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ABSTRACT.- Zlotowski P., Nakazato L., Dutra V., Barros S. S.,Gimeno E. J., Gocks M., Colodel E. M. &
Driemeier D. 2005. [Inherited glycogenosis in Brahman cattle in Brazil.] Glicogenose hereditaria
em bovinos Brahman no Brasil. Pesquisa Veterinaria Brasileira 25(4):210-214. Setor de Patologia
Veterinaria, Departamento de Patologia Clinica Veterinria, Faculdade de Veterinaria, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves 9090, Bairro Agronomia, Cx. Postal 15094,
Porto Alegre, RS 91540-000. Brazil. E-mail: davetpat@ufrgs.br

An inherited disease of cattle, characterized by lysosomal storage of glycogen in several tissues,
is reported. The disease was diagnosed in a Brahman herd in the municipality of Porto Lucena, Rio
Grande do Sul, Brazil. Affected calves, after one month of age, showed progressive difficulty to
follow their mother, retarded growth, muscular weakness and tremors, lethargy and poor body
condition. All affected calves were sired by the same bull. Necropsy was performed on three
affected calves. The only gross lesion detected was paleness of the skeletal muscles of the trunk and
limbs. Cytoplasmic vacuoles, the main histological lesion, were particularly evident in skeletal
muscles, myocardium and Purkinje fibers, in neurons of the brain and spinal cord. Large amounts
of periodic acid Schiff (PAS) positive granules were also observed in these most severely affected
tissues. Pretreatment with diastase completely abolished the PAS reactivity. The 1057?TA, a lethal
mutation in the gene of the acid alpha-glucosidase, which causes generalized glycogenosis in
Brahman cattle, was detected by PCR in paraffin embedded tissues of affected animals on which
post-mortem examination was performed. Clinical, histological and molecular findings were similar
to previous descriptions of generalized glycogenosis in Brahman cattle in Australia. No previous

indexed reports about generalized glycogenosis of Brahman cattle in Brazil could be found.

INDEX TERMS: Glycogenosis, inherited disease, Brahman cattle.

RESUMO.- Relata-se uma enfermidade hereditaria em bovinos
caracterizada por acumulo lisossomal de glicogénio em diver-
sos O0rgdos. A doenca foi diagnosticada em um rebanho da raga
Brahman, no municipio de Porto Lucena, Rio Grande do Sul,
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Brasil. Os animais afetados, a partir de 1 més de idade, apresen-
tavam dificuldade em acompanhar a mée e crescimento retarda-
do, desenvolviam fraqueza e tremores musculares, letargia e
perda de condicéo corporal progressivos. Todos os bezerros
eram descendentes do mesmo touro. Foi realizada necropsiaem
trés bezerros doentes; palidez muscular do tronco e membros
foi a Unica alteragcdo macroscopica encontrada. Vacuolizagéo
citoplasmatica de diversos 6rgédos foi a principal alteracdo
histoldgica observada. Os vactolos citoplasmaticos eram mais
evidentes na musculatura esquelética, miocardio, especialmen-
te nas fibras de Purkinje e em neurénios do Sistema Nervoso
Central (SNC). Nos tecidos mais afetados foi observada grande
guantidade de granulos acido periddico de Schiff (PAS), positi-
vos e negativos quando o tecido era tratado previamente com
diastase. Uma mutacdo no gene da glicosidase alfa acida, causa-
dora da glicogenose generalizada em bovinos Brahman, a
1057?TA, foi detectada pela técnica de reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) em tecidos dos animais necropsiados. Também
foi detectada a presenca dessa mutacdo em amostras de sangue
de animais parentes dos bezerros doentes. Os achados clinicos,
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patoldgicos e moleculares sdo semelhante &s descrigdes de
glicogenose tipo Il em bovinos da raga Brahman descritos na
Austrélia. N&o foram encontrados relatos anteriores em revistas
indexadas sobre glicogenose hereditaria em bovinos Brahman
no Brasil.

TERMOS DE INDEXAGAO: Glicogenose hereditaria, bovinos Brahman.

INTRODUGAO

Glicogenose tipo Il ou doenga de Pompe é uma doenga
autossémica recessiva que foi descrita em humanos, bovinos
das racas Shorthorn (Edwards & Richards 1979) e Brahman
(O”Sullivan et al. 1981), cdes da raca Lapland (Walvoort 1985),
gato (Sandstrom et al. 1969), ovelha (Manktelow & Hartley 1975)
e codorna japonesa (Matsui et al. 1983). Esta doenca é determi-
nada por mutacdo no gene da glicosidase alfa acida, o que impe-
de parte ou toda a biossintese da enzima e, conseqlientemente,
adegradacéo lisossomal de glicogénio (Bijvoet et al. 1998). Em
decorréncia ha acimulo de glicogénio nos lisossomos das célu-
las de diversos 6rgdos. (Wisselar et al. 1993).

Os sinais clinicos, percebidos em bezerros ao redor dos 2 a 3
meses de idade, se caracterizam por perda de condicao corpo-
ral, crescimento retardado, se comparado aos animais da mes-
ma idade, letargia e incoordenag¢do. Apds o desmame hd uma
piora rapida dos sinais clinicos. A incoordenagéo torna-se mais
pronunciada, aparecem tremores musculares e, quando excita-
dos, os animais caem, permanecendo na mesma posi¢do por
algum tempo e apresentando dificuldade em se levantar. A mai-
oria dos bezerros é sacrificada ou morre de causas acidentais
com cerca de 9 meses de vida (O'Sullivan et al. 1981).

Né&o séo encontradas lesdes macroscépicas significativas em
animais com glicogenose tipo Il (O” Sullivan et al. 1981), no en-
tanto, pode haver, em alguns casos, palidez da musculatura
esquelética (Reichmann et al. 1993).

O exame histoldgico revela vacuolizacéo do citoplasma celu-
lar em diversos tecidos. As fibras de Purkinje do coracéo apre-
sentam-se tumefeitas e vacuolizadas, contendo grande quanti-
dade de material &cido periddico de Schiff (PAS) positivo, o qual
é digerido com tratamento prévio pela diastase. Fibras do
miocardio e da musculatura esquelética sao marcadamente
vacuolizadas. As lesBes mais acentuadas no sistema nervoso cen-
tral (SNC) séo representadas por vacuolizacdo do citoplasma de
neurdnios. Observam-se também vactolos em hepatocitos,
epitélio tubular renal, epitélio glandular da tiredide, musculatu-
ra lisa dos intestinos, rimen e abomaso e em células ganglionares
daretina (O”Sullivan et al. 1981).

Por agéo de um alcaléide indolizidinico, o consumo de se-
mentes de Castanospermum australe também pode causar a inibi-
¢do da enzima glicosidase alfa &cida, a mesma responsavel pela
glicogenose dos bovinos da raca Brahman de origem genética
(Reichmann et al. 1993). No entanto, em estudos realizados por
Reichmann et al. (1989), ndo foram observados vacuolizacao ou
acimulo de glicogénio na analise histopatologica de tecidos de
animais que receberam sementes de C. australe.

Recentemente, testes de PCR tém sido desenvolvidos na
genotipagem de bovinos da raca Brahman para os trés alelos
com perda de fungao no gene da glicosidase alfa acida. A utiliza-

cao deste ensaio de PCR, baseado em restri¢do enzimatica, faci-
lita a selecdo precisa contra os alelos 1057DTA e 1783T, e, conse-
glientemente, reduz a prevaléncia de glicogenose em rebanhos
registrados e comerciais de Brahman (Dennis et al. 2002).

A demonstracéo bioguimica da deficiéncia da glicosidase alfa
&cida e/ou a evidéncia histoldgica de tecidos vacuolizados con-
tendo glicogénio, corado pelo PAS, fornece um diagnostico defi-
nitivo de glicogenose generalizada na maioria dos casos analisa-
dos (Reichmann et al. 1993).

N&o hé tratamento especifico para esta doenga em animais.
A presenca da glicogenose em um rebanho bovino pode causar
grande perda econdmica para o produtor (Dennis et al. 2002). E
de fundamental importancia que em propriedades onde haja
animais clinicamente afetados por esta doenca sejam identifica-
dos e retirados dos servigos de reproducdo 0s animais
heterozigotos recessivos (Healy et al. 1987).

Glicogenose hereditaria em bovinos da raga Brahman tem
sido amplamente descrita na Austrélia (O'Sullivan et al. 1981,
Reichmann et al. 1993, Dennis et al. 2002). No Brasil, em literatu-
raindexada, nao ha casos descritos de glicogenose hereditaria
em bovinos. O objetivo do presente trabalho foi descrever os
aspectos epidemioldgicos, clinicos, patoldgicos e moleculares
da glicogenose hereditaria que ocorrem em bovinos da raca
Brahman no municipio de Porto Lucena, Rio Grande do Sul nos
anos de 2000, 2001 e 2002.

MATERIAL E METODOS

Sinais clinicos e dados epidemioldgicos foram coletados junto ao
proprietdrio e ao médico veterinario responsavel em visitas
realizadas a propriedade. Foram necropsiados trés bezerros doentes,
dois machos, um com 1 ano de idade e outro com 9 meses, e uma
fémea de 6 meses de idade. Fragmentos de diversos 6rgdos foram
coletados e fixados em formol tamponado a 10% e processados
rotineiramente para a histopatologia. Coloragdo pelo PAS com e
sem tratamento prévio pela diastase foi realizada em cortes
histolégicos e em esfregacos sangiiineos dos animais afetados
(Prophet at al. 1992).

Para a identificacdo dos genes responsaveis pela glicogenose
generalizada tipo 2 em bovinos da raca Brahman, foram obtidos
cortes de 20 micra em micr6tomo manual, de amostras do SNC,
emblocadas em parafina, preé fixadas em formol a 10% (Coombs et al.
1999, Shi et al. 2002). A técnica de PCR foi processada no
departamento de Biotecnologia da UFRGS, segundo o descrito por
Dennis et al. (2000).

Amostras de sangue de duas bezerras, filhas do touro pai dos
bezerros doentes, e de trés vacas que pariram bezerros doentes
(Quadro 1) foram coletadas, com a finalidade de identificar a presenga
de animais heterozigotos presentes no rebanho através da técnica de
PCR (Miller et al. 1988).

Quadro 1. Identifica¢do dos bovinos dos quais foi coletado
sangue para deteccdo de heterozigotos

Identificacdo Parentesco com os animais envolvidos

dos animais com os casos da doenga no rebanho
1 Filha do touro Brahman
2 Mé&e de um bezerro doente
3 Mé&e de um bezerro doente
4 Filha do touro Brahman
5 Mée de dois bezerros doentes
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RESULTADOS

A propriedade onde ocorreu 0 nascimento dos animais doentes
situa-se em Porto Lucena, Rio Grande do Sul. O rebanho era
composto por um touro da raga Brahman e 20 vacas cruza
Brahman, criados de forma extensiva em pasto nativo. No Qua-
dro 2 é apresentado o total de animais nascidos na propriedade
e 0 numero de animais com sinais clinicos, nos trés anos de
ocorréncia da enfermidade. No ano de 2002 o touro foi descar-
tado do rebanho e um touro da raga Nelore foi utilizado para
reprodugdo. Em 2003, ap6s a introducdo do novo touro, nao foi
observado o nascimento de animais doentes.

Os sinais clinicos iniciavam nos animais ao redor de 1 més de

Quadro 2. Total de bovinos nascidos e total de afetados no
periodo de ocorréncia da enfermidade

Ano Total de nascimentos Animais afetados %
2000 16 3 18,75
2001 19 5 26,3
2002 12 2 16,6
Total 47 10 21

Fig.1. Bovino cruza Brahman com glicogenose generalizada apresen-
tando fraqueza muscular.

Fig.2. Bovino cruza Brahman com glicogenose generalizada, com
apatia e menor desenvolvimento em relacdo a bovinos normais
da mesma idade.
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Fig.4. Vacuolizagdo acentuada das fibras de Purkinje e da musculatu-
ra cardiaca. HE, obj. 20.

Fig.5. Neurdnios do mesencéfalo com vacuolizagdo e distensdo do
citoplasma. HE, obj. 20.

idade e progrediam com a idade. Eram administrados antibioti-
cos, anti-helminticos e fluidoterapia aos animais doentes, sem
melhora clinica. Foi realizada eutanasia nestes animais devido a
incapacidade de se alimentarem ou beber agua sem auxilio.
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Em visita realizada a propriedade ndo foram encontradas
plantas téxicas que pudessem causar sintomatologia clinica e
lesBes histopatoldgicas semelhantes as verificadas em animais
enfermos.

Os animais apresentavam fraqueza, tremores musculares,
letargia, apatia, dificuldade em acompanhar a mée, quedas cons-
tantes (Fig.1) com incapacidade de voltar a estacéo e retardo no
crescimento (Fig.2).

Palidez moderada da musculatura dos membros e tronco foi
a Unica alteragdo macroscopica encontrada nos trés animais
necropsiados.

Vacuolizacao e distensao citoplasmatica em células de diver-
sos tecidos foram as principais alteragdes histoldgicas encontra-
das. Estas altera¢des eram mais acentuadas e evidentes na mus-
culatura esquelética (Fig.3), miocardio e fibras de Purkinje do
coracdo (Fig. 4). Nas fibras musculares esqueléticas observaram-
se areas multifocais de necrose associada a infiltrado histiocitico
moderado (Fig.3).

No SNC, vacuolizagdo do citoplasma neuronal foi a principal
lesdo histoldgica encontrada, sendo mais severa na regido do
Obex, substancia branca e camada granular do cerebelo,
mesencéfalo (Fig.5) e medula espinhal. Na regido cerebelar,
neurdnios de Golgi da camada granular mostraram-se intensa-
mente vacuolizados, enquanto que em neurdnios de Purkinje
apresentavam somente leve vacuolizagdo. Na medula espinhal
foi observada acentuada vacuolizagdo em neurdnios das raizes
dorsal e ventral, sem diferencas significativas nestas areas. Ha-
via, também, vacuolizacdo em neurdnios dos plexos mioentérico
e submucoso do intestino e do ganglio trigémio.

Na pele foi encontrada intensa vacuolizagdo dos musculos
pilo-eretores e na ttnica muscular de vasos. Vactolos foram tam-
bém observados no epitélio glandular da tireGide, epitélio tubular
renal, musculatura lisa dos intestinos e do ramen, células
ganglionares da retina e em hepatocitos. Na analise histolégica
do epididimo de um dos animais verificou-se vacuolizacdo das
células epiteliais, mais intensa na regido do corpo do epididimo.

No esfregaco de sangue dos animais necropsiados obser-
vou-se vacuolizagdo em mondcitos, com material PAS positivo.

Os trés animais analisados, com lesdes caracteristicas de
glicogenose generalizada na microscopia éptica, foram positi-
vos para a mutagdo 1057DTA no gene da glicosidase alfa &cida,
clivados pela enzima de restricdo Bgl I, com padrédo de
homozigose. Foi detectada heterozigose para mutagdo 1057DTA
na andlise do sangue dos Bovinos 1, 2, 3 e 5, que eram clinica-
mente normais. O Bovino 4 revelou-se homozigoto selvagem do
alelo 1057. Todos os animais testados foram homozigotos para
osalelos 1783 e 1351.

DISCUSSAO

Os achados clinicos, histologicos e moleculares observados nes-
ses bezerros Brahman sdo consistentes com relatos anteriores
de glicogenose generalizada tipo Il em bovinos da raca Brahman
na Australia (O Sullivan et al. 1981, Reichmann et al. 1993). O
diagnéstico de glicogenose generalizada foi confirmado pela
presenca da mutagdo letal 1057?TA no gene da glicosidase alfa
&cida nos tecidos dos bezerros doentes. Esta mutagéo ocorre
somente em bovinos da raca Brahman e € a mais comum relaci-

onada com glicogenose generalizada nesta raga (Dennis et al.
2002).

Algumas caracteristicas presentes em doencas do acimulo
lisossomal foram encontradas no rebanho afetado, e contribui-
ram para o diagnostico presuntivo da doenga. Entre elas o caré-
ter hereditario autossdmico recessivo, com o nascimento de
bezerros doentes do cruzamento de pais heterozigotos clinica-
mente normais e a ocorréncia em uma raga especifica, na qual
uma doenca do actiimulo lisossomal foi relatada (Summers et al.
1995).

Aiintroducdo de um novo touro da raga Nelore para cobertu-
ra das vacas Brahman sugere que o touro Brahman que estava
sendo utilizado para reproducdo era heterozigoto para a muta-
¢ao 1057DTA, ja que ndo foram relatados casos da doenga com
a utilizacdo do novo touro. As vacas eram as mesmas que tinham
parido bezerros doentes, mas o cruzamento com um touro ndo-
portador do gene ndo permitiu a ocorréncia de homozigose e 0
nascimento de animais doentes. A mutagdo 1057DTA no gene da
glicosidase alfa acida encontrada nos filhos do touro Brahman
refor¢cam a possibilidade deste animal ser heterozigoto para a
mutacao em questdo. Os alelos 1783C e 1351C em homozigose
confirmam o envolvimento da mutacéo 1057DTA nos casos ana-
lisados. A amostra identificada como 4, proveniente de uma filha
do touro Brahman apresentou o alelo 1057 selvagem, indican-
do que esta vaca ndo é portadora de genes causadores de
glicogenose generalizada, de forma que pode ser utilizada para
reproducdo sem haver transmisséo dos genes da doenca para a
progénie.

O principal sinal clinico da doenca, caracterizado por fra-
queza muscular esta relacionado com os achados microscépi-
cos de vacuolizagdo acentuada na musculatura esquelética com
presenca de material PAS positivo. A progressdo desse sinal clini-
co é devida a evolucdo da lesdo muscular, que parece aumentar
com aidade. O dano da fibra muscular é progressivo e responsa-
vel pela fraqueza muscular, falha cardiaca e respiratéria termi-
nal (McC.Howell et al. 1984). Acredita-se que o conteldo
lisossomal, liberado no sarcoplasma, cause necrose de fibras
musculares nos animais doentes. Tal evento é sugerido pelo cons-
tante e elevado contetdo de glicogénio no musculo afetado,
gue ndo pode ser degradado nos lisossomos devido a falta de
atividade hidrolitica disponivel (McC.Howell et al. 1984). Aana-
lise do SNC dos animais afetados ndo demonstrou diferencas
significativas na intensidade das les6es. Apesar do dano na mus-
culatura esquelética, causado pelo acimulo de glicogénio, ser
progressivo, aumentando com a idade, este comportamento ndo
tem sido observado no tecido nervoso de bovinos com
glicogenose generalizada. Cook et al. (1982) avaliaram o SNC de
dois bezerros de 3 e 7 meses de idade e de um outro animal que
morreu com 1 ano de idade, as lesbes encontradas no tecido
nervoso eram semelhantes.

Apesar da intensidade das lesdes encontradas no SNC, ndo
foram observados sinais clinicos significativos associados nos
bovinos estudados. A leve vacuolizagéo citoplasmatica observa-
da nos neurdnios de Purkinje, com discreta presenga de granu-
los de glicogénio cercados por membrana, encontrados nos
animais doentes, foram anteriormente descritas em bovinos da
raca Shorthorn (Edwards & Richards 1979); neste estudo, ao
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exame clinico do sistema nervoso, os animais se mostraram aler-
ta, com percepcéo de dor normal, resposta a ameaca e reflexo
pupilar. Nao houve evidéncias de movimentos de cabeca, estra-
bismo ou nistagmo, indicando que o efeito de glicogenose gene-
ralizada na funcdo neuroldgica é limitado.

As areas do cortex cerebral responsaveis pelo comportamen-
to, intelecto e tracos de personalidade sao o lobo frontal e cortex
temporal. Os estados mentais de depressao podem ser decor-
rentes de alteragOes nestas areas juntamente com o sistema
limbico. A apatia apresentada pelos animais doentes pode ser
uma manifestacao neurolégica da doenca decorrente da leséo
no cortex cerebral e/ou areas correspondentes ao sistema
limbico.

Atualmente, o rebanho brasileiro é composto de aproximada-
mente sete mil animais puros com estimativas de alcancar 20 mi-
Ihdes de cabecas com sangue Brahman em 10 ou 15 anos. Como
raga zebuina, o Brahman apresenta maior rusticidade e adapta-
¢ao as regides de clima quente, assim como o Nelore, raca de
corte predominante no pais. Maior precocidade sexual e de termi-
nacao e carcaga superior, podem gerar produtos com mais arrou-
bas ao desmame sao caracteristicas da raca Brahman que a tor-
nam importante economicamente para cruza com gado Nelore,
resultando em animais adaptados, mais aptos para producédo de
carne e com maior precocidade (Toledo 2004). A possibilidade de
expansao desta raga no pais faz com que medidas de controle
sejam tomadas para impedir a ocorréncia de glicogenose e evitar
as perdas econdmicas decorrentes. Estas medidas de controle
devem incluir a testagem de animais e sémen adquiridos de ou-
tros paises, principalmente porque estes Ultimos representam uma
forma rapida de disseminacdo da doenca.

N&o haviam sido relatados casos anteriores de glicogenose
generalizada tipo Il em bovinos da raga Brahman no Brasil. Esta
doenca deve ser levada em consideracdo no diagnéstico dife-
rencial de outras doengas que cursem com fraqueza muscular
em bovinos da raca Brahman e suas cruzas.
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