neurôni-
os vermelhos) associada a edema, tumefação endotelial, sepa-
ração das lâminas de neurônios do córtex telencefálico ou entre
as substâncias cinzenta e branca e infiltração moderada a acen-
tuada de macrófagos espumosos. Essas alterações eram mais
acentuadas nos lobos telencefálicos frontal, parietal e occipital.
Adicionalmente, lesões similares e moderadas foram detecta-
das no mesencéfalo e hipocampo. A necrose neuronal e o ede-
ma afetaram uniformemente as camadas de neurônios da subs-
tância cinzenta dos lobos telencefálicos frontal, parietal e occipi-
tal. Esse modelo experimental de PEM com administração oral
de amprólio parece ser útil para o estudo da doença em bovinos,
conforme observado anteriormente em ovinos.

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Doenças de bovinos, neuropatologia,
amprólio, polioencefalomalacia, modelo experimental.

INTRODUÇÃO
Polioencefalomalacia (PEM) é um diagnóstico morfológico para
necrose com amolecimento (malacia) da substancia cinzenta
(polio) do encéfalo. A etiologia e patogênese da PEM em rumi-
nantes ainda é controversa. A deficiência de tiamina foi inicial-
mente considerada como causa de PEM em ruminantes
(Jensen et al. 1956), mas várias outras causas têm sido incri-
minadas na PEM em ruminantes (Sant’Ana et al. 2009b) e em
algumas dessas situações, a participação da tiamina na pato-
gênese da PEM pode ser questionada, uma vez que não há
alterações nas concentrações sanguíneas dessa substância.

Para o estudo da patogênese da PEM dos ruminantes, é
indicado o estabelecimento de um modelo experimental do
qual se conheçam detalhadamente a dose do agente causa-
dor, a evolução dos sinais clínicos, o tipo e a distribuição das
alterações no encéfalo (Sant’Ana et al. 2009c). Embora exis-
tam trabalhos que mencionam alguns aspectos neuropatoló-
gicos da intoxicação por amprólio em ruminantes (Loew &
Dunlop, 1972, Markson et al. 1974, Morgan et al. 1975, Kasaha-
ra et al. 1989), pouco se conhece a respeito da caracteriza-
ção morfológica das alterações produzidas por esse antago-
nista da tiamina, bem como sobre a distribuição dessas le-
sões no encéfalo. Como parte de estabelecer um modelo
para o estudo da PEM em ruminantes, a reprodução da doen-
ça pela administração de amprólio foi realizada em ovinos
(Sant’Ana et al. 2009c). O presente trabalho faz parte do se-
guimento deste estudo e objetiva descrever os achados clini-
copatológicos e a distribuição das alterações no encéfalo
em bovinos intoxicados experimentalmente com amprólio.

MATERIAL E MÉTODOS
Foram utilizados onze bovinos machos, de doze meses de
idade, com pesos entre 110-293 kg, que foram everminados e
numerados de 1-11 antes do início do experimento (Quadro
1). Durante o período de adaptação de 15 dias e por todo o

experimento os bovinos foram mantidos em curral, onde rece-
biam feno de alfafa, água a vontade e 1% de peso vivo em
concentrado. Os bovinos foram pesados no início do experi-
mento. Diariamente era realizado exame físico visando princi-
palmente a detecção de sinais clínicos neurológicos.

Os bovinos foram distribuídos aleatoriamente em três gru-
pos experimentais (com três animais cada) e receberam
amprólio (Amprolbase [40% de amprólio])5 nas dosagens de
1.000 mg/kg/dia (Grupo 1, Bovinos 1-3), 500 mg/kg/dia (Grupo
2, Bovinos 4-6) e 350mg/kg/dia (Grupo 3, Bovinos 7-9) até a
manifestação dos primeiros sinais clínicos neurológicos. Os
Bovinos 10 e 11 não receberam amprólio, mas foram mantidos
por todo o experimento nas mesmas condições que os outros
nove novilhos, e serviram de controle. O amprólio era pesado
diariamente em balança de precisão e acondicionado em sa-
cos plásticos individuais que eram identificados com o número
do bovino que receberia aquela porção. A administração do
produto era feita via sonda esofágica. O amprólio era diluído
em quantidade suficiente de água para viabilizar a passagem
do produto pela sonda. Os bovinos experimentais morreram
naturalmente ou foram submetidos à eutanásia in extremis.
Todos os bovinos foram necropsiados, com exceção dos Bovi-
nos 10 e 11 que foram mantidos vivos.

O encéfalo juntamente com o complexo gânglio de Gasser,
rete mirabile carotídea e hipófise (GRH), e fragmentos de diver-
sos outros órgãos eram coletados e fixados em formol a 10%.
Após a fixação, eram realizados cortes transversais no encéfalo
com intervalos de 1 cm para avaliação macroscópica. As se-
guintes seções eram preparadas para avaliação microscópica:
cerebelo, bulbo na altura do óbex, ponte com pedúnculos
cerebelares, mesencéfalo na altura dos colículos rostrais, tálamo,
núcleos basais e hipocampo; foram também examinados os
lados direito e esquerdo dos telencéfalos frontal, parietal e
occipital. Adicionalmente, o exame histológico era realizado em
um monobloco do complexo GRH. Todos os fragmentos eram
processados rotineiramente para histologia, incluídos em para-
fina e corados pela hematoxilina-eosina (HE).

As alterações observadas no encéfalo foram graduadas
de acordo com a intensidade numa escala de 0 (ausência de
lesão) a 3 (lesão acentuada). Cada lesão tinha seu grau aferi-
do de acordo com a média de percepção subjetiva de três
patologistas que examinaram todos os casos. Foram avalia-
dos o grau de intensidade e a distribuição nos diferentes lo-
cais examinados procurando-se pelas seguintes alterações
histológicas: gliose focal, gliose difusa, tumefação de núcleos
de células endoteliais, separação entre as lâminas de neurô-
nios corticais ou entre as substâncias cinzenta e branca, edema
do neurópilo, congestão, hemorragia, necrose neuronal (ca-
racterizada por picnose nuclear e eosinofilia e encarquilha-
mento citoplasmáticos), neuronofagia, malacia (o termo malacia
foi empregado aqui significando necrose de todas as células
neuroectodérmicas com manutenção das células mesenqui-
mais (i.é, células gitter, células endoteliais) que sobrevivem e
participam do processo [Innes & Saunders 1962]), lesão resi-
dual (estrutura cavitária formada por pequenos vasos e nume-
rosas células gitter remanescentes) e infiltrado inflamatório
perivascular e/ou meníngeo. A distribuição do edema e da
necrose neuronal (neurônio vermelho) nas lâminas da subs-
tância cinzenta do telencéfalo era também determinada.

5 Amprolbase®, Laboratório Farmabase Saúde Animal, Av. Emílio
Marconato 1000, Galpão A3, Chácara Primavera, Jaguariúna, SP
13820-000, www.farmabase.com.br
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RESULTADOS
Dos nove bovinos que receberam amprólio, seis morreram
espontaneamente (Bovinos 1-5 e 7) e três foram eutanasi-
ados in extremis (Bovinos 6, 8 e 9). Três quadros clínicos
distintos foram observados, e na maioria dos casos, fo-
ram de acordo com a dosagem de amprólio administrada;
o primeiro quadro, agudo a subagudo, foi observado nos
bovinos do Grupo 1 e foi caracterizado por surgimento de
sinais clínicos com poucos minutos a 6 dias após a admi-
nistração do produto. A evolução clínica nesse grupo va-
riou de 1 hora a 3 dias. Os sinais clínicos compreendiam
dificuldade de locomoção, prostração e decúbito. O Bovi-
no 3 apresentou melena e hemorragias multifocais cutâneas
na barbela e no dorso.

No Grupo 2, dois bovinos adoeceram após 13-14 dias
de administração de amprólio. Um desses bovinos (Bovi-
no 5) morreu sem manifestar sinais clínicos e o outro (Bo-
vino 4) teve curso clínico de dois dias caracterizado exclu-
sivamente por epistaxe. O terceiro bovino desse grupo
apresentou evolução clínica de 4 dias após 22 dias de
administração do produto. Os sinais eram principalmente
neurológicos e consistiram de incoordenação, quedas fre-
quentes, cegueira, estrabismo, nistagmo, midríase, opis-
tótono, decúbito lateral e movimento de pedalagem.

Os primeiros sinais clínicos observados nos bovinos
do Grupo 3 surgiram 26-28 dias após a administração do
amprólio. A evolução clínica variou de 5-7 dias. Os sinais
eram especialmente neurológicos e incluíam apatia mar-
cada (Fig.1), anorexia, posição de cavalete, hiperexcitabi-
lidade, bruxismo, cegueira, nistagmo, tremores muscula-
res, decúbito esternal e posteriormente lateral, opistótono
e movimentos de pedalagem (Fig.2).

Os Bovinos 10 e 11 não apresentaram alterações clínicas.
Macroscopicamente, os bovinos do Grupo 1 e o Bovino 4

(Grupo 2) apresentaram alterações circulatórias, principalmente
hemorragias em diversos órgãos do trato digestivo (Bovinos
1, 3 e 4), na pele (Bovino 3), traquéia (Bovino 2), subcutâneo,
no endocárdio e na bexiga (Bovino 3) e hemoperitônio (Bovi-
no 4) (Quadro 1). Congestão e edema pulmonar foram obser-

vados no Bovino 2. Nos bovinos do Grupo 3, as principais
alterações eram restritas ao sistema nervoso central e inclu-
íam tumefação leve do encéfalo e achatamento, amoleci-
mento e amarelamento das circunvoluções cerebrais (Fig.3).
Adicionalmente, havia hemorragia focal no gânglio trigêmeo
do Bovino 9 e hemorragias multifocais na serosa do omaso e
mucosa da bexiga do Bovino 7. Não foram observadas alte-
rações macroscópicas nos Bovinos 5 e 6.

As lesões microscópicas dos bovinos do Grupo 1 incluí-
am hemorragia focal na medular e cortical dos rins e multifocal
leve a moderada no miocárdio e congestão e edema pulmo-
nar difuso moderado. No rúmen, retículo e omaso, áreas acen-
tuadas de hemorragia associadas a infiltrados de neutrófilos
foram detectadas na submucosa, muscular e serosa. O Bo-
vino 4 apresentou no retículo áreas focalmente extensas de
necrose de coagulação na mucosa associadas a infiltrado de
neutrófilos e hemorragia acentuada. No telencéfalo parietal,
havia migração de neutrófilos dos vasos da leptomeninge
para o espaço perivascular. Não foram observadas altera-
ções histológicas no Bovino 5.

Fig.1. Apatia acentuada na polioencefalomalacia induzida por
amprólio no Bovino 8.

Fig.2. Opistótono na polioencefalomalacia induzida por
amprólio no Bovino 9.

Fig.3. Encéfalo do Bovino 8 com polioencefalomalacia induzida
por amprólio. O encéfalo está tumefeito e há achatamento
e amarelamento das circunvolunções.
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No Bovino 6 e nos animais do Grupo 3, as alterações
microscópicas estavam restritas ao encéfalo e foram mais
acentuadas nos telencéfalos frontal, parietal e occipital. Le-
sões de intensidade moderada também foram detectadas no

hipocampo e mesencéfalo. A Figura 4 mostra a distribuição e
intensidade dessas lesões. Não foram observadas alterações
histológicas nos núcleos basais, tálamo, cerebelo, bulbo,
ponte e no complexo GRH desses bovinos. As principais
alterações microscópicas no córtex dos hemisférios
telencefálicos direito e esquerdo foram consistentes em to-
dos os casos e incluíam necrose neuronal segmentar e
laminar, edema (espongiose) perineuronal, perivascular e no
neurópilo, tumefação de núcleos de células endoteliais dos
vasos e ocasional hipertrofia de astrócitos (Fig.5). Em todos
os casos, numerosos macrófagos tumefeitos com citoplas-
ma espumoso (células gitter) eram observados principalmen-
te na leptomeninge e no espaço perivascular e neurópilo do
córtex (Fig.6). Os neurônios necróticos eram caracterizados
por encarquilhamento e hipereosinofilia citoplasmáticas,
picnose nuclear sem evidenciação nucleolar e desapareci-
mento da substância de Nissl. Ocasionalmente, os núcleos
dos neurônios necróticos apresentavam aspecto vítreo. A
necrose neuronal ocorreu tanto nos topos quanto nos sulcos
das circunvoluções cerebrais. O edema na substância cin-
zenta era acentuado e, em alguns casos, deixava o neurópilo
com aspecto esponjoso; ocorria comumente separando a
substância cinzenta da branca ou as camadas de neurônios
da substância cinzenta. Em dois bovinos, havia manguitos
perivasculares focais ou multifocais leves de linfócitos e ma-
crófagos. Gliose focal ou difusa e congestão foram observa-

Fig.4. Tipo, distribuição e intensidade das lesões induzidas
experimentalmente por amprólio no encéfalo de quatro
bovinos. Os números que aparecem na ordenada referem-
se à intensidade da lesão: 0 = ausência de lesão, 1 = lesão
leve, 2 = moderada, 3 = acentuada. Na abscissa estão os
locais do encéfalo (telencéfalos frontal, parietal e occipital,
mesencéfalo, hipocampo) onde ocorriam as lesões.

Fig.5. Telencéfalo parietal do Bovino 9 na polioencefalomala-
cia induzida por amprólio. Há necrose neuronal que têm o
citoplasma acidofílico e núcleo picnótico (neurônios ver-
melhos) e edema perineuronal e do neurópilo (espongiose).
HE, obj.40x.

Fig.6. Telencéfalo parietal do Bovino 9 na polioencefalomala-
cia induzida por amprólio. Há infiltração moderada de ma-
crófagos espumosos (células gitter) na leptomeninge e no
neurópilo, neurônios necróticos, tumefação de núcleos de
células endoteliais e edema. HE, obj.20x.

Fig.7. Mesencéfalo do Bovino 9. Área focal adjacente ao nú-
cleo do nervo trigêmeo com necrose neuronal (neurônios
vermelhos), astrogliose, edema de neurópilo e tumefação
de núcleos de células endoteliais. HE, obj.20x.
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das com pouca frequência. Em nenhum caso foi observada
neuronofagia, hemorragia e ou lesão residual (cicatriz). Le-
sões no mesencéfalo ocorreram em dois bovinos, eram le-
ves ou moderadas e restritas ao teto do mesencéfalo e a
áreas adjacentes ao núcleo do nervo trigêmeo. Nessa última
região, as lesões eram simétricas e bilaterais e caracteriza-
vam-se por áreas com necrose neuronal focal, edema de
neurópilo, tumefação de núcleos de células endoteliais e
astrogliose (Fig.7). No hipocampo, as alterações eram muito
similares às do mesencéfalo e incluíam, adicionalmente,
esferóides axonais focais. A distribuição da necrose neuronal
e do edema nas camadas de neurônios da substância cin-
zenta dos lobos frontal, parietal e occipital do telencéfalo,
não diferiu entre esses bovinos, afetando uniformemente to-
das as camadas.

DISCUSSÃO
No presente estudo, dois quadros morfológicos foram ob-
servados em bovinos intoxicados por amprólio. O primeiro
foi observado nos bovinos que receberam 1.000mg/kg e em
um que recebeu 500mg/kg e caracterizou-se por hemorragi-
as difusas, principalmente no trato digestivo. O segundo
quadro detectado nos bovinos que ingeriram 350mg/kg de
amprólio e em um que ingeriu 500mg/kg, consistiu de qua-
dro neurológico caracterizado por polioencefalomalacia e
hemorragias de menor intensidade em alguns órgãos. No
Grupo 1, os animais morreram precocemente sem desen-
volverem PEM, enquanto que no Grupo 3 e no Bovino 6,
PEM foi reproduzida após 22-28 dias de administração de
amprólio e curso clinico de 4-7 dias. Bezerros que recebe-
ram dieta com 1% de amprólio desenvolveram PEM com
25-39 dias de experimentação (Markson et al. 1974). Em
outro estudo, bezerros que ingeriram diariamente 321-418mg/
kg de amprólio (produto com 20% de amprólio), apresenta-
ram sinais clínicos e lesões de PEM 24-49 dias após o
início do experimento (Kasahara et al. 1989). Já ovinos que
receberam 500mg/kg e 1.000 mg/kg reproduziram PEM após
28-59 e 13-39 dias de administração de amprólio, respecti-
vamente (Sant’Ana et al. 2009c).

Os sinais clínicos neurológicos apresentados pelos bovi-
nos deste estudo estão associados às lesões corticais e ao
edema que causou compressão do tronco encefálico e de
outras estruturas ventrais do encéfalo e foram semelhantes
aos relatados em outras descrições de PEM associada às
intoxicações por amprólio (Markson et al. 1974, Kasahara et
al. 1989, Sant’Ana et al. 2009c) e por enxofre (Sager et al.
1990, Jeffrey et al. 1994, Niles et al. 2000) em ruminantes.
Os sinais clínicos agudos a subagudos observados nos bo-
vinos do Grupo 1 não têm sido descritos na intoxicação ex-
perimental por amprólio em bovinos (Markson et al. 1972,
Kasahara et al. 1989) ou em ovinos (Loew & Dunlop 1972,
Morgan 1974, Morgan et al. 1975, Sant’Ana et al. 2009c). A
dose de amprólio utilizada nesse grupo (1.000mg/kg) foi alta
o bastante para matar os bovinos sem, entretanto, desenvol-
ver sinais e lesões compatíveis com PEM.

As alterações macroscópicas do encéfalo observadas
neste estudo são semelhantes às descritas em outros tra-

balhos de PEM em bovinos (Jeffrey et al. 1994, Nakazato
et al. 2000, Sant’Ana et al. 2009a). Em alguns casos de
PEM nessa espécie, não são observadas lesões macros-
cópicas (Nakazato et al. 2000, Schild et al. 2005). Áreas
de hemorragia no encéfalo são relatadas em PEM associ-
ada às intoxicações por amprólio em ovinos (Morgan 1974,
Morgan et al. 1975, Sant’Ana et al. 2009c) ou, ocasional-
mente, na toxicose por enxofre em bovinos (Hamlen et al.
1993). Na PEM relacionada à intoxicação por amprólio em
ovinos, hemorragia parece ser uma alteração importante,
uma vez que a mesma não ocorre com frequência na do-
ença associada a outras causas (Sant’Ana et al. 2009c).
No bovino, essa lesão encefálica não tem sido observada
nessa intoxicação (Markson et al. 1972, Kasahara et al.
1989). A patogenia para a formação das hemorragias na
PEM relacionada ao amprólio não é bem esclarecida. Al-
guns pesquisadores acreditam que o amprólio pode de-
sencadear trombocitopenia secundária a degeneração de
megacariócitos na medula óssea em ovinos (Morgan et al.
1975). No presente trabalho, a avaliação histológica da
medula óssea e o plaquetograma não foram realizados para
esclarecer essa hipótese.

Embora as lesões histológicas tenham sido mais inten-
sas nos lobos frontal, parietal e occipital, alterações mode-
radas também foram detectadas no mesencéfalo e
hipocampo. Esse tipo de lesão cortical e de estruturas mais
ventrais do encéfalo é considerada uma forma grave da
doença e tem sido observada na PEM em bovinos do Brasil
(Sant’Ana et al. 2009a) e de outros países associada ao
consumo excessivo de enxofre (Hamlen et al. 1993, Hill &
Ebbett 1997, Gould 2000). Entretanto, nesses casos cau-
sados por enxofre, há lesões vasculares como degenera-
ção de veias e vênulas (Loneragan et al. 1998) e necrose
fibrinóide de arteríolas no tálamo (Hamlen et al. 1993) e
mesencéfalo (Hamlen et al. 1993, Hill & Ebbett 1997), o que
não foi observado na intoxicação por amprólio do presente
estudo e em outro estudo similar realizado em ovinos
(Sant’Ana et al. 2009c). No presente estudo, o padrão de
necrose neuronal era laminar e segmentar, semelhante ao
observado em outros casos naturais de PEM (Nakazato et
al. 2000, Sant’Ana et al. 2009a). Na intoxicação por amprólio
em ovinos, o limite entre a substância cinzenta afetada por
neurônios necróticos e a íntegra é abrupto (Sant’Ana et al.
2009c), o que não tem sido encontrado na PEM relacionada
a outras causas (Barros et al. 2006).

A necrose neuronal e o edema ocorreram homogenea-
mente entre as lâminas de neurônios do córtex telencefá-
lico, semelhantemente ao observado em ovinos intoxica-
dos experimentalmente por amprólio (Morgan 1974,
Sant’Ana et al. 2009c) e naturalmente por enxofre (Bulgin
et al. 1996, Low et al. 1996). Em casos espontâneos em
bovinos, as camadas granular externa e interna do córtex
occipital, parietal e frontal foram mais afetadas por necro-
se de neurônios e edema (Sant’Ana et al. 2009a). Na PEM
associada à intoxicação por enxofre em bovinos, a necro-
se predomina nas camadas corticais superiores e médias
de neurônios piramidais (Hamlen et al. 1993, Jeffrey et al.
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1994) e a espongiose ocorre especialmente nas camadas
profundas (Gould 2000).

O conhecimento das doses de amprólio necessárias
para o estabelecimento de PEM em bovinos, a determina-
ção dos sinais clínicos, da evolução da doença, do tipo e
da distribuição das lesões no sistema nervoso central,
permite estabelecer um modelo experimental eficiente em
bovinos para o estudo da PEM em ruminantes.
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