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RESUMO.- Descrevem-se dois surtos de uma doença
neurológica que afetou rebanhos bovinos leiteiros que
consumiam bagaço de malte contaminado por Aspergi-

llus clavatus no município de Viamão, 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 evolução clínica da
doença variou de 5 a 64 dias. Dentre os animais que se
recuperaram apenas um permaneceu com seqüelas
locomotoras leves. Os sinais clínicos eram predominan-
temente locomotores e incluíam tremores musculares de
intensidade variável, hiperestesia e membros pélvicos com
ataxia, paresia e paralisia progessivas, e apoio sobre os
boletos. Os distúrbios locomotores eram intensificados
pelo exercício que, em geral, desencadeava quedas. Ha-
via também marcada queda na produção leiteira, no en-
tanto o apetite e a dipsia eram mantidos até próximo da
morte ou eutanásia. Cinco bovinos foram necropsiados e
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destes dois apresentaram lesões macroscópicas nos
músculos esqueléticos, principalmente nos membros pél-
vicos e torácicos caracterizadas por alterações necróticas
e mineralização. No sistema nervoso, os principais acha-
dos consistiam de degeneração e necrose neuronal
cromatolítica em núcleos nervosos específicos no tronco
encefálico, nos cornos ventrais da medula espinhal e nos
gânglios trigeminal, estrelado, celíaco e  espinhais. Em
dois bovinos havia adicionalmente degeneração walleriana
nos funículos dorsais da medula espinhal e nervos
isquiádico e fibular. O diagnóstico foi baseado nos dados
epidemiológicos, sinais clínicos, achados de necropsia,
histopatológicos e micológicos. Os aspectos epidemioló-
gicos, clínicos e patológicos da enfermidade, além de
possíveis mecanismos patogenéticos e diagnósticos di-
ferenciais são discutidos.

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Aspergillus clavatus, bovinos, ba-
gaço de malte, neurotoxicose, cromatólise neuronal.

INTRODUÇÃO
O bagaço de malte é um subproduto do processo de pro-
dução de cervejarias formado pela parte sólida obtida da
filtração do mosto cervejeiro antes da fervura. Este é cons-
tituído principalmente de restos de casca e polpa de ce-
vada, mas também dos grãos do adjunto, como arroz,
milho e trigo. O bagaço 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 produção anual de cerveja no país, em média 8,5
bilhões de litros, dá uma idéia da enorme quantidade deste
subproduto gerada (Santos & Ribeiro 2005). Em razão de
suas características nutricionais, grande disponibilidade
e menor custo este subproduto vem sendo amplamente
utilizado na alimentação de bovinos com aptidão leiteira
no Rio Grande do Sul (Barros et al. 2006) e outras regi-
ões do país (Santos & Ribeiro 2005).

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

A. clavatus é um fungo saprófito cosmopolita normal-
mente isolado de amostras de solo, fezes e materiais ve-
getais em decomposição. Embora considerado um
contaminante relativamente raro, principalmente de cere-
ais e seus produtos, havendo condições favoráveis para o
seu crescimento e produção 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 13oC, com
intenso crescimento a 25oC (Lopez-Dias & Flannigan 1997).

A natureza da(s) micotoxina(s) envolvida(s) na
síndrome tóxica relacionada a A. clavatus ainda não 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, ácido cójico e diversas substâncias tremorgêni-
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
participação na patogênese da doença (McKenzie et al.
2004). Alguns autores, no entanto, especulam que a en-
fermidade seja resultado da ação sinérgica de várias mi-
cotoxinas (Varga et al. 2003).

À necropsia, animais que sobrevivem por longos perío-
dos, podem apresentar áreas pálidas de degeneração e
necrose nos músculos esqueléticos dos membros pélvi-
cos e torácicos, e em alguns casos, também no coração
(Kellerman et al. 1976, 2005). Microscopicamente, há de-
generação e necrose de grandes neurônios, especialmen-
te dos cornos ventrais da medula espinhal, núcleos espe-
cíficos da medula oblonga, mesencéfalo e tálamo, e
gânglios espinhais (Gilmour et al. 1989, Van der Lugt et al.
1994, Kellerman et al. 2005). Degeneração axonal central
e periférica com perda secundária de mielina tem sido
identificada em alguns surtos (Gilmour et al. 1989, Van der
Lugt et al. 1994). Histologicamente, as lesões nos múscu-
los esqueléticos e cardíacos se apresentam na forma de
degeneração e necrose hialina e flocular acompanhadas
ou não de mineralização (Kellerman et al. 1976, Loretti et al.
2003). A patogênese das lesões permanece controversa.
Tem sido sugerido que a cromatólise neuronal seja uma
manifestação de injúria primária ao corpo do neurônio. Nes-
te sentido, a degeneração axonal, observada em alguns
casos, seria secundária ou concomitante (Kellerman et al.
1976, 1984, Van der Lugt et al. 2002). Porém alguns autores
propõem que as lesões podem ser explicadas por uma injú-
ria axonal primária e que as alterações observadas em cor-
pos de neurônio sejam secundárias e definidas como rea-
ção axonal (Gilmour et al. 1989, Van der Lugt et al. 1994).

O presente trabalho tem como objetivo descrever os
aspectos clínicos e patológicos de dois surtos de uma
doença neurológica em bovinos consumindo bagaço de
malte contaminado por A. clavatus. Os aspectos epide-
miológicos, clínicos e patológicos da enfermidade, além
de possíveis mecanismos patogenéticos e diagnósticos
diferenciais serão discutidos.

MATERIAL E MÉTODOS
Dados epidemiológicos e clínicos dos surtos foram obtidos em
visitas às propriedades e junto aos proprietários. Na Propriedade
1 foram necropsiados três bovinos, um já em avançado estado
de autólise e dois após eutanásia com tiopental sódico quando
moribundos. Na Propriedade 2 foram necropsiados dois bovinos,
um imediatamente após a morte e outro após eutanásia com
tiopental sódico quando moribundo.

Os fragmentos de diversos tecidos destinados à microscopia
óptica foram fixados em formol a 10% tamponado, desidratados
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em concentrações crescentes de álcool etílico, diafanizados em
xilol e incluídos em parafina. Cortes de 5mm de espessura foram
corados pela hematoxilina e eosina e pelos métodos de violeta
de cresil e azul rápido de luxol (Prophet et al. 1992). Do sistema
nervoso dos animais foram coletados encéfalo, medula espinhal,
gânglios nervosos (trigeminal, espinhal, celíaco e estrelado),
fragmentos dos nervos  isquiádico e fibular. Amostras do sistema
nervoso central incluíram cortes da medula oblonga ao nível do
óbex, ponte com pedúnculos cerebelares (ao nível do sulco
bulbo-pontino), córtex cerebelar (ao nível do corte anterior),
mesencéfalo ao nível dos colículos rostrais, tálamo caudal
(secção caudal ao corpo mamilar) e cranial (ao nível do quiasma
óptico), córtex cerebral nos lobos occipital (ao nível do corte
mais caudal do tálamo) e frontal (na altura do sulco cruzado), e
medula espinhal ao nível torácico e das intumescências lombar
e cervical. A classificação dos núcleos nervosos com lesões
seguiu a descrição neuroanatômica de Yoshikawa (1968).
Amostras de músculos dos membros pélvicos (semitendinoso,
vasto lateral, vasto medial e gastrocnêmio), membros torácicos
(tríceps braquial e subescapular), axiais (longíssimo dorsal e
psoas), respiratórios (intercostal e diafragma) e cardíacos
(ventrículos e septo interventricular) dos animais foram mantidas
em geladeira (4oC) por cerca de 24-48 horas antes da fixação
em formol para evitar artefatos de contração. Foram avaliados
ainda fragmentos dos seguintes órgãos: pulmão, fígado, rim,
pâncreas, adrenal, tireóide, hipófise, baço, linfonodos, rúmen,
retículo, omaso, abomaso, intestinos e bexiga.

Cortes selecionados do sistema nervoso foram submetidos
à imunoistoquímica através do método da steptavidina-biotina
marcada (LSAB). Foram utilizados os seguintes anticorpos
primários: a) anti-proteína fibrilar glial ácida (anti-GFAP), b)
policlonal de coelho anti-neurofilamento bovino H de 200kD
(Serotec: AHP245), c) monoclonal anti-proteína príon (VRMD:
F99/97).

Amostras do bagaço de malte utilizado nas propriedades
que apresentavam visível contaminação fúngica foram coletadas
e enviadas para identificação e cultivo micológico no Laboratório
de Micologia Veterinária da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul. Micélios e conídios foram removidos destas amostras,
montados em lactofenol para exame microscópico e inoculados
em placas de Petri contendo Agar Sabouraud Dextrose (OXOID)
acrescido de 0,4g de cloranfenicol (INLAB). A incubação foi
realizada num período mínimo de 10 dias a uma temperatura
de 25-30oC. Posteriormente os isolados identificados como
Aspergillus clavatus foram repicados através de transferência
de micélios e conídios em Agar Sabouraud para obtenção de
cultura pura que foi armazenada em água destilada estéril
(técnica de Castellani).

Para pesquisa de patulina foram enviadas ao Laboratório
de Análises Micotoxicológicas (Lamic) da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM) amostras do bagaço de malte utilizado
na Propriedade 1. A pesquisa de patulina foi realizada por
cromatografia líquida de alta eficiência, com detecção por
ultravioleta (HPLC/UV). Os dados meteorológicos foram obtidos
em consulta ao Instituto Nacional de Meteorologia (INMET)
(www.inmet.com.br).

RESULTADOS
Os surtos ocorreram entre março de 2006 (Propriedade
1) e fevereiro de 2007 (Propriedade 2), nos bairros de
Branquinha e Itapuã do município de Viamão, Rio Gran-
de do Sul, respectivamente. Na Propriedade 1 os sinais

clínicos foram observados cerca de uma semana após o
recebimento de nova carga de bagaço 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 proprietário notou surgimento de um bolor
esverdeado ou acinzentado sobre o bagaço de malte.
Nesse bolor foi identificado e isolado Aspergillus clavatus.
O uso do subproduto foi suspenso cerca de três dias após
serem notados os primeiros sinais clínicos nos bovinos.
No entanto, um animal ainda adoeceu cerca de dez dias
após a suspensão. Na propriedade eram utilizados cerca
de 25 kg de bagaço de malte por animal por dia. Duas
das três vacas que adoeceram eram das de melhor pro-
dução (cerca de 40kg de leite/dia).

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

Fig.1. Neurotoxicose causada por Aspergillus clavatus em bo-
vinos. Reservatório do bagaço de malte da  Propriedade 2;
há  abundante bolor azul esverdeado na superfície do
subproduto. No detalhe, aspectos microscópicos de A.
clavatus, vesícula em forma clava recoberta por fiálides
curtos (azul mais intenso) e grande número de conídios
aderidos às fiálides ou destacados. Lactofenol azul de al-
godão, obj.100x.
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ga e 4 dias da segunda carga) e cerca de 21 dias após os
primeiros sinais clínicos. Eram utilizados cerca de 8 kg
de bagaço de malte por animal por dia e não ocorreram
novos casos após a suspensão do uso. Há um ano o
subproduto era empregado na alimentação 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 bagaço 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 evolução e desfecho, são
apresentados no Quadro 1. A evolução clínica 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 seqüe-
las locomotores leves até 133 dias após o início dos si-
nais. Os demais não apresentavam sinais perceptíveis
117 dias após o início dos sinais.

Os sinais clínicos em ambos os surtos eram predomi-
nantemente locomotores e incluíam mais comumente fra-
queza muscular e incoordenação principalmente dos mem-
bros pélvicos, tremores musculares nos flancos e mem-
bros, e relutância em se movimentar. Inicialmente os si-
nais não eram muito perceptíveis se os 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 evolução havia extrema difi-
culdade de permanecer em estação, permanecendo pou-
cos momentos com os membros pélvicos afastados e des-
locados cranialmente e os membros torácicos próximos,
deslocados caudalmente (Fig.2A). Os bovinos quando for-
çados a caminhar demonstravam fraqueza muscular, in-
coordenação e hipermetria predominantemente nos mem-
bros pélvicos. Com freqüência o caminhar era trôpego e
apoiado sobre os boletos dos membros pélvicos (Fig. 2B),
com quedas ocasionais, após as quais estes relutavam por
alguns minutos em sair do decúbito esternal. Nos bovinos
que evoluíram para o óbito ou foram eutanasiados, esses
quadros clínicos progrediam para decúbito esternal per-
manente, embora permanecessem alertas, com apetite e
dipsia relativamente normais até próximo da morte ou eu-
tanásia. Nas fases terminais os bovinos permaneciam em
decúbito lateral, com movimentos de pedalagem e em pou-
cos casos opistótono. Os bovinos, especialmente os da
Propriedade 2, apresentavam ainda hiperestesia demons-
trada por resposta exagerada a estímulos externos, como

Quadro 1. Neurotoxicose associada à ingestão de bagaço
de malte contaminado por Aspergillus clavatus. Dados

dos bovinos dos surtos, com evolução clínica e desfecho

Animais Dados dos animais Evolução Desfecho
clínica

Propriedade 1
Bovino 1 HPB a, fêmea, 7 anos NI b Morte com necropsia
Bovino 2 HPB, fêmea, 5 anos 16 dias Eutanásia e necropsia
Bovino 3 HPB, fêmea, 4 anos ±10 dias Eutanásia e necropsia

Propriedade 2
Bovino 4 HPB, fêmea, 5 anos 5 dias Morte com necropsia
Bovino 5 HPB, macho, 1,3 ano 22dias Eutanásia e necropsia
Bovino 6 HPB, macho, 8 meses NI Adoeceu levemente e

 recuperou-se
Bovino 7 HPB, fêmea, 2,5 anos 64 dias Morte sem necropsia
Bovino 8 HPB, fêmea, 2 anos 5 dias Morte sem necropsia
Bovino 9 HPB, fêmea, 2 anos 133 dias Adoeceu moderadamente

e seqüelas leves d

Bovino 10 HPB, macho, terneiro 5 dias Morte sem necropsia
Bovino 11 HPB, fêmea, 2 anos 6 dias c Adoeceu levemente e

recuperou-se
Bovino 12 HPB, fêmea, 2 anos 6 diasc Adoeceu levemente e

recuperou-se
Bovino 13 HPB, fêmea, 2,5 anos 6 diasc Adoeceu levemente e

recuperou-se

a HPB: holandesa preta e branca; b NI: não informado; c Observação de
sinais em visita a propriedade, porém sem sinais clínicos aparentes
na última visita (117 dias após início dos sinais); d Morte por distocia
quando apresentava seqüelas leves dos sinais locomotores, não
necropsiado.

Fig.2. Neurotoxicose causada por Aspergillus clavatus em bo-
vinos. (A) Bovino 9, com membros torácicos próximos e des-
locados caudalmente e membros pélvicos afastados e des-
locados cranialmente, indicando deslocamento do apoio para
os membros torácicos. (B) Bovino 3, caminhando com mem-
bros pélvicos parcialmente flexionados e apoiados sobre
os boletos.
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toque e estímulos sonoros, e eram mais irritadiços. O Bo-
vino 2 demonstrou adicionalmente clara relutância em trans-
por pequenos obstáculos e intensificação dos tremores
quando em decúbito lateral. O Bovino 9 apresentou ainda
moderada taquipnéia após breve movimentação. Quando
testada, a sensibilidade cutânea estava diminuída ou au-
sente principalmente nas porções posteriores do corpo
(Bovinos 2, 3 e 4). Foi relatada também em ambas propri-
edades caquexia nos animais de evolução mais longa e
marcada queda na produção dos animais em lactação (na
Propriedade 2, onde foi mensurada, a queda chegou a
47,2% no auge do surto).

As lesões macroscópicas, quando presentes, foram
observadas nos músculos esqueléticos dos membros
pélvicos e torácicos. No Bovino 2 estas estavam clara-
mente presentes e se caracterizavam por áreas esbran-
quiçadas focalmente extensas e arenosas com freqüên-
cia próximas a inserções dos músculos, contrastando com
áreas de coloração normal vizinhas. Nos membros pélvi-
cos estas alterações foram observadas nos músculos
quadríceps, semitendinoso, gastrocnêmio, sóleo e fibular
terceiro. Já nos membros torácicos, nos músculos tríceps
braquial e subescapular. Adicionalmente, havia leve ede-
ma gelatinoso e translúcido entre as fáscias musculares.
No Bovino 3 havia apenas palidez difusa e leve em múscu-
los dos membros pélvicos e nos Bovinos 1, 4 e 5 não
foram observadas lesões macroscópicas significativas.

Os principais achados histológicos foram lesões dege-
nerativas e necróticas em neurônios dos cornos ventrais da
medula espinhal, de núcleos específicos da medula oblonga,
ponte, mesencéfalo e tálamo, além de gânglios nervosos
espinhais, trigêmeos, estrelado e celíaco. As lesões eram
bilaterais e relativamente simétricas. Os núcleos nervosos
do tronco encefálico mais consistentemente afetados foram
o vermelho, formação reticular da ponte, motor dorsal do
nervo vago e ambíguo (Quadro 2). Não foram observadas
lesões nos plexos mioentéricos e submucosais nos cortes
de intestino dos animais deste estudo. Os núcleos oculomotor
e hipoglosso estavam presentes e foram avaliados em to-
dos os cortes do mesencéfalo e medula oblonga deste estu-
do, respectivamente e nestes não foram observados neurô-
nios com lesões.

Os neurônios afetados apresentavam-se tumefeitos,
arredondados, com citoplasma eosinofílico, homogêno e
pálido, particularmente na porção central do pericário, e
com grânulos de Nissl rarefeitos dispostos numa fina ca-
mada na periferia da célula ou praticamente ausentes.
Os núcleos dos neurônios afetados, quando presentes no
plano de corte do pericário, eram com freqüência periféri-
cos e apresentavam-se como que rechaçados contra a
membrana celular, com picnose ou cariorrexia (Fig.3A).
Ocasionalmente estes neurônios cromatolíticos apresen-
tavam vacúolos citoplasmáticos claros bem delimitados,
de diferentes tamanhos que por vezes ocupavam boa parte
do pericário. Na formação reticular da ponte do Bovino 5
alguns neurônios apresentavam citoplasma eosinofílico
parcialmente fragmentado, margeado (satelitose) ou en-
tremeado (neuronofagia) por células microgliais (Fig.3B),
além de discretos aglomerados de células da glia e
manguitos perivasculares linfocitário. Nos gânglios  espi-
nhais (Bovinos 2, 3 e 5), associados às lesões regressi-
vas em neurônios, havia também fragmentação de neu-
rônios com infiltração de macrófagos (neuronofagia), com
aumento na celularidade ao redor de neurônios (satelitose)
e preenchimento celular de locais antes ocupados por
neurônios (provavelmente aglomerados de células satéli-
tes, os chamados nódulos de Nageotte).

Nos funículos dorsais da medula espinhal (Bovino 5) e
nos nervos isquiádicos (Bovino 5) e fibulares (Bovinos 4
e 5) havia tumefação ou ausência de axônios, associa-
dos à dilatação da bainha de mielina (Fig.3C) e ocasio-
nais macrófagos com citoplasma abundante e vacuolizado
(câmaras de digestão). A imunomarcação de neurofila-
mento H associada ao azul rápido de luxol  ressaltou os
axônios tumefeitos e a conseqüente perda de mielina,
respectivamente (Fig.3D). Os macrófagos associados às
lesões axonais apresentaram no citoplasma marcação
para neurofilamento e coloração pelo azul rápido de luxol.
A imunomarcação do neurofilamento foi observada ape-
nas em axônios do sistema nervoso central e nervos pe-
riféricos, não sendo notada marcação no pericário de neu-
rônios cromatolíticos. Não foi evidenciado aumento na
imunomarcação da GFAP em astrócitos das áreas con-
tendo neurônios cromatolíticos. A imuno-histoquímica para

Quadro 2. Neurotoxicose associada à ingestão de bagaço
de malte contaminado por Aspergillus clavatus. Áreas e

estruturas do sistema nervoso com lesões microscópicas
nos bovinos necropsiados e suas respectivas

intensidadesa

Áreas ou estruturas do sistema Bovino 2 Bovino 3 Bovino 4 Bovino 5
nervoso com lesões

Intumescência lombar
Corno ventral ++ ++ + +
Corno dorsal + + + 0

Intumescência cervical
Corno ventral 0 ++ ++ ++
Corno dorsal 0 0 0 0

Medula torácica
Corno ventral 0 + + 0
Corno dorsal 0 0 0 0

Bulbo ao nível do óbex
Núcleo motor dorsal do vago ++ ++ ++ +
Núcleo ambíguo 0 + ++ +

Cerebelo / Ponte
Núcleos vestibulares 0 0 0 0
Formação reticular 0 ++ + +

Tálamo caudal ao corpo mamilar
Núcleo vermelho +++ +++ ++ +
Gânglio trigeminal +++ +++ +++ ++
Gânglio celíaco 0 - +++ -
Gânglio  espinhal +++ +++ +++ ++
Gânglio estrelado - - +++ ++
Nervo  isquiádico 0 0 0 ++
Nervo fibular - - + ++

a Intensidade das lesões: (+) leve (1-5 neurônios cromatolíticos), (++)
moderada (6-10 neurônios cromatolíticos), (+++) acentuada (mais que
10 neurônios cromatolíticos), (0) sem alterações, (-) não pesquisado.
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PrP nestes animais foi consistentemente negativa. As le-
sões musculares se caracterizavam na histopatologia por
vacuolização intracitoplasmática, segmentos das miofibras
tumefeitos, com aumento da eosinofilia e perda das
estriações (necrose hialina) ou fragmentação (necrose
flocular). No Bovino 2 e em uma amostra do Bovino 4
estas lesões foram acompanhadas de mineralização e/
ou fibrose e tentativas de regeneração. Mesmo animais
sem lesões macroscópicas aparentes apresentavam le-
sões musculares em alguns músculos na microscopia,
embora em geral leves. No Bovino 5 havia ainda degene-
ração Walleriana em parte dos ramos nervosos entreme-
ados nas miofibras em alguns músculos avaliados (dia-
fragma, longíssimo dorsal, subescapular e vasto medial).
Não foram observadas lesões nas miofibras das áreas
avaliadas do miocárdio, diafragma e músculos intercos-
tais. Os demais órgãos avaliados não apresentavam alte-
rações significativas.

Os fungos presentes nas amostras de bagaço de malte
das duas propriedades e nos cultivos foram identificados
como A. clavatus pelas características macro e micromor-
fológicas. Nas amostras da Propriedade 2, além deste,
houve pequena contaminação por Rhizopus sp. As colôni-
as de A. clavatus apresentavam aspecto granular, colora-
ção azul esverdeada e, microscopicamente, conidióforos
medindo 3-4μm com típicas vesículas em forma de clava,
inteiramente recobertas por fiálides curtos e conídios. A
pesquisa de patulina foi negativa nas amostras de bagaço
de malte da Propriedade 1. As temperaturas médias das
propriedades nos períodos dos surtos foram de cerca de
21°C (Propriedade 1) e 26°C (Propriedade 2).

DISCUSSÃO
O diagnóstico da neurotoxicose causada por Aspergillus
clavatus neste caso foi baseado no conjunto de dados
epidemiológicos, clínicos, patológicos e micológicos. Os

Fig.3. Neurotoxicose causada por Aspergillus clavatus em bovinos. (A) Bovino 5. Núcleo ambíguo. Neurônios tumefeitos com
cromatólise total, aumento da eosinofilia citoplasmática, núcleos ausentes ou picnóticos e deslocados para periferia do pericário.
Um neurônio apresenta marcada dissolução da porção central do pericário. HE, obj.20x. (B) Bovino 5. Formação reticular da
ponte. Corpo do neurônio necrótico com marginação e infiltração (neuronofagia) de microglia. HE, obj.40x. (C e D) Bovino 5.
Nervo fibular. (C) Tumefação, fragmentação e perda de axônios e vacuolização, indicando a perda de mielina. HE, obj.40x. (D)
Tumefação e fragmentação de axônios demonstradas pela imunomarcação de neurofilamento (marrom escuro), com infiltra-
ção de macrófagos com citoplasma azulado, indicando a fagocitose de mielina (câmaras de digestão) nas áreas de perda de
axônios. Azul rápido de luxol e imuno-histoquímica para neurofilamento. HE, obj.40x.
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achados clínicos e patológicos foram semelhantes aos
descritos em casos prévios naturais e experimentais de
neurotoxicose associada à ingestão de alimentos conta-
minados por A. clavatus (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,).

Os sinais clínicos locomotores observados nos bovi-
nos do presente estudo podem estar relacionados às le-
sões nos neurônios do tronco encefálico e medula espi-
nhal (De Lahunta 1983, Barros et al. 2006, Chiocchetti et
al. 2006). No entanto, A. clavatus pode produzir micotoxi-
nas tremorgênicas que podem causar sinais semelhan-
tes e desta forma contribuir para manifestação clínica da
doença (Kellerman et al. 1976, 1984, Varga et al. 2003,
Sabater-Vilar et al. 2004).

A degeneração e necrose neuronal cromatolítica ob-
servadas nos casos presentes são  semelhantes às 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 neurônios dos gânglios trigêmeo, estrelado e
celíaco descrito nesse  estudo não tem sido relatado em
outros surtos relacionados a A. clavatus (El-Hage &
Lancaster 2004). Devido ao envolvimento, nesses bovi-
nos, de neurônios motores superiores e inferiores, sen-
sórios e de gânglios autônomos, sugere-se que seja mais
apropriado classificar a enfermidade como uma doença
neuronal degenerativa multissistêmica. Os neurônios
motores superiores dos núcleos vermelhos (Chiocchetti
et al. 2006) e formação reticular da ponte (De Lahunta,
1983) têm longas projeções axonais caudais para medu-
la espinhal e foram afetados nesses casos. Entretanto, o
córtex motor, geralmente afetado em doenças dos neurô-
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 doença do
neurônio motor de eqüinos (Cummings et al. 1990), o não
envolvimento do córtex 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 neurônios motores
inferiores e dos gânglios espinhais, também emitem lon-
gas projeções axonais (De Lahunta et al. 1983), o que
indica que essa característica seja importante na suscep-
tibilidade dos neurônios nesta doença. A imuno-histoquí-
mica não evidenciou acúmulo de neurofilamentos no
pericário de neurônios afetados, comoé observado em
algumas doenças de neurônios motores (Cummings et
al. 1990, Summer et al. 1994). Nos casos aqui apresenta-
dos, também não foram observadas alterações em astró-
citos ou vasos nas áreas com lesões neuronais, como
descrito nas neuropatias tóxicas associadas à privação
de energia (Cavanagh 1993).

Como ocorrido anteriormente (Kellerman et al. 1976),
a participação da patulina na doença descrita aqui não
pode ser demonstrada.  A participação desta e de outras
micotoxinas na doença associada ao A. clavatus ainda
necessita de comprovação (Lopez-Dias & Flannigan 1997,
McKenzie et al. 2004, Sabater-Vilar et al. 2004).

 Lesões axonais similares às observadas nos casos
mais crônicos deste estudo têm sido atribuídas 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 agressões subletais no pericário de neurônios
(Cummings et al. 1990). Lesões com morfologia e distri-
buição semelhantes às descritas  ocorrem na axonopatia
distal ou “dying back” (Cavanagh 1979). Este mecanismo
já foi proposto em um surto associado a A. clavatus (Van
Der Lugt et al. 1994). Em neuropatias tóxicas, alterações
no pericário podem surgir nas fases iniciais da doença,
quando os axônios estão praticamente intactos (Sterman
1983), o que talvez possa explicar a ausência de lesões
axonais na maioria dos bovinos  do presente estudo. A
ausência de lesões em axônios 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.

Vacúolos de diferentes tamanhos e bem definidos, por
vezes ocupando boa parte do citoplasma dos neurônios,
foram ocasionalmente observados em neurônios sem
outras alterações evidentes nos gânglios  espinhais e
trigeminal, além do núcleo vermelho de alguns animais.
Vacúolos semelhantes a estes têm sido descritos ao me-
nos no núcleo vermelho (Gavier-Widen et al. 2001) e no
gânglio trigeminal (Rech et al. 2006), de animais sem
manifestações de sinais neurológicos o que compromete
a inclusão destes no quadro patológico associado a A.
clavatus. A vacuolização da substância branca observa-
da em um bovino do presente surto, restrita apenas a subs-
tância nigra, é semelhante à relatada em animais sem
sinais de doença neurológica (Gavier-Widen et al. 2001)
e dessa forma não foi relacionada ao quadro associado a
A. clavatus.

Como descrito em outros surtos havia degeneração e
necrose em músculos 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
mineralização distrófica (Loretti et al. 2003). Estas lesões
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 patogênese das lesões musculares ainda é in-
determinada (Gilmour et al. 1989, Loretti et al. 2003, El-
Hage & Lancaster 2004).

Conforme relatado, após a remoção do alimento con-
taminado, tanto pode haver recuperação clínica de ani-
mais com sinais neurológicos pronunciados (Kellerman
et al. 1984, Gilmour et al. 1989, Loretti et al. 2003, El-
Hage & Lancaster 2004), quanto a ocorrência de casos
novos (Gilmour et al. 1989, El-Hage & Lancaster 2004).
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O diagnóstico diferencial para a doença causada por
A. clavatus deve incluir principalmente as síndromes tre-
morgênicas, o botulismo, a raiva e a leucose com envol-
vimento da medula espinhal.  As lesões musculares, quan-
do presentes, são de grande auxílio na diferenciação des-
sas enfermidades. Quando há lesões musculares, o di-
agnóstico diferencial deve incluir miopatias tóxicas e
nutricionais, nestes casos, porém não há sinais neuroló-
gicos (Loretti et al. 2003, Barros et al. 2006, Riet-Correa
et al. 2007). Apesar das semelhanças clínicas, em geral,
nas intoxicações por Claviceps paspali, Stenocarpella
(Diplodia) maydis, Cynodon dactylon, Lolium perenne e
Ipomoea asarifolia não são descritas lesões macro ou
microscópicas(Loretti et al. 2003, Barros et al. 2006, Riet-
Correa et al. 2007). Nas intoxicações por plantas que cau-
sam doenças do armazenamento lisossomal em bovinos
(Sida carpinifolia, Solanum fastigiatum, Ipomoea carnea
subsp. fistulosa e Turbina cordata), a doença  tremorgê-
nica é acompanhada por vacuolização citoplasmática em
diversos tecidos, incluindo neurônios, particularmente os
do córtex cerebelar e cerebral, tálamo, mesencéfalo e
medula espinhal. Embora presente na doença causada
por A. clavatus a vacuolização neuronal não tem sido
observada no córtex cerebelar ou cerebral. Na intoxica-
ção por Phalaris spp., áreas verde azuladas no encéfalo
(tálamo, mesencéfalo e medula oblonga) observadas na
macroscopia correspondem a pigmento marrom-amare-
lado no citoplasma de neurônios semelhante a lipofucsi-
na. As outras doenças mencionadas podem ser diferen-
ciadas por lesões distintas (leucose e raiva) e ausência
de lesões (botulismo) ou por dados epidemiológicos (in-
toxicação 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 às semelhanças clínicas e histológicas.
Nestes casos a imuno-histoquímica é crucial para uma
diferenciação inequívoca (Loretti et al. 2003, Barros et al.
2006, Riet-Correa et al. 2007). Nos casos aqui apresen-
tados a imuno-histoquímica utilizando o anticorpo
monoclonal anti-proteína príon nos cortes da medula
oblonga ao nível do óbex de todos os animais foi consis-
tentemente negativa.

A proliferação de diversos tipos de fungos ambientais
pode ocorrer desde a germinação do grão de cevada,
durante a produção do malte, até a utilização do subpro-
duto nas propriedades rurais (Lopez-Diaz & Flannigan
1997, Simas et al. 2007). O bagaço de malte tem uso bas-
tante difundido em rebanhos leiteiros na região (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, não registrou problemas.
Condições importantes para crescimento e produção de
micotoxinas por fungos, como temperatura ambiente,
substrato rico em nutrientes e umidade foram propícias
ao desenvolvimento do fungo (Lopez-Dias & Flannigan
1997, McKenzie et al. 2004). Assim, a presença de cepas
toxigênicas de A. clavatus associada a fatores de arma-

zenagem e manejo do bagaço de malte  pode ter sido de
importância para o surgimento do problema.

Níveis menores de contaminação fúngica têm sido
associados com o consumo do bagaço de malte em um
curto período 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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