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RESUMO

Esta dissertacdo é formada por dois capitulos. No primeiro descreve-se encefalopatia
hepdtica na intoxicacdo por Tephrosia cinerea, planta que causa fibrose hepdtica periacinar
em ovinos na regido semidrida do Nordeste com quadro clinico de ascite acentuada. Numa
revisdo de fichas de necropsia e laminas histopatoldgicas no Laboratério de Patologia
Animal, da Universidade Federal de Campina Grande, do Campus de Patos, constatou-se
que em nove surtos, dos quais houve um total de 16 necropsias, seis ovinos apresentavam
descricdo de sonoléncia como queixa clinica e apresentavam alteracOes encefélicas que
eram caracterizadas por vacuolizacio da substidncia branca e juncdo entre a substancia
branca e cinzenta, e presenca de astrcitos de Alzheimer tipo II, principalmente nos cortes
de nicleos da base, pedinculo cerebelar, coliculos, tilamo e coértex. Todos os ovinos
apresentavam diferentes graus de fibrose hepatica, que eram melhor evidenciadas na
coloragdo de tricomico de Masson. Para averiguacio da integridade vascular no encéfalo
dos animais realizou-se coloragdo de acido periddico de Schiff, em que nenhuma alteragdo
foi visualizada. Para constatacio de degeneracdo astrocitiria, foi realizada imuno-
histoquimica com anticorpo anti-GFAP, sendo que quatro ovinos evidenciaram fraca ou
auséncia de marcacdo. Enquanto que o anticorpo anti-S100 marcou o citoplasma de
astrocitos reativos em 6 ovinos. A reproducdo experimental resultou em dois animais
intoxicados com  encefalopatia  hepdtica  apresentando  sinais  clinicos,  lesdes
histopatolégicas e achados imuno-histoquimicos semelhantes aos relatados nas intoxicagdes
naturais. Podendo-se concluir que alguns casos de faléncia hepdtica grave, secundarios a
intoxicacdo por 7. cinerea, o aumento dos niveis séricos de amonia provoca distirbios
astrocitirios que evoluem para quadro de encefalopatia hepdtica em ovinos, devendo-se
incluir esta doenga como diagnostico diferencial de doengas do sistema nervoso de ovinos.
O segundo capitulo consta-se da descricdo de seis surtos de tuberculose no sistema nervoso
de bovinos. Os casos foram necropsiados na instituicdo previamente citada, onde, num total
de 73 necropsias de bovinos com tuberculose, seis evidenciaram lesdes no sistema nervoso,
e apenas trés desses apresentaram sinais clinicos neurologicos diversos, variando com a
localizacao e gravidade das lesdes. Todos os seis animais eram de racas distintas € eram

mantidos sob regime semi-extensivo, € a maioria tinha idade superior a 12 meses. Durante a



necropsia observou-se que cinco dos seis bovinos apresentavam lesdes em outros Orgaos,
além do sistema nervoso. Em quatro animais a lesdo macroscOpica era caracterizada por
espessamento da leptomeninge da regido basilar do encéfalo, em um animal havia ainda a
presenca de granulomas na parede do ventriculo e, num outro animal, havia formacdo de
um tubérculo na base do cerebelo, provocando herniacio cerebelar e hidrocefalia
secundaria; em dois animais a lesdo estendia-se a medula espinhal sacral
Microscopicamente as alteragdes consistiam em granulomas, com centro necrotico,
raramente mineralizado, envolto por macréfagos e células gigantes multinucleadas do tipo
Langehans, nos casos em que ndo havia sinais clinicos os granulomas comprimiam o
neuropilo adjacente ou o infitravam de forma discreta, enquanto que nos casos com
distirbios clinicos o tecido adjacente aos granulomas apresentava malicia. Quando
realizada a coloracdo de tricromico de Masson, notou-se que havia escassez ou niao havia
capsula fibrosa delimitando as lesdes no sistema nervoso, além disso, nesta mesma
coloracio evidenciou-se proliferacio marcada da tunica intima dos vasos das
leptomeninges. Na coloragdio de Von Kossa, constatou-se a pouca mineralizacdo
intralesional e dreas de mineralizagdo no neuropilo integro de um dos bovinos. Em todos os
bovinos eram encontrados intimeros bacilos dlcool-dcidos resistentes na coloracdo de Ziehl
Neelsen e forte a moderada imunomarcacdo com o anticorpo anti-Mycobacterium
tuberculosis. Os achados macroscopicos e as lesdes vasculares nos casos de tuberculose
bovina afetando o sistema nervoso sugerem que a bactéria se dissemine no organismo
através da via hematdgena, a partir das lesdes em sitios primdrios (como o pulmio). A
localizacdo das lesdes na maioria dos casos sugere ainda que o ciclo de Willis favoreca a

instalacdo das bactérias, por haver alteracdo do fluxo sanguineo nesta estrutura.

Palavras-chave: Plantas hepatotoxicas, distirbios neurolégicos, degeneragdo esponjosa,

Mycobacterium sp., ruminantes.



ABSTRACT

This dissertation consists of two chapters. The first describes hepatic encephalopathy in
poisoning by Tephrosia cinerea, plant that causes hepatic fibrosis periacinar in sheep in
semi-arid region of Northeast with clinical signal of ascites. In a review of autopsy and
histopathological slides in Animal Pathology Laboratory of the Federal University of
Campimna Grande, Patos Campus, it was found that in nine outbreaks, of which there were a
total of 16 children, six sheep had description of drowsiness as a complaint and had brain
changes that were characterized by white matter vacuolation and the junction between gray
and white matter , and the presence of Alzheimer type II astrocytes, primarily nuclei of the
base, cerebellar peduncle, colliculus, thalamus and cortex. All sheep showed varying
degrees of hepatic fibrosis, which were best evidenced on tricomico staining of Masson.
For ivestigation of vascular health i the brain of animals held periodic acid Schiff
staining, in which no changes have been displayed. For finding astrocytic degeneration,
immunohistochemistry was performed with anti-GFAP antibody, and four sheep showed
low or absence of markup. While the antibody anti-S100 marked the cytoplasm of reactive
astrocytes in 6 sheep. The experimental breeding resulted in two animals intoxicated with
hepatic  encephalopathy  showing  clinical signs, histopathological lesions and
immunohistochemical findings similar to those reported in the natural poisoning.
Concluding that some cases of severe liver failure, poisoning side 7. cinerea, increased
serum levels of ammonia causes astrocytic disorders that evolve into framework of hepatic
encephalopathy in sheep, and include this disease as differential diagnosis of nervous
system diseases of sheep. The second chapter is the description of six outbreaks of
tuberculosis in the nervous system of cattle. The cases were necropsied on previously cited
institution, where a total of 73 necropsies of cattle with tuberculosis, six showed lesions in
the nervous system, and only three of these clinical neurological signs several, varying with
the location and severity of the lesions. All six animals were of different breeds and were
kept under a semi-extensive regimen, and most were older than 12 months. During the
necropsy showed that five of the six cattle presented lesions in other organs besides the
nervous system. In four animals to macroscopic lesions were characterized by thickening of

the leptomeningeal in the brain’s basilar region, in an animal there was still the presence of



granulomas in the wall of the ventricle and in another animal, there was the formation of a
tubercle at the base of the cerebellum, causing cerebellar herniation and secondary
hydrocephalus; in two animals the lesion extended the sacral spinal cord. Microscopically
the changes consisted of granulomas, with necrotic center, rarely mineralized, enveloped by
macrophages and multinucleated giant cells of the type Langehans, in cases without clinical
signs the granulomas were compressed the adjacent neuropilo or they infiltrated it
discreetly, while in cases with clinical disorders tissue adjacent to the granulomas showed
malacia. When held the coloration of tricomic Masson, noticed that there was a shortage or
there was no fibrous capsule delimiting the lesions in the nervous system, moreover, in this
same coloration showed marked proliferation of vessel intimate tunic of the leptomeninges.
In Von Kossa staining, showed the little intralesional mineralization in areas of whole
neuropilo in one of the cattle. In all cattle were found numerous alcohol-resistant acid
bacilli in Ziehl Neelsen staining and strong to moderate immunolabeling with anti-
Mycobacterium tuberculosis. The macroscopic findings and vascular lesions in cases of
bovine tuberculosis affecting the nervous system suggests that the bacteria spreading in the
body through hematological ways, beginning from injuries in primary sites (such as the
lungs). The Ilocation of the lesions in most cases suggests that the cycle of Willis
encourages the installation of bacteria, because blood flow changes may happen in this

structure.

Keywords:  Plants  hepatotoxic,  neurological  disorders,  spongy  degeneration,
Mycobacterium sp., ruminants.
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INTRODUCAO

Prejuizos econdmicos para os produtores rurais podem ser ocasionados por
intoxicacdes por plantas (RIET-CORREA et al. 2011), entretanto, doencas infecciosas
também causam perdas importantes por baixa produtividade e morte dos animais (GALIZA
et al. 2010). Na regido Nordeste, onde a produ¢do de ruminantes ¢ uma fonte de renda
primiria de subsisténcia para a maior parte da populagdo, sdo necessarios estudos acerca
das doencas que acometem estes animais, para que métodos de tratamento e controle sejam
implantados e as perdas sejam reduzidas. Doencas do sistema nervoso central (SNC) sdo

graves e possuem ambas etiologias acima citadas, além disso, podem culminar em baixa

produtividade e morte dos animais.

Plantas tdxicas ocasionalmente provocam lesdes diretas ao SNC, outras, causam
danos secundarios, como € o caso da mtoxicacdo por Crotalaria retusa em equinos
(NOBRE et al. 2004) e Senecio brasiliensis em bovinos (KARAM et al. 2001), as quais,
ap6s causarem faléncia hepdtica grave, hi um quadro de hiperamonemia, que desenvolverd,
secundariamente, a encefalopatia hepdtica nos animais intoxicados. Outras plantas que
possam lesionar o figado gravemente, possuem potencial para desenvolver a encefalopatia
hepédtica nos animais susceptiveis (SUMMERS et al 1994; KARAM et al 2001).
Entretanto, apesar da Tephrosia cinerea provocar lesdes hepdticas graves, ndo foi reportado

alteragdes encefilicas na intoxicacdo (SANTOS et al. 2007, RIET-CORREA et al. 2013).

A leguminosa Tephrosia cinerea € abundante em dareas de baixios na Paraiba e
frequentemente ocasiona morte de ovinos em periodo de seca (SANTOS et al. 2007). O
principio téxico da planta é desconhecido. A intoxicacdo causa fibrose periacinar e
capsular, formando pontes, que ocasiona uma disfun¢do na pressdo hidrostdtica sanguinea,
com consequente extravasamento de liquido dos vasos para a cavidade abdominal,
causando ascite, caracterizando popularmente a doenga como ‘barriga d’agua” (RIET-
CORREA et al 2013). Além disso, nos animais intoxicados é possivel a visualizacdo
macroscopica de shunts porto-sistémicos, com desvios sanguineos dos vasos mesentéricos e

veia porta para a veia cava abdominal.
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Dos distirbios infecciosos, de longe a raiva € a principal doenga para os ruminates,
entretanto, outras doengas infecciosas ocorrem de forma esporddica, como é o caso da
infeccdo pelo Mycobacterium. A tuberculose bovina, apesar de frequente no rebanho
nacional, ndo apresenta sinais clinicos bem definidos e € caracterizada por ser uma doenga
cronica, debilitante, cursando com perda de peso e raramente evolui para a morte do
animal. A maioria dos relatos da tuberculose no sistema nervoso sdao casos isolados ou
relatos especificos (ORUC 2005; GALIZA et al. 2010; BORGES et al. 2013), dificilmente
sao retratados estudo de casos (KONRADT et al. 2016) e neles ndo had caracterizacdo da

lesdo.

Nesta dissertacdo € dividida em dois capitulos, o primeiro trabalho relata-se os
aspectos epidemioldgicos, clinicos e patoldgicos da encefalopatia hepdtica em ovinos
intoxicados por T. cinerea em nove surtos naturais e a reproducdo experimental da doenca.
O segundo trabalho exibe a epidemiologia, sinais clinicos e patologia da tuberculose

acometendo o sistema nervoso central de bovinos.
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Encefalopatia hepatica secundaria a intoxicacdo espontinea e experimental por
Tephrosia cinerea em ovinos!

Aline M. Silveira2*, Edipo M. Campos?, FernandoVaz2, Cintia de Lorenzo3, David
Driemeier?, Fernando Furlan*, Antonio F.M. Dantas?, Franklin Riet-Correa?
ABSTRACT: Silveira A.M., Campos E.M., Vaz F., Lorenzo C., Driemeier D., Furlan F.,
Dantas A.F.M. & Riet-Correa F. 2016. [Hepatic encephalopaty secondary to
spontaneous and experimental poisoning by Tephrosia cinerea in sheep] Encefalopatia
hepatica secunddria a intoxicacdo espontdnea e experimental por Tephrosia cinerea em
ovinos. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Labroratério de Patologia Animal,
Hospital Veterindrio, Universidade Federal de Campina Grande, Avenida Universitaria,

S/N, Santa Cecilia, Patos, PB 58700-970, Brasil. E-mail: silveira.a.monteiro@ gmail.com.

In the semiarid region of northeastern Brazl, in sheep, Tephrosia cinerea causes
periacinar hepatic fibrosis with severe ascites and, occasionally, nervous signs. Sixteen
sheep from nine outbreaks of 7. cinerea poisoning were studied. All sheep had histologic
lesion of periacinar fibrosis and six showed, in the brain, vacuolization (spongy
degeneration) of the white matter and junction between grey and white matter and presence
of Alzheimer type II astrocytes in the grey matter. The disease was produced
experimentally in two sheep, that presented porto sistemic shunts and similar histologic
lesions than those observed in the spontaneous cases. Immunohistochemistry revealed weak
labelling with anti-GFAP antibodies suggesting a degenerative alteration of the astrocytes
with accumulation of dense bodies and reduction of the GFAP. There was strong labelling
with anti-S100 antibodies suggesting cellular reactivity with proliferation of mitochondria

and endoplasmatic reticulum. Such alterations are characteristic of the effects caused by
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ammonia in the astrocytes. It is concluded that in the poisoning by 7. cinerea nervous signs
due to hepatic encephalopathy occurs in some sheep.

INDEX TERMS: Hepatotoxic plants, neurological disorders, status spongiosus, GFAP,
S100, poisonous plants, sheep.

RESUMO: A intoxicagdo por Tephrosia cinerea causa fibrose hepdtica periacinar em
ovinos na regi@o semidrida do Nordeste, com quadro clinico de ascite acentuada, e,
ocasionalmente, com sinais neuroldgicos. Neste trabalho foram estudadas 16 ovinos em
nove surtos de intoxicacdo por 7. cinerea. Todos o0s ovinos apresentaram lesdes
histolégicas de fibrose periacinar e seis apresentaram, no encéfalo, vacuolizacdo da
substancia branca e da juncdo entre a substincia branca e a cinzenta com presenca de
astrocitos de Alzheimer tipo II na substincia cinzenta. A doenga foi reproduzida
experimentalmente em dois ovinos que apresentaram ascite, desvios vasculares (shunts)
porto-sistémicos e sinais nervosos com lesdes histologicas semelhantes a dos casos
espontaneos. Na técnica de imuno-histoquimica houve marca¢do fraca ou ausente do
citoplasma astrocitdrio para o anticorpo anti-GFAP em seis ovinos evidenciando uma
alteracdo degenerativa, em que os astrécitos acumulam corpos densos e reduzem o volume
de GFAP. Houve marcacdo positiva para o anticorpo anti-S100 em oito ovinos, incluindo
os dois animais experimentais o que sugere reatividade celular, com proliferacdo
mitocondrial e de reticulo endoplasmitico liso. Estas alteracdes sdo carateristicas dos
efeitos da amoOnia nos astrécitos. Conclui-se que na intoxicacdo por 7. cinerea em alguns

ovinos ocorrem sinais nervosos em consequéncia da encefalopatia hepatica.

TERMOS DE INDEXACAO: Plantas hepatotdxicas, distirbios neurolégicos, degeneracio

esponjosa, intoxica¢do por plantas, ovinos.

INTRODUCAO

A encefalopatia hepdtica € uma alteracdo clinica visualizada em animais com faléncia
hepatica (Wouters et al. 2013). Em equinos foram descritos casos de encefalopatia hepatica
secundarios a itoxicacdo por Crotalaria retusa (Nobre et al. 2004) e na intoxicagdo por

Trema micrantha em equinos (Bandarra et al. 2011) e em caprinos (Traverso et al. 2003) e
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ainda na mtoxicacdo por Senecio spp. em ovinos (Ilha et al. 2001) e em bovinos (Rissi et al.
2010). As lesdes no figado causam decréscimo na metabolizacdo de substancias, como a
amoOnia, que pela via hematégena atinge o encéfalo causando alterages visualizadas
microscopicamente como vacuolizacdo na substincia branca (status spongiosus) e presenga
de astrécitos de Alzheimer tipo II em diversas regides encefdlicas (Wouters et al. 2013,
Kinde et al. 2014). Atualmente, apesar de ser conhecido o distirbio hepatico provocado
pela intoxicacdo por Tephrosia cinerea em ovinos, ndo foi descrita qualquer alteracio
encefilica associada (Santos et al. 2007, Riet-Correa et al. 2013).

A leguminosa Tephrosia cinerea € frequente na regido Nordeste do Brasil. Em épocas de
seca causa intoxicacdo em ovinos que pastoreiam em dreas invadidas por esta planta
(Santos et al. 2007). A doenga se caracteriza por fibrose periacinar, com hipertensdo portal
e aumento da pressdo hidrostatica intra-hepdtica, provocando ascite e caracterizando
popularmente a doenga como “barriga d’agua” (Riet-Correa et al. 2013).

Objetiva-se com este trabalho caracterizar os aspectos histoquimicos € imuno-
histoquimicos da encefalopatia hepdtica secunddria a intoxicacdo espontinea e

experimental por 7. cinerea em ovinos.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados nove surtos, ocorridos entre os anos de 2003 a 2015, de intoxicacao
espontdnea por Tephrosia cinerea em ovinos, diagnosticados no Laboratério de Patologia
Animal (LPA) do Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG), Campus de Patos, Paraiba. Os dados epidemioldgicos, sinais clinicos e periodo da
ocorréncia foram obtidos a partir dos laudos de necropsia.

Durante a necropsia desses ovinos foram coletados e fixados em formol tamponado a
10% fragmentos de figado, pré-estdmagos, abomaso, intestinos, rim, adrenal, linfonodos,
pulmio e coracdo, assim como o sistema nervoso central. Apds a fixacdo foram realizados
cortes transversais do encéfalo e amostras das regides de cortex, ndcleos da base,
hipocampo, tdlamo, coliculos, pedunculos cerebelares, cerebelo e ponte, estas amostras
juntamente com as dos demais Orgdos supracitados foram processadas rotineiramente para
histologia e confeccionadas laminas coradas por Hematoxilina e Eosina (HE). Laminas dos
figados de todos os ovinos dos respectivos surtos foram coradas pelo tricromico de Masson

para evidenciar o tecido fibroso. Nas laminas do encéfalo foram realizadas coloracdes de
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acido periddico de Schiff, para confirmacdo da mtegridade vascular. Para realizacdo da
imuno-histoquimica (IHQ) foram selecionadas sec¢des de cortices, nicleos da base,
coliculos e pedinculos cerebelares dos ovinos, realizada pela técnica estreptavidina-biotina-
peroxidase (LSAB-HRP), utilizando os anticorpos anti-proteina glial fibrilar dcida (GFAP),
para deteccdo de astrocitos degenerados, e anti-proteina S100, para identificacdo de
astrocitos reativos (Quadro 1). Como controle negativo foram utilizadas as mesmas secoes
a serem testadas, com a substituicdo do anticorpo primirio por diluente de anticorpo.

Para a reprodugdo experimental da doenca, a 7. cinerea foi colhida no periodo de julho a
setembro de 2015 em uma propriedade do municipio de Patos, Paraiba, onde tinha ocorrido
um surto de intoxicagdo por essa planta no ano de 2012. Apds a coleta, a planta foi seca a
sombra por um periodo de sete dias e, posteriormente, triturada e armazenada em sacos
plasticos a temperatura ambiente. Foram selecionados trés ovinos, mesticos, oriundos de
propriedades livres de 7. cinerea. Os ovinos E1 (10 meses, 23,1Kg) e E2 (9 meses, 21Kg)
consumiram a planta ad libitum, por um periodo de 30 e 96 dias respectivamente. O ovino
E3 (9 meses, 23Kg) foi utilizado como animal controle e recebeu feno de capim tifton
(Cynodon dactylon) ad libitum. Os tr€s ovinos receberam, adicionado ao volumoso,
concentrado em quantidade equivalente a 1% do peso vivo e dgua a vontade.

Durante o periodo experimental, os ovinos foram alojados em baias individuais € eram
submetidos a avaliacdo clinica diariamente. Amostras de sangue foram coletadas no
primeiro dia do experimento e a cada sete dias durante todo o periodo experimental. As
avaliacoes séricas dos niveis de y-glutamil transferase (GGT), aspartatoamino transferase
(AST), albumina e ureia foram realizadas pelo método cinético enzimitico e colorimétrico,
de acordo com metodologia descrita no analisador bioquimico automdtico Roche®, modelo
Cobas c-111.

Os ovinos El e E2 foram necropsiados apds a morte natural e eutandsia in extremis,
respectivamente. O ovino E3, controle, foi submetido a eutandsia no 100° dia apds o inicio
do experimento. Durante a necropsia, foram coletados fragmentos dos Orgdos citados
anteriormente € do encéfalo, o processamento e andlise das amostras ocorreu de forma
semelhante ao descrito nos casos da intoxicagdo espontinea, tanto para Os exames

histoquimicos quanto nas marcagdes imuno- histoquimicas.
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RESULTADOS
Nos nove surtos da intoxicagdo espontdnea por 7. cinerea, foram necropsiados 16 ovinos
(ovinos 1-16). Destes, selecionou-se os animais que apresentaram lesdes encefilicas
compativeis com encefalopatia hepdtica (vacuolizacdo na substincia branca e jungdo entre
a substincia branca e cinzenta e/ou presenca de astrcitos de Alzheimer tipo II na
substancia cinzenta). Os dados epidemioldgicos dos nove surtos podem ser apreciados no
Quadro 2.

Em todos os animais, clinicamente, foi observado ascite e dispneia, com evolucao
clinica de 30 a 90 dias. Na maioria dos animais avaliados, a sinfomatologia era progressiva
culminando com a morte. Sinais neuroldgicos foram observados com a doenga avancada e,
principalmente, proxima ao Obito dos ovinos. Sinais clinicos de embotamento foram
observados em seis animais (ovinos 6, 9, 11, 12, 15 e 16), trés desses também se
mantinham em decubito esternal (ovinos 9, 11 e 12) e apenas um apresentou vocalizacdo
(ovino 11).

Durante a necropsia dos 16 ovinos mntoxicados espontaneamente foi constatado que
havia liquido livre na cavidade abdominal, amarelado, translicido e com filamentos de
fibrina. Em todos os casos a lesdo hepdtica era semelhante, consistindo em figado recoberto
por fibrina e superficie capsular irregular, com dareas claras deprimidas e padrdo lobular
evidente na superficie de corte, principalmente visualizadas apds fixagdo em formol
Adicionalmente, nos ovinos 4 e 16, havia discretos desvios vasculares (shunts) porto-
sistémicos (Fig.1A), os quais consistiam de numerosos vasos tortuosos de pequeno calibre,
orignados nos ramos abdominais da veia porta que se anastomosavam na veia cava
abdominal.

Nos cortes histologicos do figado de todos os ovinos, corados com HE e tricromico de
Masson, constatou-se que havia leve a acentuada fibrose na regido periacinar e capsular,
que adentrava o parénquima e formava pontes, associada, por vezes, a presenca de
moderada hemorragia (Fig. 1B). Notou-se que, no sistema nervoso dos ovinos 2, 5, 11, 12,
15 e 16 (37,5%), havia leve a acentuada vacuolizagdo na juncdo entre a substancia branca e
a cinzenta, e na substdncia branca, das regides de pedinculo cerebelar, coliculos, cipsula
externa e interna, tdlamo e hipocampo. Os vacuolos possuiam formato redondo a ovalado e

apareciam isolados ou unidos (Fig.1C). Ainda nos ovinos 2, 12, 15 e 16 haviam astrdcitos
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de Alzheimer tipo II (AAIl) na substdncia cinzenta do cortex, tdlamo, hipocampo e
coliculos. Estas células eram caracterizadas por nicleo grande, angulado e cromatina pouco
condensada, dispostos isolados ou agrupados em duplas ou aglomerados de trés a quatro,
distribuidos de forma aleatéria e préximos a corpos de neuronios (Fig.1D).

Nas seccoes de encéfalo coradas pelo método de PAS evidenciou-se itegridade da
membrana vascular dos capilares encefilicos, mesmo em regides adjacentes as dreas de
vacuolizacio. Um resumo das principais lesdes hepdticas e encefilicas dos ovinos
espontaneamente intoxicados por 7. cinerea estdo descritos no Quadro 3.

No exame [HQ com o anticorpo anti-GFAP notou-se fraca ou nenhuma marcagdo dos
astrocitos de Alzheimer tipo II, nas amostras de cdrtex e coliculo dos ovinos 2, 6,12 e 16
(Fig.2). Com o anticorpo anti-S100 houve imunomarcacdo em todos os cortes, variando de
fraca marcacdo nos ovinos 2, 12 e 15, a moderada nos ovinos 6, 11, 16. Os demais animais
demonstraram marcacdo idéntica ao animal controle no uso dos dois anticorpos (Fig.3).
Observou-se variagdo na intensidade da lesdo hepdtica e lesdo encefilica quando os casos
eram comparados entre si, tais dados podem ser apreciados no Quadro 3, ndo existindo
correlacio entre o grau de fibrose hepdtica e o grau de lesdo encefilica.

Quanto aos animais experimentalmente intoxicados, os resultados dos exames
bioquimicos apresentam-se na Fig.4. Houve reducdo discreta nos niveis séricos de ureia nos
ovinos experimentais E1 e E2 e discreta elevacao dos niveis de GGT. Além disso, o pico de
elevacdo dos niveis séricos de AST ocorreu nos dias antecedentes a morte dos dois ovinos
experimentais. A albumina nao demonstrou alteracdes significativas.

Apdés 28 do inicio do experimento, o ovino El evidenciou clinicamente apatia,
embotamento, anorexia € aumento de volume abdominal bilateral. No teste de balotamento
constatou-se liquido abdominal, o qual foi drenado por abdominocentese e apresentava-se
modoro, translicido, discretamente amarelado, com escassos filamentos de fibrma. No
rimen observou-se meteorismo, consisténcia macia a palpacdo e atonia. No dia seguinte,
apresentou diarreia, com fezes amareladas e sangue. Apds 30 dias do inicio do experimento
o animal exibiu ataxia, dificuldade em manter-se em estacdo e morreu naturalmente no
mesmo dia. Na necropsia, realizada imediatamente apds o Obito, foram observados dois
littos de liquido livre na cavidade abdominal. O figado estava com a superficie capsular

rrregular, com dreas deprimidas, esbranquicadas, multifocais a coalescentes, entremeadas
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por dreas avermelhadas, além de marcada evidenciagdo do padrdo lobular. Ao corte este
padrdo era visualizado se estendendo ao parénquima do Orgdo. Havia formacdo de
moderados shunts porto-sistémicos, entre 0s vasos mesentéricos, veia porta e veia cava
abdominal, além de marcado edema no mesentério, abomaso e vesicula biliar.

O ovino E2 apresentou hiporexia a partir do 54° dia da ingestdo da planta. No 67° dia
notou-se distensdo bilateral abdominal, caracterizada como ascite através do teste de
balotamento. Durante o 78° dia apds inicio do experimento procedeu-se a coleta e andlise
do liquido que evidenciou as mesmas caracteristicas visualizadas no liquido coletado do
ovino El. Oitenta e cinco dias apds o inicio do experimento, o ovino E2 apresentava-se
com um quadro clinico de embotamento e reducdo dos reflexos de dor e de resposta a
ameaca. No dia 89 o animal mantinha a cabeca pressionada contra a parede da baia e um
dia apds entrou em decubito, mantendo-se na posicdo de “auto-auscutacdo” e em estado
comatoso. No dia seguinte, devido suas condicdes clinicas, foi eutanasiado e realizada a
necropsia. Os 20mL de liquido ascitico e o figado estavam com as mesmas caracteristicas
que as observadas no ovino El, além disso havia edema no mesentério e na parede do
abomaso e dos pré-estomagos.

Microscopicamente, as lesdes hepdticas e encefilicas nos ovinos El e E2 foram
semelhantes as observadas nos animais intoxicados espontaneamente, refletindo mesmos
resultados obtidos nos testes histoquimicos, constatando-se, respectivamente, moderada e
acentuada fibrose periacinar e capsular com formacdes de ponte, melhor evidenciada no
tricomico de Masson, vacuolizacdo na substincia branca e jungdo entre a substancia branca
e cinzenta além dos AAII nos cortes de encéfalo corados com HE, e integridade vascular no
encéfalo com o PAS, e imuno-histoquimicos, revelando, portanto, fraca ou auséncia de
marcagdo nos astrocitos com o anticorpo anti-GFAP e marcacdo no citoplasma astrocitario

com o anticorpo anti-S100.

DISCUSSAO
O diagnéstico da intoxicagdo espontanea por 7. cinerea em ovinos baseou-se nos achados
clinicos de ascite e dispneia, associada a presenca da planta no local e as lesdes hepdticas
macroscopicas e microscopicas, de fibrose periacinar e capsular com formacdo de pontes,
assim como descrito por Riet-Correa et al. (2013). Enquanto que o diagnéstico da

encefalopatia hepdtica foi fundamentado com os sinais clinicos e achados microscépicos no
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encéfalo (Summers et al. 1994, Wouters et al. 2013).

Todos os ovinos intoxicados de forma espontinea e experimental que apresentaram
lesio no sistema nervoso desenvolveram, clinicamente, sinais de embotamento; alguns
animais, com lesdes neuroldgicas mais extensas, demonstraram sinais clinicos mais
acentuados, como decubito esternal, ataxia e vocalizagdo, e na maioria dos casos havia
evolucdo para a morte do animal. Estes sinais nervosos eram observados principalmente ao
final da doenga, sendo provavel que em alguns casos de intoxicacdo espontdnea € nos casos
experimentais anteriormente relatados (Santos et al. 2007, Riet-Correa et al. 2013), os
animais tenham sido eutanasiados antes de desenvolverem a encefalopatia hepatica.

Nos animais experimentais observou-se que o quadro neurolégico, caracterizado por
embotamento seguido de ataxia, dificuldade de manter-se em estacdo e pressdao da cabeca
contra objetos, € semelhante a ao observado na itoxicagdo por Senecio brasiliensis em
ovinos (Ilha et al. 2001) e bovinos (Wouters et al.2013). Entretanto, quando se compara a
mntensidade dessa sintomatologia clinica com casos experimentais de infusdo intravenosa de
amOnia em ovinos, nota-se que nestes Ultimos os sinais clinicos sdo mais acentuados e
diversificados, com presenca de convulsdo e pitialismo (Hooper & Finnie 1987).

A reducdo da concentracio da ureia sérica, observada nos exames bioquimicos dos
ovinos experimentais E1 e E2, pode ter ocorrido pela ndo metabolizacdo da ambnia ou pela
diminuicio da ingestdo de alimentos; enquanto que o aumento da AST ao final do
experimento pode ser associado a lesdo hepdtica sofrida por ambos ovinos experimentais e,
ainda, este aumento ter sido agravado no ovino E2 pelos distirbios musculares
desenvolvidos em decorréncia do decubito (Tennant & Center 2008). A acentuada fibrose
periacinar pode danificar a estrutura periportal do figado, resultando na elevagdo dos niveis
de GGT visualizada nos ovinos El e E2 (Tennant & Center 2008). A auséncia de alteracdes
significantes da albumina sérica confirma a afirmacdo realizada por Riet-Correa et al
(2013) de que a ascite nos casos de intoxicacdo por 7. cinerea € decorrente do aumento da
pressdo hidrostdtica, devido a fibrose periacinar e capsular do figado e ndo por redugdo da
pressdo oncotica.

A presenca de lesdo nos hepatdcitos da regido centrolobular observada nos casos
espontaneos e experimentais contribuem para o aumento dos niveis séricos de amdnia, pois,

estas células sdo mais eficazes na conversdo deste composto nitrogenado (H&ussinger
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1983). AEm disso, os shunts porto-sistemicos descritos nos laudos necroscopicos de dois
ovinos intoxicados espontaneamente e observados nos ovinos experimentais, secundarios a
fibrose hepdtica, previamente descritos nos casos de intoxicagdo crOnica em ovinos por 7.
cinerea (Riet-Correa et al. 2013), faciltam a ocorréncia da hiperamonemia. A descricao
dos shunts no laudo necroscépico dos ovinos 4 e 16 e sua visualizacio nos animais
experimentais sugere esta patogenia. Porém, ressalta-se que ha possibiidade de que nos
demais ovinos intoxicados espontaneamente houvesse shunts porto-sistémicos, no entanto,
ndo foi observado registro nos laudos de necropsia.

Histologicamente, a lesdo encefdlica mais frequentemente visualizada neste trabalho, em
animais intoxicados espontaneamente e experimentalmente foi a presenca de vactolos na
substancia branca e jun¢do entre a substincia branca e a cinzenta de diversas regides do
encéfalo, sendo mais proeminente nos pedunculos cerebelares, coliculos, tilamo e capsula
interna e externa, semelhante ao visualizado em bezerros com hiperamonemia induzida
experimentalmente (Cho & Leipold 1977), em bovinos na mtoxicagdo por Senecio spp.
(Wouters et al. 2013) e em diversas espécies com encefalopatia hepatica (Stalker & Hayes
2007).

A hiperamonemia no encéfalo tem inicialmente um efeito citotdéxico nos astrdcitos, e
estas células, em resposta, liberam grande quantidade de glutamina, a qual provoca estresse
oxidativo, anormalidades na agdo das mitocOndrias e distirbios na osmolaridade celular,
caracterizados histologicamente por astrocitos grandes, vacuolizados e por vezes em grupos
de duas ou mais células, denominados de astrocitos de Alzheimer tipo II, visualizados
predominantemente em equinos com encefalopatia hepdtica secunddria a intoxicacdo por
Crotalaria retusa (Summers et al. 1994, Nobre et al. 2004).

Sugere-se que a alteracdo encefilica ocorra inicialmente nos astrocitos e,
posteriormente, um distiirbio osmético dos oligondendrécitos, permita o influxo de liquido
entre as lamelas de mielina, sendo visualizadas histologicamente como vactiolos na
substancia branca e juncdo entre a substancia branca e cinzenta em regioes especificas do
encéfalo (Summers et al. 1997, Ilha et al. 2001). Os achados similares entre 0s o0vinos
mtoxicados e o animal controle na coloracio de PAS confirmam que ndo ha alteracoes
vasculares na patogenia da encefalopatia hepdtica na intoxicacdo cronica por T. cinerea,

semelhante ao descrito na encefalopatia hepdtica em bovinos na intoxicagdo por Senecio sp.
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descrito por Wouters et al. (2013).

A aménia é capaz de provocar duas respostas astrocitdrias, a primeira, trata-se de uma
reatividade celular, com proliferacdo mitocondrial e de reticulo endoplasmitico liso, a qual
pode ser visualizada em seis ovinos intoxicados de forma espontinea e nos dois ovinos
experimentais, através da marcacdo positiva com o anticorpo anti-S-100 (Donato et al
2013). A segunda resposta, observada em quatro ovinos intoxicados espontaneamente € em
ambos ovinos experimentais, trata-se de um distdrbio degenerativo, em que os astrocitos
acumulam corpos densos e reduzem o volume de GFAP, fazendo com que haja pouca
imunoreatividade ao anticorpo anti-GFAP no citoplasma dos astrécitos, corroborando com
os resultados descritos na encefalopatia hepdtica em equinos intoxicados por 7. micrantha
(Bandarra et al. 2011), bovinos intoxicados por Senecio sp. (Wouters et al. 2013) e também
visualizados por Summers et al. (1994) ao testar o efeito da amdnia nos astrécitos em

cultura.

CONCLUSOES

Conclui-se que a T. cinerea pode provocar encefalopatia hepatica em ovinos intoxicados,
caracterizada histologicamente com vacuolizacio de substincia branca e presenca de
astrocitos de Alzheimer tipo II, predominantemente nas regides de nicleos da base,
coliculos, tidlamo e cortex. A andlise do encéfalo pelo método histoquimico de PAS ndo
demonstra alteracdes, conferindo auséncia de lesdo vascular na patogenia da encefalopatia
hepatica. A fraca marcacdo no citoplasma dos astrécitos pela técnica de imuno-
histoquimica, com emprego do anticorpo anti-GFAP reflete numa degeneracdo celular e a
forte marcacdo pelo anticorpo anti-S100 sugere reatividade destas células, caracterizando
que a patogenia da encefalopatia hepdtica em ovinos intoxicados pela 7. cinerea ocorre em

decorréncia de hiperamonemia com disfun¢do astrocitéria.
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(CAPES) pela bolsa do primeiro autor. Trabalho financiado pelo Instituto Nacional de
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Legendas das Figuras

Fig 1: Intoxicacdo natural por Tephrosia cinerea em ovinos. A) Cavidade abdominal
evidenciando ascite e discretos shunts porto-sist€micos (ovino 16). B) Acentuada fibrose
periacinar, com formacdo de pontes (ovino 2). Tricomico de Masson, Obj 4. C) Juncdo
entre substncia branca e cinzenta de cortex com marcada vacuolizacdo nas jungdes entre
as substdncias (ovino 12). Hematoxilina e eosina, Obj 20. D) Substincia cinzenta de cdrtex
evidenciando astrécitos de Alzheimer tipo II (seta) (ovino 2). Hematoxilina e eosina, Obj
40.
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Fig 2: Juncdo entre substincia branca e cinzenta de cortex de ovino intoxicado
espontdneamente por Tephrosia cinerea. Realcados pelas setas, observa-se astrdcitos de
Alzheimer tipo II com fraca ou auséncia de marcacdo citoplasmitica (seta) (ovino 6).
Imunomarcagdo anti-GFAP, método estreptavidina-biotina-peroxidase. Cromdégeno DAB,
Ob;. 40.

Fig 3: Juncdo entre substincia branca e cinzenta de cortex de ovino intoxicado
espontaneamente por Tephrosia cinerea. Imunomarcagdo anti-S100 em astrdcitos (seta)
(ovino 12), método estreptavidina-biotina-peroxidase. Cromégeno DAB, Obj. 40.
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de ovinos El e E2

intoxicados experimentalmente por 7. cinerea e ovino controle E3. Os valores de referéncia normal
para ureia saol7,12-42,8 mg/dL, para AST 60-280 U/L, para GGT 20-52 U/L e para albumina 2,4-3

o/dL.
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1
Quadro 1: Origem dos anticorpos primarios, dilui¢oes, recuperacoes
antigénicas e cromégeno utilizados na imuno-histoquimica
AIl.tIC,OI:paO Especﬂ%cagoes Dﬂul_gao do Recgp?rggio Cromégeno
primario do anticorpo anticorpo antigénica
Ant-GFAP  Policlonal TRIS-EDTAS )
(Ref. Z0334) coelho 1:500 pH 9.0, 96°C, DAB
) 10min
Tampao
Anti-S100 Policlonal ) citrato pH
(Ref. Z0311) coelho 1:200 6.0, 96°C, DAB
20min
2 Dako; b Obtida em panela de pressdo; ¢ TRIS ¢ diaminobenzidina 3,3’.
2

Quadro 2: Dados epidemiolégicos dos ovinos intoxicados espontaneamente pela 7. cinerea

Total de N° N° N° animais Tipo de

Surto Local Data Animais Doentes Mortos® necropsiados  Obito Idade  Raca Sexo

1 Natural 8 SaI}ta P
Nov meses Inés
Sdo José do a 2 Natural 3 anos SRDP F
1 Bomfim, Dez 35 10 8 3 Natural  Adulta SarAlta F
PB Inés
2003
Santa
4 Natural Adulta Iné F
nés
2 Caic6, RN O 10 1 1 5 Eutandsia | SRD M
aico, 2004 utandsia ano
6 Nawral _©  SRD F
3 Serra Ago 150 30 23 meses
Negra, RN 2007 7 Futangsia 0 SRD  F
meses
Out 6
4 Patos, PB 2008 60 30 1 8 Natural meses Dorper F
) ) 9 Natural NI SRD F
5 Catingueira, Set 20 NT® NI 3
PB 2010 10 Natural SRD F
meses
S0 José do Mai 11 Natural Jovem  SRD F
6 Bomfim, Ne(t) ) 50 20 20 12 Eutanasia Adulto SRD F
PB 13 Natural Adulto SRD M
2012
7 Patos, PB 2SOe1t2 35 3 2 14 Natural 6 anos Dorper F
Catingueira, Out
8 PB 2012 40 NI NI 15 Natural 3 anos Dorper M
9  Patos,PB L 25 3 0 16 Futandsia 1ano 208
2015 Inés

“Numero de mortes que ocorreram antes ou durante as visitas, ndo foi informado se os animais que permaneceram
doentes morreram posteriormente. °NI: ndo informado; SRD: sem raga definida; M: macho; F: fémea
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Quadro 3: Grau da fibrose no figado e presenca de astrocitos de
Alzheimer tipo II e vacuolizacdo no encéfalo de ovinos intoxicados
espontaneamente pela 7. cinerea.

Surto N° Fibrose Lesao Encefilica
animal he patica AAII® Vacuolizacao
1 ++ - -
1 2 +++ A %(% NB, +TA
3 + - -
4 +++ - -
2 5 + - -
++ NB, TA, PC,
3 6 + ++NB, PC co
7 + - -
4 8 +++ - -
9 +++ - -
10 + - -
1 N i +++ CT, TA,
NB, PC,CB, CO
6 12 + +CT, +++ +++ CT, TA,
NB NB, PC
13 ++ - -
7 14 ++ - -
8 15 +++ ++CO ++ TA, CO
9 16 ++ ++CO ++CO, +PC

aAstrocitos Alzheimer tipo II; - ausente; + pouca quantidade; ++ moderada
quantidade; +++ grande quantidade. CB: cerebelo; CT: cértex; CO: coliculos; HC:
hipocampo; NB: niicleos da base; PC: pedinculo cerebelar; TA: tdlamo.
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CAPITULO II

Caracterizacao epidemiologica, clinico-patologica e histoquimica da tuberculose no
sistema nervoso central de bovinos no semiirido da Paraiba

Trabalho a ser submetido a Pesquisa Veterinaria Brasileira
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Caracterizacao epidemiologica, clinico-patologica e histoquimica da tuberculose no

sistema nervoso central de bovinos no semiarido da Paraiba!

Aline Monteiro Silveira?*, Eduardo de Melo Nascimento?, Guilherme Konradt3, Eldiné
Gomes de Miranda Neto?, David Driemeier?, Glauco José Nogueira de Galiza?, Antonio
F.M. Dantas?, & Franklin Riet-CorreaZ*

ABSTRACT: Silveira A.M., Nascimento E.M., Konradt G., Miranda Neto E.G., Simdes
S.V.D., Driemeier D., Galiza GJN. Dantas AFM. & Riet-Correa F. 2016.
[Epidemiological, clinical-pathological and histochemical caracterization of
tuberculosis in central nervous system in cattle in the semiarid region of Paraiba]
Caracterizacdo epidemiologica, clinico-patoldgica e histoquimica da tuberculose no sistema
nervoso central de bovinos no semidrido da Paraba. Pesquisa Veterindria Brasileira
00(0):00-00. Laboratério de Patologia Animal, Hospital Veterinirio, Universidade Federal
de Campina Grande, Avenida Universitiria, S/N, Santa Cecilia, Patos, PB 58700-970,

Brasil. E-mail: silveira.a.monteiro@ gmail.com.

Describes the epidemiology, clinical pathological findings and histochemical from
tuberculosis in the central nervous system (CNS) of cattle diagnosed in Animal Pathology
Laboratory of the Federal University of Campina Grande (LPA-UFCG). We reviewed the
autopsy reports of 851 bovine necropsies performed on 2003 period to 2016, of these, 73
cattle were diagnosed with tuberculosis and six showed lesions in the CNS. Al six
diagnoses were made based on macroscopic and histopathologic lesions, and confirmed by
histochemistry and immunohistochemistry. There was no predilection for sex or age,
affecting young and adult cattle. Three cattle presented exclusively nerve signals, two had
respiratory signs and weight loss and one did not present any clinical signs.

Macroscopically, in five cattle had thickening of the leptomeninges, mainly, in the region

I Recebid0 €M ...oveivervenreies e

Aceito para publicacao em .........ccceceeuueenne.

2Parte da Dissertacdo de Mestrado do primeiro autor. Programa de Pés-Graduagdo em Medicina
Veterinaria. Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Av. Universitaria s/n, Bairro Santa
Cecilia, Patos, PB, 58708-110, Brasil. *Autor para correspondéncia: silveira.a.monteiro@gmail.com.
3Setor de Patologia Veterindria, Hospital Veterinario, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Avenida Bento Gongalves, 9090, Agronomia, Porto Alegre, RS, 90540-000, Brasil.

4Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA), La Estanzuela, Colonia, Uruguay.

franklin.riet@pq.cnpq.br, frcorrea@inia.org.uy.
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near the brain basilar Willis cycle, in addition to the meninges of the cerebellum, spinal
cord and cortex. In just an animal, there was the single tuber formation in cerebellar region.
Microscopically we observed moderate to severe granulomatous meningitis in five cattle.
The regions most affected were colliculus, cerebellum, bridge, obex, cortex, and spinal
cord. Five cattle presented lung lesions and mediastinal lynph nodes and three of them had
disseminated lesions in other organs. In all cattle were found amid the lesions in the CNS
acid-fast bacilli and had positive marking in technique of immunohistochemistry with
polyclonal antibody anti-Mycobacterium tuberculosis. It is concluded that bovine
tuberculosis in central nervous system occurs sporadic in Paraiba, in cattle fundamentally
adults, with disseminated lesions in other organs. Probably spread through transmission

agent, with favoritism of Willis in the installation of the lesions in the CNS.

INDEX TERMS: Mycobacterium sp., acid-fast resistent bacteria, Ziehl Neelsen,
neuropathology.

RESUMO: Descreve-se a epidemiologia, os achados clinico-patoldgicos e histoquimicos
da tuberculose no sistema nervoso central (SNC) de bovinos, diagnosticados no Laboratério
de Patologia Animal, da Universidade Federal de Campina Grande (LPA-UFCG). Foram
revisados os laudos de necropsia de um total de 851 necropsias de bovinos realizadas no
periodo de 2003 a 2016, destes, 73 bovinos foram diagnosticados com tuberculose e seis
apresentavam lesdes no SNC. Todos os seis diagndsticos foram realizados com base nas
lesdes macroscOpicas e histopatologicas e confirmadas pela histoquimica e imuno-
histoquimica. Nao houve predilecdo por sexo ou idade, acometendo bovinos jovens e
adultos. Trés bovinos apresentaram exclusivamente sinais nervosos, dois tinham sinais
respiratérios e perda de peso e um ndao apresentava nenhum sinal clinico.
Macroscopicamente, em cinco bovinos havia espessamento das leptomeninges,
principalmente, da regido basilar encefilica préxima ao ciclo de Willis, além das meninges
do cerebelo, medula espinhal e cortex. Em apenas um bovino houve a formagdo de
tubérculo Unico na regido cerebelar. Microscopicamente observou-se moderada a acentuada
meningite granulomatosa em cinco bovinos. As regides mais acometidas foram coliculos,

cerebelo, ponte, 6bex, cortex, e medula espinhal Cinco bovinos apresentaram lesdes
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pulmonares e dos ginglios mediastinicos e trés deles tinham lesdes disseminadas em outros
6rgaos. Em todos os bovinos foram encontrados em meio as lesdes no SNC bacilos 4cido-
dlcool resistentes e tiveram marcacdo positiva na técnica de imuno-histoquimica com
anticorpo policlonal anti-Mycobacterium tuberculosis. Conclui-se que a tuberculose do
sistema nervoso central de bovinos ocorre de forma esporddica na Paraiba, em bovinos
fundamentalmente adultos, com lesdes disseminadas em outros Orgdos. Sendo que
provavelmente hd disseminacdo do agente através da via hematdgena, com favorecimento

do ciclo de Willis na instalacdo das lesdes no SNC.

TERMOS DE INDEXACAO: Mycobacterium sp., bactérias acido-alcool resistentes, Ziehl

Neelsen, neuropatologia.

INTRODUCAO

A tuberculose é uma doenca importante para a pecudria brasileira e a satude publica. Causa
perdas econdmicas por baixa na producdo de leite e de carne e abate dos animais positivos
ao teste alérgico intradérmico, implantado pelo Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Tuberculose e da Brucelose (PNCETB). Além disso, o contato direto dos
trabalhadores com os bovinos e alimentos infectados, implica na possibiidade de infeccao
dos seres humanos por Mycobacterium spp. (Roxo 1997, Riet-Correa & Garcia 2007).

Comumente, os bovinos acometidos pela doenca apresentam emagrecimento
progressivo, € em alguns casos, tosse improdutiva, estes sinais estdo associados a via de
transmissdo aerdgena (Sanches et al. 2000, Ribas et al. 2013, Andreazza et al. 2015).
Esporadicamente, especialmente em bovinos jovens, observa-se manifestacdo clinica
neuroldgica e lesdes granulomatosas nas leptomeninges do encéfalo e medula espinhal
(Sanches et al. 2000, Oruc¢ 2005, Riet-Correa & Garcia 2007; Del Fava et al, 2010; Ribas et
al. 2013). Os sinais clinicos nestes casos sdo relacionados com a via de transmissao
transplacentdria ou infeccio do agente através da ingestdo de leite contaminado, sendo a
posterior disseminacdo pela via hematégena, que possibilita a ascendéncia ao sistema
nervoso central (SNC) (Roxo 1997, Orug¢ 2005, Riet-Correa & Garcia 2007, Del Fava et al.
2010, Borges et al. 2013, Domingo et al. 2014).

No Brasil, hd poucos estudos que relatam a infeccdo por Mycobacterium spp. afetando o

SNC de bovinos, em sua maioria, os relatos descrevem a infeccdo em casos esporadicos ou
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isolados (Sanches et al. 2000, Galiza et al. 2010, Konradt et al. 2016), exaltando-se a
importancia deste trabalho, o qual visa a descricdo dos achados epidemioldgicos, clinico-
patolégicos e histoquimicos da tuberculose no SNC de bovinos, diagnosticados na édrea de
abrangéncia do Laboratério de Patologia Animal, da Universidade Federal de Campina
Grande (LPA-UFCG), na Paraiba.

MATERIAL E METODOS
Casos de tuberculose com envolvimento do SNC foram pesquisados dentre os laudos de
necropsias de bovinos provenientes dos arquivos do LPA-UFCG, num periodo de 14 anos
(2003-2016). Desses laudos, foram retiradas informagdes referentes a raca, o sexo € a
idade, os sinais clinicos, realizacdo do teste de tuberculinizacdo e as alteragdes
macroscopicas € histologicas previamente descritas. Os espécimes de SNC e outros 0rgaos
provenientes das necropsias haviam sido fixados em formol a 10% e processados
rotineiramente para histopatologia. Secdes de 3-5um, coradas pela técnica de Hematoxilina
e Eosina (HE), foram avaliadas visando principalmente caracterizar a resposta inflamatoria
em cada caso. Em cortes do SNC foram realizadas, também, técnicas histoquimicas como
Ziehl-Neelsen, Tricromico de Masson e Von Kossa para a visualizacio do agente e
evidenciacdo do tecido conjuntivo fibroso e mineralizacdo, respectivamente. Seccdes do
SNC foram selecionadas para o exame de imuno-histoquimica, na qual se utilizou anticorpo
policlonal anti-Mycobacterium tuberculosis na diluicdo de 1200 em PBS (phosphate-
buffered saline). Para o bloqueio da peroxidase enddgena utilizou-se perdxido de
hidrogénio a 10% por 15 minutos. A recuperacdo antigenica foi realizada com protease
XIV por 15 minutos em temperatura ambiente. O bloqueio das reacOes mespecificas foi
realizado com solugcdo de caseina (leite em p6 desnatado) a 5% por 15 minutos em
temperatura ambiente. O anticorpo primdrio foi incubado por 45 minutos a 37°C. O
anticorpo  secunddrio  biotinlado e o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase
(LSAB+System-HRP) foram utilizados consecutivamente, incubados a temperatura
ambiente por 20 minutos cada. AEC? (3-Amino-9-ethylcarbazole) foi o cromdgeno
utilizado e apds este processo as laminas foram contracoradas com hematoxilina de Harris
por um minuto, desidratas e montadas com meio aquoso e laminula. Para o controle
positivo utilizou-se fragmento de pulmdo de um bovino com diagndstico positivo para

Mycobacterium tuberculosis na técnica de PCR (reacdo em cadeia da polimerase). Como
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controles negativos foram utilizados as mesmas secOes a serem testadas, com a substituicao

do anticorpo primirio por diluente de anticorpo.

RESULTADOS
De um total de 851 necropsias de bovinos realizadas no LPA-UFCG no periodo de 2003 a

2016, 73 (8,58%) tiveram diagndstico positivo para tuberculose, e em seis (8,2% dos casos
de tuberculose) destes casos havia envolvimento do SNC.

Todos os seis bovinos com lesio no SNC eram mantidos em regime de criagdo semi-
extensivo, com exploracido leiteira. Os dados epidemiolégicos, os sinais clinicos dos seis
bovinos e o teste de tuberculinizacdo realizado em dois animais encontram-se descritos no
Quadro 1. Os bovinos 1 e 6 apresentaram sinais clinicos caracterizados por distiirbios
respiratérios, como dispneia, tosse e cansaco, sem sinais neuroldgicos evidentes. E apenas
estes dois casos foram necropsiados com a suspeita prévia de tuberculose, nos demais casos
o diagndstico presuntivo de tuberculose ndo foi considerado, e ainda os bovinos 4 e 5
tinham a suspeita clinica de raiva. O caso 3 ndo apresentava sinais clinicos e foi realizada
eutandsia pela positividade no teste de brucelose. No bovino 2 foi realizada a andlise do
liquido cefalorraquidiano verificando-se acentuada linfocitose.

A tuberculinizacdo foi realizada no bovino 1, que reagiu positivamente ao teste, € no
bovino 2 que foi negativo. Nos demais animais ndo foi realizado teste de tuberculinizacdo.
Os bovinos 1 e 2 tiveram morte natural devido o agravamento do quadro clinico. Os
bovinos 4 e 5 foram eutanasiados devido a gravidade dos sinais clinicos neuroldgicos e
prognostico desfavordvel. Apesar de ndo ter sido realizado a tubeculinizacio do bovino 3 e
ndo apresentar sintomatologia clinica, o mesmo foi eutanasiado por ser positivo no teste de
brucelose.

Macroscopicamente, observou-se que as leptomeninges da regido ventral do tronco
encefilico dos bovinos 1, 2, 3 e 5 estavam acinzentadas e moderadamente espessadas (Fig.
1A) por multiplos nddulos de 0,2-1 mm de diametro, amarelados e irregulares com
consisténcia variando entre macia a firme. O espessamento das meninges envolvia os
coliculos e estendia-se até as leptomeninges da medula espinhal sacral nos bovinos 2 e 5
(Fig. 1B), e afetava as leptomeninges do cortex frontal, foice cerebelar e cerebelo no
bovino 3. Havia discreta herniacdo cerebelar no bovino 4 associada a massa amarelo

esbranquicada, rugosa, macia, medindo aproximadamente 3 cm de didmetro na regido de
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quarto ventriculo (Fig. 1C). No bovino 6 observou-se pequena area de espessamento e
pequenos nddulos amarelados de aproximadamente 1 mm de didmetro proxima ao
espessamento na meninge do cértex frontal.

Ao corte seriado do encéfalo do bovino 2 evidenciaram-se projecdes no interior dos
ventriculos laterais, que rangiam ao corte (Fig. 1D). Na porcao ventral da medula espinhal
observavam-se ainda 4reas irregulares, esbranquicadas, de at¢ 5 mm de didmetro, que
afetavam a substancia branca e a cinzenta. No bovino 3 observavam-se miultiplos nédulos
amarelados, de superficie lisa, medindo em média 2 mm de didmetro na regido ventral do
verme cerebelar, além da dilatacdo dos ventriculos laterais. O bovino 4, além da massa no
quarto ventriculo, apresentou dilatacdo do aqueduto mesencefélico, terceiro ventriculo e
ventriculos laterais. A substincia cinzenta adjacente ao espessamento da meninge do cortex
do bovino 6 apresentava-se com consisténcia amolecida e com aspecto grumoso,
semelhante a malacia.

Além das lesdes no SNC observavam-se nodulagdes amarelo esbranquicadas, macias,
bem delimitadas, que exibiam resisténcia ao corte e continham material caseoso com o
centro mineralizado, afetando o pulmdo de todos os bovinos, exceto o bovino 3. Os
linfonodos mediastinicos apresentavam-se aumentados de volume com nodulagoes
semelhantes as visualizadas no pulmdo, nos bovinos 1, 2, 5 e 6. Observavam-se também
muiltiplos ndédulos brancacentos nos rins do bovino 1 e 6 e figado do bovino 4 e 6. O bovino
6 apresentou estas mesmas formacdes no globo ocular esquerdo, nos linfonodos
mesentéricos e intramamdrio, na musculatura diafragmdtica, no bago, na glandula mamadria,
nos cornos uterinos € no saco pericardico, além de exibir nodula¢cdes amareladas em meio a
abundante quantidade de fibrina entre o saco pericardico e o epicardio.

Microscopicamente, observou-se espessamento das leptomeninges em todos os bovinos
(Fig. 2A), exceto no bovino 4, com graus de intensidade variando de moderado, nos
bovinos 1 e 3, a acentuado nos bovinos 2, 5 e 6. As regides mais acometidas foram cortex
(todos os animais), coliculo, cerebelo, ponte, 6bex (bovinos 1, 2, 3 e 5) e medula espinhal
(bovinos 2 e 5). Este espessamento era caracterizado por multiplos granulomas com drea
central de necrose eosmofilica circundada por infitrado inflamatério mononuclear
composto por linfécitos, macréfagos epitelioides e células gigantes multinucleadas do tipo

Langerhans associado a discreta proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso (Fig. 2B). Nos
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bovinos 2, 3 e 4, observaram-se mineralizacdo da regido central de alguns granulomas. A
formacdo granulomatosa era mais acentuada ao redor de vasos, resultando em
espessamento das respectivas tdnicas fntima, com a presenca de até cinco camadas de
células fusiformes com citoplasma e niicleo grande e alongado. Em algumas dreas, os vasos
observados no centro da inflamacdo apresentam paredes eosinofilicas com deposicdo de
material homogéneo e hialino, semelhante a necrose fibrinoide.

Havia encefalite discreta (bovinos 1, 3, 4 ¢ 6) a moderada (bovinos 2 e 5), caracterizada
por vasculite linfoctica no neuropilo adjacente aos granulomas. Além disso, nos bovinos 1,
2, 3 e 5 os granulomas das leptomeninges dos cortices, cerebelo e pedinculo cerebelar,
comprimiam o neurépilo adjacente e no bovino 5 era associado a vacuolizacdo e esferdides
axonais. Os granulomas das leptomeninges infiltraram o neurdpilo cortical do Bovino 6, o
qual apresentava extensa drea de malicia. Na medula espmhal do bovino 2 foram
observados esferdides axonais na substincia branca e vacudolos de diferentes tamanhos, por
vezes contendo células Gitter (“camara de digestdo”). Neste mesmo animal, havia focos de
deposicdo de material granular, amorfo, fortemente basofilico, compativel com
mineralizacdo, na camada granulosa do cerebelo e no neurdpilo da regi@o ventral da ponte
(Fig. 20).

O bovino 4 apresentava o mesmo padrio de inflamacdo granulomatosa ao redor de
vasos, entretanto, a camada mais externa dos granulomas continha maior quantidade de
células gigantes multinucleadas e tecido fibroso entremeando e circundando a inflamacdo.
As células inflamatérias infitravam o cerebelo e a lateral do pedinculo cerebelar,
provocando destruicdo do tecido adjacente.

Nos outros 6rgaos (pulmio, figado, rim, linfonodos, bago, peritdnio, tdtero e glindula
mamdria) observavam-se dreas multifocais granulomatosas, compostas por linfocitos,
macrofagos e células gigantes multinucleadas do tipo Langerhans, com o centro necrético,
por vezes mineralizados, e revestidas por cdpsula fibrosa espessa. No globo ocular os
granulomas mvadiram a uUvea e ocuparam toda a camara anterior e posterior. Os
granulomas no utero detinham-se a mucosa e havia mineralizacio da camada muscular dos
vasos da mucosa e submucosa.

Na coloracdo de Ziehl-Neelsen evidenciou-se discreta (bovinos 2 e 3) a acentuada

(bovinos 1, 4, 5 e 6) quantidade de estruturas finas, em forma de bastonetes, coradas em
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vermelho, localizadas no citoplasma de macrofagos e células gigantes multinucleadas do
tipo Langerhans e livres no granuloma (Fig. 2D). Com o Tricrdmico de Masson observou-
se discreta proliferacdo de tecido colagenoso, ndo somente circundando o granuloma, mas
também adentrando e entremeando as células inflamatorias, além de evidenciar o
espessamento, em até sete vezes, da parede dos vasos presentes no centro e ao redor dos
granulomas (Fig. 2E). Na coloracdo de Von Kossa evidenciou-se mineralizacdo no
neuropilo do Bovino 2 e no centro de alguns granulomas das leptomeninges dos bovinos 2,
3 e 4 (Fig. 20).

Todos os bovinos tiveram marcacdo positiva na técnica de imuno-histoquimica com
anticorpo policlonal anti-Mycobacterium tuberculosis. A imunomarcagdo era observada,
predominantemente, no citoplasma de macréfagos e células gigantes multinucleadas; e
raramente livres nas lesdes granulomatosas (Fig. 2F). A evidenciacdo dos bacilos na técnica
de imuno-histoquimica variou de acentuada nos bovinos 1, 2 e 4; moderada nos bovinos 3 e

6 e discreta no bovino 5.

DISCUSSAO

Pelos resultados deste trabalho, constata-se que a tuberculose diagnosticada em 73 de 851
necropsias de bovinos, afeta esporadicamente o SNC, sendo diagnosticado em seis dos 73
bovinos necropsiados, é capaz de provocar lesdes em animais de raca e idade diferentes,
com intensidade e extensdo varidvel, que influencia no aparecimento de sinais clinicos, que
inclusive pode cursar com distirbios neurolégicos de acordo com a localizacdo da lesdo,
apresentando sinais primordialmente encefilicos ou associados a distirbios medulares, ou
até mesmo, apenas com as alteracOes respiratorias e de caquexia ou ainda sem qualquer
sinais clinicos, como ocorreu em um dos casos deste estudo (Riet-Correa et al. 2002, Riet-
Correa & Garcia 2007, Del Fava et al. 2010). O diagndstico nos seis casos em que houve a
instalacdo do agente no SNC foi baseado nas alteracdes macroscopicas e histopatoldgicas e
confrmados pela imuno-histoquimica.

O teste de tuberculinizacdo, realizada em dois dos seis casos, possibilitou o diagndstico
prévio de apenas um animal, implicando em eutanisia do mesmo. A reacdo negativa ao
teste de tuberculina pode ocorrer em casos de infeccdo recente ou muito tardios, assim
como pela realizacdo do teste no mesmo animal com itervalos menores que 60 dias; nesses

casos sao necessdrios outros exames comprobatdrios (Marassi et al. 2013, Tizard 2014).
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Apesar do resultado negativo observado em um animal, a observacdo de que quatro bovinos
apresentaram exclusivamente sinais nervosos, sugere que a tuberculose deve ser
diagnostico diferencial em bovinos com mais de 6 meses de idade com sinais nervosos.

A idade da maioria dos bovinos com tuberculose no SNC deste trabalho foi igual ou
superior a 12 meses, diferindo do que é proposto na literatura, que acusa a idade inferior a
12 meses para a mais comumente afetada por esta condi¢ao (Konradt et al. 2016), havendo
ainda associacdo desta lesdo com a via de infeccdo transplacentdria ou através da ingestdo
de leite de animais com lesdes de tuberculose no utero e/ou na glandula mamadria,
respectivamente (Roxo 1997, Oru¢ 2005, Barros et al. 2006, Riet-Correa & Garcia 2007,
Del Fava et al. 2010, Borges et al. 2013, Domingo et al. 2014).

Entretanto, o fato dos casos descritos neste trabalho afetar primordialmente animais
adultos, a maioria com lesdes pulmonares ou generalizadas, sugere que a infeccio do SNC
ocorreu por disseminacdo da lesdao pulmonar primiria. Apds invadir o organismo,
Mycobacterium spp. infecta macréfagos, que irdo circular pela corrente sanguinea do
animal e alcancar diversos O6rgdos, como figado, linfonodos, rins, bago, tutero, glandula
mamaria, olho e o SNC (Coutinho & Tarragd 1976, Oru¢ 2005, Del Fava et al. 2010,
Domingo et al. 2014, Tizard 2014). No SNC, o agente também é capaz de infectar células
da microglia (Rock et al. 2008).

Dada a localizacdo das lesdes, preferencialmente nas meninges da regido basilar do
encéfalo e pelas caracteristicas anatomicas da perfusdo sanguinea do SNC, sugere-se que as
bactérias ingressam no sistema nervoso pelos vasos do Ciclo de Willis; nesta estrutura ha
concentracio do sangue para a distrbuicdo inicial do sangue arterial encefilico além de
haver alteracdo do fluxo sanguineo local (Orug¢ 2005, Barros et al. 2006, Rock et al. 2008,
Dyce et al. 2010, Konradt et al. 2016).

Nao € conhecido o mecanismo que interfere na formacdo de cada lesdo especffica na
tuberculose no SNC, porém, € sabida a existéncia de trés formas de apresentacio bem
definidas nos seres humanos: espessamento meningeano, distribuicdo miliar e formacdo de
tubérculos unicos (Coutinho & Tarragd 1976). Dentre essas lesdes da tuberculose, o
espessamento das meninges € o mais frequente, visto em cinco dos seis casos estudados
neste trabalho. A formacdo de uma massa unica, observada em um sé caso (bovino 4),

ocorre eventualmente (Konradt et al. 2016).
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O tecido fibroso que envolvia os granulomas no SNC dos bovinos, evidenciado pela
técnica de tricromico de Masson, por ser escasso, difere da fibrose observada comumente
em outros orgdos afetados pelo agente, tanto dos bovinos estudados, quanto na literatura
(Andreazza et al. 2015); este padrdo de fibrose mantém as células inflamatdrias livres e
facilita a infiltracdo da inflama¢do nos tecidos adjuntos a lesdo.

A divergéncia na sintomatologia nervosa entre os casos possivelmente ocorreu pelas
diferencas da intensidade da lesdo no neurdpilo e sua localizacdo (Coutinho & Tarragd
1976, Orug¢ 2005, Riet-Correa et al. 2002, Del Fava et al. 2010, Konradt et al. 2016); além
disso, € provdvel que a cronicidade tenha influéncia no grau de lesdo no SNC (Barros et al.
2006, Rock et al. 2008); ja que trés bovinos (bovinos 1, 3 e 6) que apresentavam lesoes
granulomatosas compressivas sem alterar o tecido nervoso adjacente ou que o destruiam de
forma discreta ndo evidenciavam distirbios clinicos neuroldgicos, enquanto os bovinos
com lesdes extensas e acentuadas (bovinos 2, 4 e 5) apresentavam sinais secundérios as
respectivas dareas afetadas.

No tnico caso em que o liquor foi examinado constatou-se linfocitose, sugerindo que a
utilizacdo de rotina desta técnica podera ajudar no diagndéstico da forma nervosa da
tuberculose. Em humanos com tuberculose encefilica constatou-se alta populacdo celular
linfocitica na citologia do liquor; entretanto, nos casos em que a infeccdo se apresenta na
fase inicial, poderdo ser visualizados neutréfilos em maior quantidade (Coutinho & Tarragd
1976, Rock et al. 2008, Marassi et al. 2013). Além da avaliacdo de qual o tipo de célula
inflamatéria estd presente no liquor, pode ser realizada a técnica de Ziehl-Neelsen para
visualizacdo do agente na citologia do fluido cerebroespinhal, embora a auséncia de bacilos
ndo implique na exclusdo da doenca (Wilkins et al. 1986).

A mineralizacdo observada no neuropilo da ponte e cerebelo do bovino 2 que ndo era
afetado pelos granulomas da tuberculose, pode ter ocorrido de forma metasttica
inicialmente nos vasos e posteriormente expandindo-se para o tecido, como € observado em
doencgas cronicas caquetizantes, como a tuberculose e a paratuberculose (Zachary 2013,
Driemeier et al. 1999). O mesmo processo pode ter desenvolvido a mineralizacdo nos vasos
uterinos do bovino 6.

Os achados histopatoldgicos evidenciaram ainda lesdes acentuadas na tlinica ntima dos

vasos meningeanos, descritas anteriormente em casos de tuberculose encefilica humana
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(Coutinho & Tarragd 1976), que enfatizam a mvasdo do agente no SNC através da via
hematégena. Em humanos, mediante angiografias, é possivel identificar tortuosidade e
aneurismas provocados pela compressdo vascular, vasculites e/ou proliferacdo da tdnica
intima dos vasos (Coutinho & Tarragb 1976). Os vasos meningeanos sdo, portanto, 0S
primeiros a serem comprometidos pela inflamacdo e a proliferacdo da tinica intima pode
ser suficiente para provocar oclusio completa do limen vascular, e em consequéncia

ocorrer casualmente quadros de infartos encefdlicos (Orug 2005, Zachary 2013).

CONCLUSOES

Conclui-se que a ocorréncia da tuberculose no sisttma nervoso de bovinos na Paraiba
ndo predispde de idade, afetando bovinos jovens e adultos, de diversas racas, sem haver
sinais clinicos precisos. As diferentes idades, a lesdo vascular e a presenca de lesdes em
outros Orgdos sugerem que as infec¢des ocorreram por disseminacdo a partir de outros
orgdos pela via hematdégena. Deve-se incluir a tuberculose encefilica como diagndstico

diferencial de outras infeccdes (bacterianas, micoldgicas e virais) e neoplasias do SNC.
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Legendas das Figuras

Fig 1: Tuberculose neuroldgica em bovinos. A) Encéfalo apresentando espessamento das
leptomeninges na regido basilar (Bovino 2). B) Medula cervical com espessamento das
meninges (Bovino 5). C) Encéfalo com herniacdo cerebelar e presenca de massa protrusa na
base do cerebelo (seta) (Bovno 4). D) Corte do encéfalo evidenciando projecdes na parede
do ventriculo lateral esquerdo (Bovino 2) (seta).
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2 Fig  2: Tuberculose neuroldgica em bovinos. A) Pedinculo cerebelar observa-se
3  espessamento das leptomeninges por multiplos granulomas com dreas necréticas centrais
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(Bovino 4). HE. Obj.10 B) Cortex frontal com granuloma meningeano comprimindo o
neurépilo adjacente (Bovino 2). HE, Obj. 5x. C) Ponte, mineraliacio do tecido nervoso
(Bovino 2). HE. Obj. 10. Em detalhe, coloracio de Von Kossa, demonstrando as dareas
mineralizadas em tom enegrecido. D) Cortex cerebral, bastonetesalcool-4cido resistentes,
intracitoplasmaticos em célula gigante multinucleada do tipo Langerhans e em macréfagos
em meioa lesdo (Bovino 5). Ziehl-Neelsen. Obj. 100. E) Cértex cerebral, vaso meningeano
evidenciando tunica fntima acentuadamente proliferada em tom de azul e com reducdo do
didmetro do limen (Bovino 6). Tricromico de Masson. Obj. 20. F) Cortex cerebral,
imunomarcacao  positiva com  anti-Mycobacteriumtuberculosis no  citoplasma de
macréfagos epitelioides e células gigantes multinucleadas (Bovino 4). Cromégeno DAB,

Obj. 40.

Quadro 1: Raca, sexo, idade, sinais clinicos e localizacao das lesdes em seis casos de bovinos
com lesOes de tuberculose no sistema nervoso

Bovino Raca Sexo Idade Sinais Clinicos Localizacdao das lesos
1 Sindi Macho  Adulto Tosse, cansago, perda fie SNC, pu]mgo /e ']mfonodos
peso e linfadenomegalia mediastinicos
Incoordenacdo, debilidade, Pulmio e linfonodos
diminuicdo da mediastinicos, rim
’ Par,do Macho  Um ano sen/s@hdade dos membNros
Suico pélvicos, postura de cdo
sentado e incontinéncia
urindria
. Sem sinais clinicos. Foi SNC
Mestico " Nove .
3 N Fémea eutanasiado por ser
Holandés anos ..
positivo a brucelose
Perda de equilbrio, SNC, pulmio , figado
Sem Raca Dois discreto trismo
4 ) ¢ Fémea mandibular, nistagmo,
Definida anos .
torneio e quedas
repentinas
Decubito lateral, SNC, pulmio e linfonodos
Seis opistétono, nistagmo, mediastinicos
5 Girolando  Fémea estrabismo ventro medial,
meses g .
sensibilidade reduzida na
face e tetraparesia
SNC, pulmio, linfonodos
Perda de peso, dispneia med1as/t 1icos,
. ) mesentéricos e
6 Mestico Fémea 8 anos acentuada, cegueira com intramamario, rim, ficado
Holandés opacidade da cérnea do ’ £aco,

olho esquerdo.

globo ocular, diafragma,
baco, glandula mamadria,
utero e coragdo
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CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que ovinos intoxicados por Tephrosia cinerea podem desenvolver encefalopatia
hepatica em consequéncia de fibrose periacinar, devendo esta doenca ser incluida no
diagnéstico  diferencial das doencas do sistema nervoso dos ovinos. A tuberculose
encefilica em bovinos € frequente na Paraibba, onde hid uma alta prevaléncia da
enfermidade, devendo ser incluida no diagndstico diferencial de doencas que afetam o
Sistema Nervoso Central. A micobacteriose ndo possui predilecdo por sexo ou idade e
atinge bovinos com lesdes pulmonares e em outros 6rgios, sugerindo que a lesdo encefilica
¢ secunddria a disseminacdo hematégena da bactéria. A localizacdo das lesdes na regiao
basilar encefilica e as alteracOes vasculares nas meninges na regido do Ciclo de Willis
sugerem que a bactéria penetrou, primariamente, pela via sanguinea nessa estrutura

anatomica.
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Normas de submissao da revista Pesquisa Veterinaria Brasileira

Os artigos devem ser submetidos através do Sistema Scholar One, link
<https://mc04.manuscriptcentral.com/pvb-scielo>, com os arquivos de texto na versao mais
recente do Word e formatados de acordo com o modelo de apresentacdo disponiveis no ato
de submissdo e no site da revista (www.pvb.com.br). Devem constituir-se de resultados de
pesquisa ainda ndo publicados e ndo considerados para publicagdo em outro periddico.

Apesar de ndo serem aceitas comunicagdes (short communications) sob a forma de
“Notas Cientificas”, ndo ha limite mmimo do nimero de pagmnas do artigo enviado.
Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos artigos,
o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria Cientifica, reserva-se o direito de
sugerir ou solicitar modificacdes aconselhdveis ou necessdrias. Os artigos submetidos sio
aceitos através da aprovagdo pelos pares (peer review).

NOTE: Em complementacio aos recursos para edicdo da revista é cobrada taxa de
publicacdo (paper charge) no valor de R$ 2.000,00 por artigo editorado, na ocasiao do
envio da prova final, ao autor para correspondéncia.

I. Os artigos devem ser organizados em Tiulo, ABSTRACT, RESUMO,
INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS, DISCUSSAO,
CONCLUSOES, Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo deve ser conciso e indicar o conteddo do artigo; pormenores de identificacdo
cientifica devem ser colocados em MATERIAL E METODOS.

b) O (s) Autor (es) deve (m) sistematicamente abreviar seus nomes quando compridos,
mas mantendo o primeiro nome e o ultimo sobrenome por extenso, como por exemplo:
Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto (inverso, Peixoto P.V.);
Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa (inverso, Riet-Correa F.). Os
artigos devem ter no maximo 8 (oito) autores;

¢) o ABSTRACT deve ser uma versaio do RESUMO em portugués, podendo ser mais
explicativo, seguido de “INDEX TERMS” que incluiem palavras do titulo;

d) o RESUMO deve conter o que foi feito e estudado, indicando a metodologia e dando
os mais importantes resultados e conclusdes, seguido dos “TERMOS DE INDEXACAO”
que incluem palavras do titulo;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citacio bibliogrifica especffica sem que a
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mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicagdo do objetivo do artigo;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a repeticio
da experimentacdo por outros pesquisadores. Em experimentos com animais, deve constar a
aprovacio do projeto pela Comissdo de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacdo concisa dos dados obtidos.

Quadros (em vez de Tabelas) devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando,
sempre que indicado, médias de vdrias repeticdes. E conveniente expressar dados
complexos, por graficos (=Figuras), ao invés de apresentd-los em Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. Ndo convém
mencionar artigos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar uma obrigacdo
do autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados;

J) Agradecimentos devem ser sucintos € ndo devem aparecer no texto ou em notas de
rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que sé incluird a bibliografia citada no artigo e a que
tenha servido como fonte para consulta indireta, deverd ser ordenada alfabética e
cronologicamente, pelo sobrenome do primeiro autor, seguido dos demais autores (todos),
em caixa alta e baixa, do ano, do titulo da publicacdo citada, e, abreviado (por extenso em
casos de duavida), o nome do periédico ou obra, usando sempre como exemplo os tltimos
fasciculos da revista (www.pvb.com.br).

2. Na elaboragao do texto devem ser atendidas as seguintes normas:

a) A digitacdo deve ser na fonte Cambria, corpo 10, entrelinha simples; a pdgmna deve
ser no formato A4, com 2cm de margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto
deve ser corrido e ndo deve ser formatado em duas colunas, com as legendas das Figuras no
final (logo apés as REFERENCIAS). As Figuras e os Quadros devem ter seus arquivos
fornecidos separados do texto. Os nomes cientificos devem ser escritos por extenso no
inicio de cada capitulo.

b) a redacdo dos artigos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto possivel, no
passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de rodapé serdo nimeros
ardbicos colocados em sobrescrito apds a palavra ou frase que motivou a nota. Essa

numeragdo serd continua por todo o artigo; as notas deverdo ser lancadas ao pé da pégina
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em que estiver o respectivo nimero de chamada, sem o uso do “Inserir nota de fim”, do
Word. Todos os Quadros e todas as Figuras t€m que ser citados no texto. Estas citacdes
serdo feitas pelos respectivos nimeros e, sempre que possivel, em ordem -crescente.
ABSTRACT e RESUMO serdo escritos corridamente em um sé pardgrafo e ndo devem
conter citacdes bibliograficas.

¢) no rodapé da primeira pagina deverd constar endereco profissional completo de todos
os autores (na lingua do pais dos autores), o e-mail do autor para correspondéncia e dos
demais autores. Em sua redacdo deve-se usar virgulas em vez de tragos horizontais;

d) siglas e abreviagdes dos nomes de instituicdes, ao aparecerem pela primeira vez no
artigo, serdo colocadas entre parénteses, apds o nome da instituicdo por extenso;

e) citacdes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”; artigos de até dois
autores serdo citados pelos nomes dos dois, € com mais de dois, pelo nome do primeiro,
seguido de “et al.”, mais o ano; se dois artigos ndo se distinguirem por esses elementos, a
diferenciacdo serd feita através do acréscimo de letras minusculas ao ano. Artigos nao
consultados na integra pelo (s) autor (es), devem ser diferenciados, colocando-se no final da
respectiva referéncia, “ (Resumo) ” ou “ (Apud Fulano e o ano.) ”; a referéncia do artigo
que serviu de fonte, serd incluida na lista uma s6 vez. A mencdo de comunicacdo pessoal e
de dados ndo publicados € feita no texto somente com citagdo de Nome e Ano, colocando-
se na lista das Referéncias dados adicionais, como a Instituicdo de origem do (s) autor (es).
Nas citagdes de artigos colocados cronologicamente entre parénteses, ndo se usard virgula
entre o nome do autor € o ano, nem ponto-e-virgula apds cada ano, como por exemplo:
(Priester & Haves 1974, Lemos et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS deverd ser apresentada em caixa alta e baixa, com os
nomes cientificos em itdlico (grifo), e sempre em conformidade com o padrdo adotado nos
ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a ordenacdo de seus varios elementos.

3. Os gréficos (=Figuras) devem ser produzidos em 2D, com colunas em branco, cinza e
preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convencOes adotadas serd incluida
preferentemente, na drea do grafico (=Figura); evitar-se-4 o uso de titulo ao alto do grifico
(=Figura).

4. As legendas explicativas das Figuras devem conter informacdes suficientes para que

estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas, independente do texto).
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5. Os Quadros devem ser explicativos por si mesmos. Entre o titulo (em negrito) e as
colunas deve vir o cabecalho entre dois tracos longos, um acima e outro abaixo. Nao hi
tracos verticais, nem fundos cinzas. Os sinais de chamada serdo alfabéticos, recomecando,
se possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdo lancadas logo abaixo do Quadro

respectivo, do qual serdo separadas por um traco curto a esquerda.



