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Two outbreaks of a neurological disease affecting herds of dairy cattle that were fed
moldy beer residues contaminated with Aspergillus clavatus in the county of Viamao, Rio
Grande do Sul, Brazil, are described. The morbidity of both outbreaks was 30% and the
lethality 50% and 100%. The clinical course varied from 5 to 64 days. Only one of the
animals that recovered from the disease remained with slight locomotor sequels. Clinical
signs were predominantly locomotor and included muscle tremors of varied intensity,
hyperesthesia and progressive posterior ataxia, paresis and paralysis with knuckling of
fetlocks of the hind limbs. Gait abnormalities were more pronounced after exercises which
in general led to falling down. There was also reduced milk production, but appetite and
water intake were maintained until close to death or euthanasia. From five cattle necropsied,
two showed macroscopic lesions characterized by necrotic changes and mineralization in
pelvic muscles and thoracic limbs. The main histological findings consisted of chromatolytic
neuronal degeneration and necrosis in selected nuclei of the brain stem, the ventral horn of
the spinal cord, and of the trigeminal, stellate celiac and spinal ganglions. In two cattle
there was wallerian degeneration in dorsal funiculi of the spinal cord and ischiadic and
fibular nerves. The diagnosis was based on epidemiological data, clinical signs, necropsy
findings, histological lesions and mycological examination. Epidemiologic, clinical and
pathologic aspects, pathogenetic mechanisms and differential diagnoses are discussed.

INDEX TERMS: Asperygillus clavatus, cattle, beer residues, neurotoxicosis, chromatolysis neuronal.

RESUMO.- Descrevem-se dois surtos de uma doenca
neuroldgica que afetou rebanhos bovinos leiteiros que
consumiam bagaco de malte contaminado por Aspergi-
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llus clavatus no municipio de Viamao, estado do Rio Gran-
de do Sul. A morbidade em ambos os surtos foi em torno
de 30% e a letalidade, 50% e 100%. A evolugéo clinica da
doenca variou de 5 a 64 dias. Dentre os animais que se
recuperaram apenas um permaneceu com sequelas
locomotoras leves. Os sinais clinicos eram predominan-
temente locomotores e incluiam tremores musculares de
intensidade variavel, hiperestesia e membros pélvicos com
ataxia, paresia e paralisia progessivas, e apoio sobre os
boletos. Os disturbios locomotores eram intensificados
pelo exercicio que, em geral, desencadeava quedas. Ha-
via também marcada queda na producéo leiteira, no en-
tanto o apetite e a dipsia eram mantidos até proximo da
morte ou eutanasia. Cinco bovinos foram necropsiados e
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destes dois apresentaram lesdes macroscopicas nos
musculos esqueléticos, principalmente nos membros pél-
vicos e toracicos caracterizadas por alteragdes necréticas
e mineralizac&o. No sistema nervoso, os principais acha-
dos consistiam de degeneracao e necrose neuronal
cromatolitica em nucleos nervosos especificos no tronco
encefalico, nos cornos ventrais da medula espinhal € nos
ganglios trigeminal, estrelado, celiaco e espinhais. Em
dois bovinos havia adicionalmente degeneracao walleriana
nos funiculos dorsais da medula espinhal e nervos
isquiadico e fibular. O diagnéstico foi baseado nos dados
epidemioldgicos, sinais clinicos, achados de necropsia,
histopatolégicos e micoldgicos. Os aspectos epidemiold-
gicos, clinicos e patolégicos da enfermidade, além de
possiveis mecanismos patogenéticos e diagndsticos di-
ferenciais sao discutidos.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Aspergillus clavatus, bovinos, ba-
gaco de malte, neurotoxicose, cromatdlise neuronal.

INTRODUCAO

O bagaco de malte é um subproduto do processo de pro-
ducao de cervejarias formado pela parte solida obtida da
filtracdo do mosto cervejeiro antes da fervura. Este é cons-
tituido principalmente de restos de casca e polpa de ce-
vada, mas também dos grdos do adjunto, como arroz,
milho e trigo. O bagaco de malte é quantitativamente o
principal subproduto do processo cervejeiro, sendo gera-
do de 14-20 kg a cada 100 litros de cerveja produzida. A
grande producdo anual de cerveja no pais, em média 8,5
bilhdes de litros, da uma idéia da enorme quantidade deste
subproduto gerada (Santos & Ribeiro 2005). Em razéao de
suas caracteristicas nutricionais, grande disponibilidade
e menor custo este subproduto vem sendo amplamente
utilizado na alimentag&o de bovinos com aptidao leiteira
no Rio Grande do Sul (Barros et al. 2006) e outras regi-
0es do pais (Santos & Ribeiro 2005).

O consumo de subprodutos de cervejarias ou destila-
rias contaminados pelo fungo Aspergillus clavatus tem sido
associado a uma doenca neuroldgica em bovinos e ovi-
nos em diversos paises (Kellerman et al. 1976, 1984,
Gilmour et al. 1989, Sabater-Vilar et al. 2004, Kellerman
et al. 2005). No Brasil o diagndstico desta enfermidade
com lesdes caracteristicas foi feito por Loretti et al. (2003).

A. clavatus é um fungo saprdfito cosmopolita normal-
mente isolado de amostras de solo, fezes e materiais ve-
getais em decomposi¢cdo. Embora considerado um
contaminante relativamente raro, principalmente de cere-
ais e seus produtos, havendo condi¢cdes favoraveis para o
seu crescimento e produgéo de toxinas, o fungo pode pro-
liferar e predominar sobre outros microorganismos. Isso
tende a ocorrer em produtos estocados com alto teor de
umidade (Lopez-Dias & Flannigan 1997, Varga et al. 2003)
e particularmente em temperaturas superiores a 13°C, com
intenso crescimento a 25°C (Lopez-Dias & Flannigan 1997).

A natureza da(s) micotoxina(s) envolvida(s) na
sindrome tdxica relacionada a A. clavatus ainda nao é

bem esclarecida (Lopez-Dias & Flannigan 1997, McKenzie
et al. 2004, Sabater-Vilar et al. 2004). O fungo tem sido
apontado como produtor de diversas micotoxinas, como
patulina, brefeldina A, citocalasina E e K, ascladiol,
clavatol, acido cdjico e diversas substancias tremorgéni-
cas, como triptoquivalona, nortriptoquivalona, triptoquiva-
lina e gliantripina (Kellerman et al. 1976, 1988, Varga et
al. 2003, Sabater-Vilar et al. 2004). Entretanto, nenhuma
destas foi testada em ruminantes para determinar sua
participacéo na patogénese da doenca (McKenzie et al.
2004). Alguns autores, no entanto, especulam que a en-
fermidade seja resultado da acéao sinérgica de varias mi-
cotoxinas (Varga et al. 2003).

A necropsia, animais que sobrevivem por longos perio-
dos, podem apresentar areas palidas de degeneracao e
necrose nos musculos esqueléticos dos membros pélvi-
cos e torécicos, e em alguns casos, também no coragcéo
(Kellerman et al. 1976, 2005). Microscopicamente, ha de-
generacao e necrose de grandes neurdnios, especialmen-
te dos cornos ventrais da medula espinhal, nucleos espe-
cificos da medula oblonga, mesencéfalo e tdlamo, e
ganglios espinhais (Gilmour et al. 1989, Van der Lugt et al.
1994, Kellerman et al. 2005). Degeneracao axonal central
e periférica com perda secundaria de mielina tem sido
identificada em alguns surtos (Gilmour et al. 1989, Van der
Lugt et al. 1994). Histologicamente, as lesdes nos muscu-
los esqueléticos e cardiacos se apresentam na forma de
degeneracéo e necrose hialina e flocular acompanhadas
ou nao de mineralizacao (Kellerman et al. 1976, Loretti et al.
2003). A patogénese das lesGes permanece controversa.
Tem sido sugerido que a cromatodlise neuronal seja uma
manifestacao de injuria primaria ao corpo do neurdnio. Nes-
te sentido, a degeneracdo axonal, observada em alguns
casos, seria secundaria ou concomitante (Kellerman et al.
1976, 1984, Van der Lugt et al. 2002). Porém alguns autores
propdem que as lesdes podem ser explicadas por uma inju-
ria axonal primaria e que as alteragdes observadas em cor-
pos de neurdnio sejam secundarias e definidas como rea-
cao axonal (Gilmour et al. 1989, Van der Lugt et al. 1994).

O presente trabalho tem como objetivo descrever os
aspectos clinicos e patoldgicos de dois surtos de uma
doenca neurolégica em bovinos consumindo bagaco de
malte contaminado por A. clavatus. Os aspectos epide-
mioldgicos, clinicos e patolégicos da enfermidade, além
de possiveis mecanismos patogenéticos e diagnodsticos
diferenciais serdo discutidos.

MATERIAL E METODOS

Dados epidemioldgicos e clinicos dos surtos foram obtidos em
visitas as propriedades e junto aos proprietarios. Na Propriedade
1 foram necropsiados trés bovinos, um ja em avangado estado
de autdlise e dois apos eutanasia com tiopental sddico quando
moribundos. Na Propriedade 2 foram necropsiados dois bovinos,
um imediatamente apds a morte e outro apds eutanasia com
tiopental sédico quando moribundo.

Os fragmentos de diversos tecidos destinados a microscopia
Optica foram fixados em formol a 10% tamponado, desidratados
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em concentragdes crescentes de dlcool etilico, diafanizados em
xilol e incluidos em parafina. Cortes de 5mm de espessura foram
corados pela hematoxilina e eosina e pelos métodos de violeta
de cresil e azul rapido de luxol (Prophet et al. 1992). Do sistema
nervoso dos animais foram coletados encéfalo, medula espinhal,
ganglios nervosos (trigeminal, espinhal, celiaco e estrelado),
fragmentos dos nervos isquiadico e fibular. Amostras do sistema
nervoso central incluiram cortes da medula oblonga ao nivel do
Oébex, ponte com pedunculos cerebelares (ao nivel do sulco
bulbo-pontino), cortex cerebelar (ao nivel do corte anterior),
mesencéfalo ao nivel dos coliculos rostrais, talamo caudal
(seccao caudal ao corpo mamilar) e cranial (ao nivel do quiasma
Optico), cortex cerebral nos lobos occipital (ao nivel do corte
mais caudal do talamo) e frontal (na altura do sulco cruzado), e
medula espinhal ao nivel toracico e das intumescéncias lombar
e cervical. A classificagdo dos nucleos nervosos com lesoes
seguiu a descricdo neuroanatémica de Yoshikawa (1968).
Amostras de musculos dos membros pélvicos (semitendinoso,
vasto lateral, vasto medial e gastrocnémio), membros toracicos
(triceps braquial e subescapular), axiais (longissimo dorsal e
psoas), respiratérios (intercostal e diafragma) e cardiacos
(ventriculos e septo interventricular) dos animais foram mantidas
em geladeira (4°C) por cerca de 24-48 horas antes da fixacao
em formol para evitar artefatos de contragcdo. Foram avaliados
ainda fragmentos dos seguintes 6rgaos: pulmao, figado, rim,
pancreas, adrenal, tiredide, hipdfise, bago, linfonodos, rimen,
reticulo, omaso, abomaso, intestinos e bexiga.

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

Amostras do bagaco de malte utilizado nas propriedades
que apresentavam visivel contaminacao fungica foram coletadas
e enviadas para identificacdo e cultivo micolégico no Laboratdrio
de Micologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul. Micélios e conidios foram removidos destas amostras,
montados em lactofenol para exame microscépico e inoculados
em placas de Petri contendo Agar Sabouraud Dextrose (OXOID)
acrescido de 0,4g de cloranfenicol (INLAB). A incubagéo foi
realizada num periodo minimo de 10 dias a uma temperatura
de 25-30°C. Posteriormente os isolados identificados como
Aspergillus clavatus foram repicados através de transferéncia
de micélios e conidios em Agar Sabouraud para obtencao de
cultura pura que foi armazenada em agua destilada estéril
(técnica de Castellani).

Para pesquisa de patulina foram enviadas ao Laboratério
de Anadlises Micotoxicoldgicas (Lamic) da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM) amostras do bagaco de malte utilizado
na Propriedade 1. A pesquisa de patulina foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, com deteccao por
ultravioleta (HPLC/UV). Os dados meteoroldgicos foram obtidos
em consulta ao Instituto Nacional de Meteorologia (INMET)
(www.inmet.com.br).

RESULTADOS
Os surtos ocorreram entre marco de 2006 (Propriedade
1) e fevereiro de 2007 (Propriedade 2), nos bairros de
Branquinha e Itapua do municipio de Viamao, Rio Gran-
de do Sul, respectivamente. Na Propriedade 1 os sinais
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clinicos foram observados cerca de uma semana apds o
recebimento de nova carga de bagaco de malte, que foi
colocada sobre as sobras da carga anterior, recebida 28
dias antes. Os animais passaram a receber um mistura
de ambas. O proprietario notou surgimento de um bolor
esverdeado ou acinzentado sobre o bagaco de malte.
Nesse bolor foi identificado e isolado Aspergillus clavatus.
O uso do subproduto foi suspenso cerca de trés dias apds
serem notados 0s primeiros sinais clinicos nos bovinos.
No entanto, um animal ainda adoeceu cerca de dez dias
apos a suspensao. Na propriedade eram utilizados cerca
de 25 kg de bagago de malte por animal por dia. Duas
das trés vacas que adoeceram eram das de melhor pro-
ducao (cerca de 40kg de leite/dia).

O bagaco de malte utilizado na Propriedade 2 apre-
sentou, segundo o proprietario, um bolor azul esverdeado
na superficie 4-5 dias apds a entrega. Os primeiros sinais
clinicos no primeiro animal afetado foram percebidos 12
dias apds entrega do material, ou seja, cerca de 7 dias
apos a observacao do bolor. Esta carga do subproduto foi
empregada na alimentacéo dos animais até 28 dias apds
entrega. Uma nova carga do subproduto foi recebida no
dia seguinte ao término e colocada no mesmo reservato-
rio, apresentando um bolor semelhante ao descrito em
poucos dias. Cinco dias apds a entrega desta, durante a
primeira visita a propriedade, praticamente toda a super-
ficie do subproduto estava recoberta pelo bolor azul
esverdeado com pequenas areas brancas e pretas. Do
bolor foi identificado e isolado A. clavatus (Fig.1) com
pequena contaminag¢ao por Rhizopus sp. O uso do
subproduto havia sido suspenso no dia anterior a visita.
Assim os animais ingeriram o subproduto por cerca de 28
dias apds a observagéo do bolor (24 dias da primeira car-

Fig.1. Neurotoxicose causada por Aspergillus clavatus em bo-
vinos. Reservatorio do bagaco de malte da Propriedade 2;
ha abundante bolor azul esverdeado na superficie do
subproduto. No detalhe, aspectos microscopicos de A.
clavatus, vesicula em forma clava recoberta por fidlides
curtos (azul mais intenso) e grande numero de conidios
aderidos as fidlides ou destacados. Lactofenol azul de al-
godao, obj.100x.
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Quadro 1. Neurotoxicose associada a ingestao de bagaco
de malte contaminado por Aspergillus clavatus. Dados
dos bovinos dos surtos, com evolucao clinica e desfecho

Animais  Dados dos animais Evolucao Desfecho

clinica

Propriedade 1
Bovino1 HPB? fémea, 7 anos  NIP
Bovino2 HPB, fémea, 5 anos
Bovino 3 HPB, fémea, 4 anos

Propriedade 2
Bovino4 HPB, fémea, 5 anos

Morte com necropsia
16 dias Eutanasia e necropsia
+10 dias Eutanasia e necropsia

5dias Morte com necropsia

Bovino5 HPB, macho, 1,3 ano 22dias Eutanasia e necropsia

Bovino6 HPB, macho, 8 meses NI Adoeceu levemente e
recuperou-se

Bovino 7 HPB, fémea, 2,5 anos 64 dias Morte sem necropsia

Bovino 8 HPB, fémea, 2 anos 5dias Morte sem necropsia

Bovino9 HPB, fémea, 2 anos 133 dias Adoeceu moderadamente

e sequielas leves d
5dias Morte sem necropsia
6 dias ¢ Adoeceu levemente e
recuperou-se
6 dias® Adoeceu levemente e
recuperou-se
Bovino 13 HPB, fémea, 2,5 anos 6 dias® Adoeceu levemente e

recuperou-se

Bovino 10 HPB, macho, terneiro
Bovino 11 HPB, fémea, 2 anos

Bovino 12 HPB, fémea, 2 anos

aHPB: holandesa preta e branca; ® NI: ndo informado; ¢ Observagéo de
sinais em visita a propriedade, porém sem sinais clinicos aparentes
na Ultima visita (117 dias apds inicio dos sinais); 9 Morte por distocia
quando apresentava seqlelas leves dos sinais locomotores, nao
necropsiado.

ga e 4 dias da segunda carga) e cerca de 21 dias apos os
primeiros sinais clinicos. Eram utilizados cerca de 8 kg
de bagaco de malte por animal por dia e ndo ocorreram
novos casos apods a suspensao do uso. H& um ano o
subproduto era empregado na alimentacao do rebanho
sem que fossem notados problemas.

A morbidade de ambos os surtos foi semelhante em
torno de 30%. Na Propriedade 1 de um total de 10 bovi-
nos que recebiam o bagaco de malte 3 adoeceram (30%),
enquanto que na Propriedade 2 de 33 bovinos, 10 adoe-
ceram (30,3%). A letalidade na Propriedade 1 foi de 100%,
enquanto que na Propriedade 2 foi de 50%. Os dados dos
bovinos dos surtos, assim como evolucao e desfecho, sao
apresentados no Quadro 1. A evolugéo clinica variou de
10-16 dias (Propriedade 1) e 5-64 dias (Propriedade 2).
Dos animais que recuperaram na Propriedade 2 apenas
em um, que apresentou sinais mais graves, havia seque-
las locomotores leves até 133 dias apds o inicio dos si-
nais. Os demais ndo apresentavam sinais perceptiveis
117 dias apos o inicio dos sinais.

Os sinais clinicos em ambos os surtos eram predomi-
nantemente locomotores e incluiam mais comumente fra-
queza muscular e incoordenacao principalmente dos mem-
bros pélvicos, tremores musculares nos flancos e mem-
bros, e relutancia em se movimentar. Inicialmente os si-
nais nao eram muito perceptiveis se 0s animais estavam
em repouso. No entanto, quando movimentados os tremo-
res musculares e fraqueza muscular tornavam-se mais
evidentes. Os tremores eram mais acentuados nos bovi-

nos da Propriedade 1. Com a evolucéo havia extrema difi-
culdade de permanecer em estagéo, permanecendo pou-
cos momentos com os membros pélvicos afastados e des-
locados cranialmente e os membros toracicos proximos,
deslocados caudalmente (Fig.2A). Os bovinos quando for-
cados a caminhar demonstravam fraqueza muscular, in-
coordenacao e hipermetria predominantemente nos mem-
bros pélvicos. Com freqiiéncia o caminhar era trépego e
apoiado sobre os boletos dos membros pélvicos (Fig. 2B),
com quedas ocasionais, apés as quais estes relutavam por
alguns minutos em sair do decubito esternal. Nos bovinos
que evoluiram para o ébito ou foram eutanasiados, esses
quadros clinicos progrediam para decubito esternal per-
manente, embora permanecessem alertas, com apetite e
dipsia relativamente normais até préximo da morte ou eu-
tanasia. Nas fases terminais os bovinos permaneciam em
decubito lateral, com movimentos de pedalagem e em pou-
cos casos opistotono. Os bovinos, especialmente os da
Propriedade 2, apresentavam ainda hiperestesia demons-
trada por resposta exagerada a estimulos externos, como

vinos. (A) Bovino 9, com membros toracicos proximos e des-
locados caudalmente e membros pélvicos afastados e des-
locados cranialmente, indicando deslocamento do apoio para
0s membros toracicos. (B) Bovino 3, caminhando com mem-
bros pélvicos parcialmente flexionados e apoiados sobre
os boletos.
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toque e estimulos sonoros, e eram mais irritadigos. O Bo-
vino 2 demonstrou adicionalmente clara relutancia em trans-
por pequenos obstaculos e intensificagcdo dos tremores
guando em decubito lateral. O Bovino 9 apresentou ainda
moderada taquipnéia apds breve movimentagao. Quando
testada, a sensibilidade cutanea estava diminuida ou au-
sente principalmente nas porcdes posteriores do corpo
(Bovinos 2, 3 e 4). Foi relatada também em ambas propri-
edades caquexia nos animais de evolugdo mais longa e
marcada queda na produ¢do dos animais em lactacao (na
Propriedade 2, onde foi mensurada, a queda chegou a
47,2% no auge do surto).

As lesdes macroscopicas, quando presentes, foram
observadas nos musculos esqueléticos dos membros
pélvicos e toracicos. No Bovino 2 estas estavam clara-
mente presentes e se caracterizavam por areas esbran-
quicadas focalmente extensas e arenosas com freqiién-
cia préximas a inser¢des dos musculos, contrastando com
areas de coloragédo normal vizinhas. Nos membros pélvi-
cos estas alteracbes foram observadas nos musculos
quadriceps, semitendinoso, gastrocnémio, séleo e fibular
terceiro. Ja nos membros toracicos, nos musculos triceps
braquial e subescapular. Adicionalmente, havia leve ede-
ma gelatinoso e translucido entre as fascias musculares.
No Bovino 3 havia apenas palidez difusa e leve em muscu-
los dos membros pélvicos e nos Bovinos 1, 4 e 5 ndo
foram observadas lesdes macroscoépicas significativas.

Quadro 2. Neurotoxicose associada a ingestéo de bagaco
de malte contaminado por Aspergillus clavatus. Areas e
estruturas do sistema nervoso com les6es microscoépicas
nos bovinos necropsiados e suas respectivas
intensidades?

Areas ou estruturas do sistema Bovino 2 Bovino 3 Bovino 4 Bovino 5
nervoso com lesdes

Intumescéncia lombar

Corno ventral ++ ++ + +

Corno dorsal + + + 0
Intumescéncia cervical

Corno ventral 0 ++ ++ ++

Corno dorsal 0 0 0 0
Medula toracica

Corno ventral 0 + + 0

Corno dorsal 0 0 0 0
Bulbo ao nivel do ébex

Nucleo motor dorsal do vago ++ ++ ++ +

Nucleo ambiguo 0 + ++ +
Cerebelo / Ponte

Nucleos vestibulares 0 0 0 0

Formacao reticular 0 ++ + +
Talamo caudal ao corpo mamilar

Ncleo vermelho +++ +++ ++ +

Ganglio trigeminal +++ +++ +++ ++

Ganglio celiaco 0 - 4+ -

Ganglio espinhal +++ +++ +++ ++

Ganglio estrelado - - 4+ ++

Nervo isquiadico 0 0 0 ++

Nervo fibular - - + ++

2 Intensidade das lesoes: (+) leve (1-5 neurdnios cromatoliticos), (++)
moderada (6-10 neurénios cromatoliticos), (+++) acentuada (mais que
10 neurdnios cromatoliticos), (0) sem alteragdes, (-) ndo pesquisado.
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Os principais achados histoldgicos foram lesdes dege-
nerativas e necréticas em neurdnios dos cornos ventrais da
medula espinhal, de nticleos especificos da medula oblonga,
ponte, mesencéfalo e talamo, além de ganglios nervosos
espinhais, trigémeos, estrelado e celiaco. As lesGes eram
bilaterais e relativamente simétricas. Os nucleos nervosos
do tronco encefélico mais consistentemente afetados foram
o vermelho, formacao reticular da ponte, motor dorsal do
nervo vago e ambiguo (Quadro 2). Nao foram observadas
lesBes nos plexos mioentéricos e submucosais nos cortes
de intestino dos animais deste estudo. Os nucleos oculomotor
e hipoglosso estavam presentes e foram avaliados em to-
dos os cortes do mesencéfalo e medula oblonga deste estu-
do, respectivamente e nestes nao foram observados neur6-
nios com lesoes.

Os neurdnios afetados apresentavam-se tumefeitos,
arredondados, com citoplasma eosinofilico, homogéno e
palido, particularmente na porcéo central do pericario, e
com granulos de Nissl rarefeitos dispostos numa fina ca-
mada na periferia da célula ou praticamente ausentes.
Os nucleos dos neurdnios afetados, quando presentes no
plano de corte do pericario, eram com frequéncia periféri-
cos e apresentavam-se como que rechagados contra a
membrana celular, com picnose ou cariorrexia (Fig.3A).
Ocasionalmente estes neurdnios cromatoliticos apresen-
tavam vacuolos citoplasmaticos claros bem delimitados,
de diferentes tamanhos que por vezes ocupavam boa parte
do pericario. Na formacao reticular da ponte do Bovino 5
alguns neurdnios apresentavam citoplasma eosinofilico
parcialmente fragmentado, margeado (satelitose) ou en-
tremeado (neuronofagia) por células microgliais (Fig.3B),
além de discretos aglomerados de células da glia e
manguitos perivasculares linfocitario. Nos ganglios espi-
nhais (Bovinos 2, 3 e 5), associados as lesbes regressi-
vas em neurdnios, havia também fragmentacao de neu-
rénios com infiltragdo de macrdéfagos (neuronofagia), com
aumento na celularidade ao redor de neurdnios (satelitose)
e preenchimento celular de locais antes ocupados por
neurdnios (provavelmente aglomerados de células satéli-
tes, os chamados nddulos de Nageotte).

Nos funiculos dorsais da medula espinhal (Bovino 5) e
nos nervos isquiadicos (Bovino 5) e fibulares (Bovinos 4
e 5) havia tumefacdo ou auséncia de axdnios, associa-
dos a dilatacdo da bainha de mielina (Fig.3C) e ocasio-
nais macréfagos com citoplasma abundante e vacuolizado
(c&maras de digestao). A imunomarcacéo de neurofila-
mento H associada ao azul rapido de luxol ressaltou os
axonios tumefeitos e a consequliente perda de mielina,
respectivamente (Fig.3D). Os macrofagos associados as
lesbes axonais apresentaram no citoplasma marcacgéo
para neurofilamento e coloragéo pelo azul rapido de luxol.
A imunomarcacgao do neurofilamento foi observada ape-
nas em axdénios do sistema nervoso central e nervos pe-
riféricos, nao sendo notada marcagao no pericario de neu-
ronios cromatoliticos. Nao foi evidenciado aumento na
imunomarcacao da GFAP em astrécitos das areas con-
tendo neurdnios cromatoliticos. A imuno-histoquimica para
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Fig.3. Neurotoxicose causada por Aspergillus clavatus em bovinos. (A) Bovino 5. Nucleo ambiguo. Neur6nios tumefeitos com
cromatdlise total, aumento da eosinofilia citoplasmatica, nucleos ausentes ou picnéticos e deslocados para periferia do pericario.
Um neurénio apresenta marcada dissolu¢cao da por¢ao central do pericario. HE, obj.20x. (B) Bovino 5. Formagao reticular da
ponte. Corpo do neurdnio necrético com marginacgao e infiltragéo (neuronofagia) de microglia. HE, obj.40x. (C e D) Bovino 5.
Nervo fibular. (C) Tumefacao, fragmentacao e perda de axdnios e vacuolizagao, indicando a perda de mielina. HE, obj.40x. (D)
Tumefacao e fragmentacdo de ax6nios demonstradas pela imunomarcacéo de neurofilamento (marrom escuro), com infiltra-
¢ao de macrofagos com citoplasma azulado, indicando a fagocitose de mielina (camaras de digestao) nas areas de perda de
axoénios. Azul rapido de luxol e imuno-histoquimica para neurofilamento. HE, obj.40x.

PrP nestes animais foi consistentemente negativa. As le-
sbes musculares se caracterizavam na histopatologia por
vacuolizagao intracitoplasmatica, segmentos das miofibras
tumefeitos, com aumento da eosinofilia e perda das
estriacoes (necrose hialina) ou fragmentacao (necrose
flocular). No Bovino 2 e em uma amostra do Bovino 4
estas lesdes foram acompanhadas de mineralizacao e/
ou fibrose e tentativas de regeneragdo. Mesmo animais
sem lesbes macroscopicas aparentes apresentavam le-
sbes musculares em alguns musculos na microscopia,
embora em geral leves. No Bovino 5 havia ainda degene-
racao Walleriana em parte dos ramos nervosos entreme-
ados nas miofibras em alguns musculos avaliados (dia-
fragma, longissimo dorsal, subescapular e vasto medial).
Nao foram observadas les6es nas miofibras das areas
avaliadas do miocardio, diafragma e musculos intercos-
tais. Os demais d6rgéos avaliados nao apresentavam alte-
racoes significativas.

Os fungos presentes nas amostras de bagaco de malte
das duas propriedades e nos cultivos foram identificados
como A. clavatus pelas caracteristicas macro e micromor-
foldgicas. Nas amostras da Propriedade 2, além deste,
houve pequena contaminagao por Rhizopus sp. As coléni-
as de A. clavatus apresentavam aspecto granular, colora-
cao azul esverdeada e, microscopicamente, conididforos
medindo 3-4um com tipicas vesiculas em forma de clava,
inteiramente recobertas por fidlides curtos e conidios. A
pesquisa de patulina foi negativa nas amostras de bagaco
de malte da Propriedade 1. As temperaturas médias das
propriedades nos periodos dos surtos foram de cerca de
21°C (Propriedade 1) e 26°C (Propriedade 2).

DISCUSSAO
O diagnéstico da neurotoxicose causada por Aspergillus
clavatus neste caso foi baseado no conjunto de dados
epidemioldgicos, clinicos, patoldgicos e micoldgicos. Os
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achados clinicos e patoldgicos foram semelhantes aos
descritos em casos prévios naturais e experimentais de
neurotoxicose associada a ingestao de alimentos conta-
minados por A. clavatus (Kellerman et al. 1976, 1984,
Gilmour et al. 1989, Van der Lugt et al. 1994, 2002, Loretti
etal. 2003, Colodel et al. 2004, El-Hage & Lancaster 2004,
McKenzie et al. 2004, Sabater-Vilar et al. 2004,).

Os sinais clinicos locomotores observados nos bovi-
nos do presente estudo podem estar relacionados as le-
sbes nos neurdnios do tronco encefélico e medula espi-
nhal (De Lahunta 1983, Barros et al. 2006, Chiocchetti et
al. 2006). No entanto, A. clavatus pode produzir micotoxi-
nas tremorgénicas que podem causar sinais semelhan-
tes e desta forma contribuir para manifestagao clinica da
doenca (Kellerman et al. 1976, 1984, Varga et al. 2003,
Sabater-Vilar et al. 2004).

A degeneracao e necrose neuronal cromatolitica ob-
servadas nos casos presentes sdo semelhantes as des-
critas anteriormente (Kellerman et al. 1976, 1984, Gilmour
et al. 1989, Van der Lugt et al. 1994, 2002, Loretti et al.
2003, Colodel et al. 2004, El-Hage & Lancaster 2004,
McKenzie et al. 2004, Sabater-Vilar et al. 2004). O envol-
vimento de neurbnios dos ganglios trigémeo, estrelado e
celiaco descrito nesse estudo néo tem sido relatado em
outros surtos relacionados a A. clavatus (El-Hage &
Lancaster 2004). Devido ao envolvimento, nesses bovi-
nos, de neur6nios motores superiores e inferiores, sen-
sorios e de ganglios autbnomos, sugere-se que seja mais
apropriado classificar a enfermidade como uma doenca
neuronal degenerativa multissistémica. Os neurdnios
motores superiores dos nucleos vermelhos (Chiocchetti
et al. 2006) e formagéo reticular da ponte (De Lahunta,
1983) tém longas projecdes axonais caudais para medu-
la espinhal e foram afetados nesses casos. Entretanto, o
cortex motor, geralmente afetado em doencas dos neuré-
nios motores de humanos, era poupado nos bovinos aqui
apresentados, conforme observado anteriormente (Keller-
man et al. 1976, 1984, Loretti et al. 2003, McKenzie et al.
2004). De forma semelhante ao sugerido na doenca do
neurdnio motor de equinos (Cummings et al. 1990), o ndo
envolvimento do cértex motor na neurotoxicose causada
pelo A. clavatus em bovinos pode estar associado ao de-
senvolvimento rudimentar do trato cortico-espinhal nesta
espécie (De Lahunta 1983, Chiocchetti et al. 2006). Ou-
tros grupos neuronais afetados, como neurénios motores
inferiores e dos ganglios espinhais, também emitem lon-
gas projecdes axonais (De Lahunta et al. 1983), o que
indica que essa caracteristica seja importante na suscep-
tibilidade dos neurénios nesta doencga. A imuno-histoqui-
mica nao evidenciou acumulo de neurofilamentos no
pericario de neurénios afetados, comoé observado em
algumas doencas de neurdnios motores (Cummings et
al. 1990, Summer et al. 1994). Nos casos aqui apresenta-
dos, também n&o foram observadas alteragdes em astro-
citos ou vasos nas areas com lesdes neuronais, como
descrito nas neuropatias toxicas associadas a privacao
de energia (Cavanagh 1993).
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Como ocorrido anteriormente (Kellerman et al. 1976),
a participacédo da patulina na doenca descrita aqui ndo
pode ser demonstrada. A participacédo desta e de outras
micotoxinas na doenca associada ao A. clavatus ainda
necessita de comprovacao (Lopez-Dias & Flannigan 1997,
McKenzie et al. 2004, Sabater-Vilar et al. 2004).

Lesbes axonais similares as observadas nos casos
mais crénicos deste estudo tém sido atribuidas a axono-
patia (Gilmour et al. 1989, Van Der Lugt et al. 1994,
Sabater-Vilar et al. 2004), mas podem também estar rela-
cionadas a agressoes subletais no pericario de neurdnios
(Cummings et al. 1990). Lesdées com morfologia e distri-
buicéo semelhantes as descritas ocorrem na axonopatia
distal ou “dying back” (Cavanagh 1979). Este mecanismo
ja foi proposto em um surto associado a A. clavatus (Van
Der Lugt et al. 1994). Em neuropatias toxicas, altera¢des
no pericario podem surgir nas fases iniciais da doenca,
quando os axénios estao praticamente intactos (Sterman
1983), 0 que talvez possa explicar a auséncia de lesbes
axonais na maioria dos bovinos do presente estudo. A
auséncia de lesdes em axdnios da medula espinhal (Loretti
et al. 2003, McKenzie et al. 2004) ou de nervos periféri-
cos (El-Hage & Lancaster 2004) tem sido descrita tam-
bém em outros surtos.

Vacuolos de diferentes tamanhos e bem definidos, por
vezes ocupando boa parte do citoplasma dos neurénios,
foram ocasionalmente observados em neur6nios sem
outras alteragcbes evidentes nos ganglios espinhais e
trigeminal, além do nucleo vermelho de alguns animais.
Vacuolos semelhantes a estes tém sido descritos ao me-
nos no nucleo vermelho (Gavier-Widen et al. 2001) e no
ganglio trigeminal (Rech et al. 2006), de animais sem
manifestacdes de sinais neurolégicos o que compromete
a inclusédo destes no quadro patoldgico associado a A.
clavatus. A vacuolizacdo da substéncia branca observa-
da em um bovino do presente surto, restrita apenas a subs-
tancia nigra, é semelhante a relatada em animais sem
sinais de doenca neuroldgica (Gavier-Widen et al. 2001)
e dessa forma nao foi relacionada ao quadro associado a
A. clavatus.

Como descrito em outros surtos havia degeneragéo e
necrose em musculos esqueléticos dos membros (Keller-
man et al. 1976, Van Der Lugt et al. 2002, Loretti et al.
2003, Colodel et al. 2004), por vezes acompanhadas de
mineralizacéo distrofica (Loretti et al. 2003). Estas lesdes
podem, entretanto, estar ausentes em alguns surtos
(Kellerman et al. 1984, Gilmour et al. 1989, Van Der Lugt
et al. 1994, El-Hage & Lancaster 2004, McKenzie et al.
2004). A patogénese das les6es musculares ainda € in-
determinada (Gilmour et al. 1989, Loretti et al. 2003, EI-
Hage & Lancaster 2004).

Conforme relatado, apds a remogéao do alimento con-
taminado, tanto pode haver recuperagéao clinica de ani-
mais com sinais neuroldgicos pronunciados (Kellerman
et al. 1984, Gilmour et al. 1989, Loretti et al. 2003, El-
Hage & Lancaster 2004), quanto a ocorréncia de casos
novos (Gilmour et al. 1989, El-Hage & Lancaster 2004).



Neurotoxicose em bovinos associada ao consumo de bagaco de malte contaminado por Asperqgillus clavatus 227

O diagnostico diferencial para a doenga causada por
A. clavatus deve incluir principalmente as sindromes tre-
morgénicas, o botulismo, a raiva e a leucose com envol-
vimento da medula espinhal. As lesdes musculares, quan-
do presentes, sao de grande auxilio na diferenciacao des-
sas enfermidades. Quando ha lesdes musculares, o di-
agndstico diferencial deve incluir miopatias téxicas e
nutricionais, nestes casos, porém nao ha sinais neurolo-
gicos (Loretti et al. 2003, Barros et al. 2006, Riet-Correa
et al. 2007). Apesar das semelhangas clinicas, em geral,
nas intoxicagdes por Claviceps paspali, Stenocarpella
(Diplodia) maydis, Cynodon dactylon, Lolium perenne e
Ipomoea asarifolia nédo sdo descritas lesbes macro ou
microscopicas(Loretti et al. 2003, Barros et al. 2006, Riet-
Correa et al. 2007). Nas intoxicagbes por plantas que cau-
sam doencas do armazenamento lisossomal em bovinos
(Sida carpinifolia, Solanum fastigiatum, Ipomoea carnea
subsp. fistulosa e Turbina cordata), a doenca tremorgé-
nica é acompanhada por vacuolizagao citoplasmatica em
diversos tecidos, incluindo neurénios, particularmente os
do cortex cerebelar e cerebral, tdlamo, mesencéfalo e
medula espinhal. Embora presente na doenga causada
por A. clavatus a vacuolizagdo neuronal ndo tem sido
observada no cértex cerebelar ou cerebral. Na intoxica-
¢ao por Phalaris spp., areas verde azuladas no encéfalo
(talamo, mesencéfalo e medula oblonga) observadas na
macroscopia correspondem a pigmento marrom-amare-
lado no citoplasma de neurdnios semelhante a lipofucsi-
na. As outras doencas mencionadas podem ser diferen-
ciadas por lesdes distintas (leucose e raiva) e auséncia
de lesdes (botulismo) ou por dados epidemioldgicos (in-
toxicagéao tardia por organofosforados) (Loretti et al. 2003,
Barros et al. 2006, Riet-Correa et al. 2007). A encefalopatia
espongiforme bovina (EEB) também é um importante di-
ferencial devido as semelhancas clinicas e histoldgicas.
Nestes casos a imuno-histoquimica é crucial para uma
diferenciacao inequivoca (Loretti et al. 2003, Barros et al.
2006, Riet-Correa et al. 2007). Nos casos aqui apresen-
tados a imuno-histoquimica utilizando o anticorpo
monoclonal anti-proteina prion nos cortes da medula
oblonga ao nivel do dbex de todos os animais foi consis-
tentemente negativa.

A proliferacédo de diversos tipos de fungos ambientais
pode ocorrer desde a germinacdo do gréao de cevada,
durante a produgéo do malte, até a utilizagcao do subpro-
duto nas propriedades rurais (Lopez-Diaz & Flannigan
1997, Simas et al. 2007). O bagaco de malte tem uso bas-
tante difundido em rebanhos leiteiros na regiao (Barros et
al. 2006) e a grande maioria de produtores de leite, inclu-
sive vizinhos das propriedades que foram afetadas e que
recebiam o mesmo material, ndo registrou problemas.
Condigcdes importantes para crescimento e produgéo de
micotoxinas por fungos, como temperatura ambiente,
substrato rico em nutrientes e umidade foram propicias
ao desenvolvimento do fungo (Lopez-Dias & Flannigan
1997, McKenzie et al. 2004). Assim, a presenca de cepas
toxigénicas de A. clavatus associada a fatores de arma-

zenagem e manejo do bagaco de malte pode ter sido de
importancia para o surgimento do problema.

Niveis menores de contaminagao fungica tém sido
associados com o consumo do bagaco de malte em um
curto periodo de tempo e estocagem com boa drenagem
(Simas et al. 2007). Neste sentido, a oferta do subproduto
na forma dessecada tem sido preconizada como mais
segura (Barros et al. 2006).
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