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RESUMO.- O presente trabalho teve como objetivos ava-
liar os sinais clínicos, as concentrações do sulfeto de hi-
drogênio ruminal e as alterações anatomopatológicas as-
sociadas à intoxicação experimental por enxofre em bovi-
nos. Foram utilizados dez bezerros mestiços leiteiros, sen-

do que quatro bovinos ingeriram ração sem sulfato de sódio
(G1) e seis consumiram ração com sulfato de sódio (G2).
Exames clínicos (temperatura retal, frequência cardíaca e
respiratória e motricidade ruminal) e laboratoriais (hemo-
grama, fibrinogênio, proteína plasmática, pH do fluido ru-
minal, concentração do sulfeto de hidrogênio ruminal, lí-
quido cerebrospinal e histopatológico) foram realizados. A
temperatura retal, frequência cardíaca, hemograma, fibri-
nogênio, proteína plasmática, pH do fluido ruminal e os
valores do líquido cerebrospinal estavam dentro dos valo-
res de referência para a espécie. Taquipnéia, hipomotrici-
dade ruminal e elevados valores de sulfeto de hidrogênio
ruminal foram observados nos bezerros do grupo G2. Um
bezerro do grupo G2 apresentou sinais neurológicos e le-
sões histopatológicas de PEM. Dois animais de cada gru-
po foram eutanasiados. Lesões microscópicas foram ob-
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servadas nos bezerros do G2. Histologicamente as altera-
ções observadas foram necrose neuronal cortical e lesões
hemorrágicas nos núcleos basais, tálamo, mesencéfalo,
ponte e bulbo. O protocolo experimental constituído por
uma dieta rica em carboidrato de alta fermentação, baixa
quantidade de fibra efetiva e altos níveis de enxofre (0,52%)
ocasionou alterações clinicas e histológicas e elevadas
concentrações de sulfeto de hidrogênio ruminal compatí-
veis com quadro de intoxicação por enxofre.

TERMOS-INDEXAÇÃO: Necrose cerebrocortical, enxofre, bo-
vinos, modelo experimental, sulfeto de hidrogênio ruminal.

INTRODUÇÃO
Polioencefalomalacia (PEM) é uma doença cerebrocortical
degenerativa dos ruminantes sendo o termo utilizado para
indicar necrose laminar do córtex cerebral possuindo vários
fatores associados a sua ocorrência (Gould 1998, Gould 2000,
Cebra & Cebra 2004, Burgess 2008, Sant’Ana et al. 2009a,b).

Na literatura internacional uma das principais causas de
PEM relatada tem sido a intoxicação por enxofre (Raisbeck
1982, Gunert al. 1987, Gooneratne et al. 1989, Sager et al.
1990, Gould et al. 1991, Hamlen et al. 1993, Jeffrey et al.
1994, McAllister et al. 1997, Loneragan et al. 1998, Gould
1998, Gould 2000, Niles et al. 2000, Loneragan et al. 2001,
Niles et al. 2002, Haydock 2003, Loneragan et al. 2005, Kul
et al. 2006, Dewhurst et al. 2007, McKenzie et al. 2009). Outras
etiologias descritas foram deficiência da tiamina (Jensen et
al. 1956, Edwin & Jackman 1973), intoxicação por cloreto de
sódio associada à privação de água (Trueman & Clague 1978,
Osweiler et al. 1995), intoxicação por chumbo (Christian &
Tryphonas 1971), ingestão de melaço (Mella et al. 1976) ou
de plantas ricas em tiaminases (Pritchard & Eggleston 1978)
e infecção por herpesvírus bovino 5 (BoHV-5) (Perez et al.
2003, Rissi et al. 2008).

No Brasil, existem relatos de surtos de PEM em bovi-
nos ocasionados por intoxicação por cloreto de sódio asso-
ciada à privação de água (Lemos et al. 1997, Nakazato et
al. 2000), intoxicação por chumbo (Lemos et al. 2004,
Traverso et al. 2004), forma aguda da intoxicação por Phalaris
spp. (Souza & Irigoven 1999) e infecção pelo BoHV-5 (Sal-
vador et al. 1998, Sanches et al. 2000, Claus et al. 2002,
Colodel et al. 2002, Elias et al. 2004, Riet-Correa et al. 2006,
Barros et al. 2006, Mendes et al. 2007, Rissi et al. 2006,
2007,  2008, Lunardi et al. 2009). O diagnóstico de PEM no
Brasil já foi anteriormente sugerido ou associado a distúrbio
no metabolismo da tiamina (Santos et al. 1983, Gonçalves
et al. 2001, Mendes et al. 2007), intoxicação por enxofre
(Traverso et al. 2001, Lima et al. 2005) e alterações bruscas
na dieta (Moro et al. 1994). Estes diagnósticos foram esta-
belecidos correlacionando dados epidemiológicos, sinais
neurológicos, achados histopatológicos e/ou resposta favo-
rável à terapia com tiamina, sendo que as etiologias não
foram confirmadas laboratorialmente.

A necessidade da melhor compreensão da etiopatogenia
da PEM no Brasil tem estimulado o estabelecimento de
modelos experimentais em ruminantes. Em um estudo

experimental foi demonstrado que bovinos que tinham sido
inoculados anteriormente com BoHV-5 desenvolviam me-
ningoencefalite após a indução de PEM mediante a admi-
nistração de amprólio ou sulfato de sódio (David et al. 2007).
Cunha et al. (2008) induziram PEM em dois bovinos Nelore
fornecendo diariamente por via nasoesofágica enxofre a
1% da matéria seca e Sant’Ana et al. (2009c) intoxicaram
cinco ovinos administrando amprólio por via oral em doses
diárias de 500 e 1.000 mg/kg de peso do animal.

Os objetivos desse trabalho foram de avaliar os sinais
clínicos, as concentrações do sulfeto de hidrogênio rumi-
nal e as alterações anatomopatológicas associadas à in-
toxicação experimental por enxofre em bezerros.

MATERIAL E MÉTODOS
Foram utilizados 10 bezerros mestiços leiteiros, machos, com
oito meses de idade, pesando entre 100-120 kg, mantidos
durante todo o período experimental em baias individuais. Os
animais foram distribuídos aleatoriamente em dois grupos,
sendo que quatro bovinos receberam ração sem adição de
sulfato de sódio (G1) e seis animais receberam a ração acres-
cida de sulfato de sódio (G2). O grupo G1 foi constituído pelos
Bovinos 3, 5, 10 e 11, e o grupo G2 pelos Bezerros 1, 4, 6, 7, 8
e 9. Na ração do grupo G2 foi adicionado diariamente como
fonte de enxofre, o sulfato de sódio, totalizando um consumo
de 0,52% de enxofre na matéria seca.

O protocolo de intoxicação foi adaptado de Sager et al.
(1990) com algumas modificações. O período experimental foi
dividido em três fases. A fase 1 constituiu a adaptação dos
bovinos com suplementação exclusiva de feno por um período
de 14 dias, enquanto a fase 2 compreendeu um período de
sete dias de transição do feno para ração, retirando-se 1/2 kg
do feno/dia/bezerro e adicionando-se 1/2 kg da ração/dia/be-
zerro. Na ultima fase (fase 3), os animais receberam exclusiva-
mente ração durante 14 dias. A ingestão do feno coast-cross
(Cynodon dactylon) e o consumo da ração foram de 2,5% do
peso animal.

A ração fornecida era constituída por casca de aveia (30%),
farelo de soja (18,5%), amido (17%), dextrose (17%), óleo de
milho (4%), uréia (3%), bicarbonato de sódio (2%), fosfato de
cálcio (2,5%), sulfato de sódio (0,8%), cloreto de potássio
(0,5%), óxido de magnésio (0,2%) e água (4,5%). Ainda foram
incorporados na ração 2.000 UI/kg vitamina A, 100 UI/kg vita-
mina D, 20 UI/kg vitamina E, 80 mg/kg ferro, 40 mg/kg manganês,
20 mg/kg zinco, 1 mg/kg cobalto, 1 mg/kg iodo e 4 mg/kg cobre.

As análises bromatológicas do feno de Coast-cross
(Cynodon dactylon) (95,33% matéria seca; 10,28% proteína bru-
ta; 6,35% extrato etéreo; 4,54% minerais; 33,98% fibra bruta;
44,85% extrato não nitrogenado; 63,5% nutrientes digestíveis
totais; 76,89% fibra detergente neutra; 40,7% fibra detergente
ácida) e da ração (90,45% matéria seca; 21,19% proteína bruta;
4,31% extrato etéreo; 10,7% minerais; 3,92% fibra bruta; 59,88%
extrato não nitrogenado; 87,27% nutrientes digestíveis totais;
29,34% fibra detergente neutra; 13,25% fibra detergente ácida)
foram realizadas no Laboratório de Bromatologia do Departa-
mento de Melhoramento e Nutrição Animal da Faculdade de
Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade Estadual
Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (FMVZ/Unesp-Botucatu).

As análises de elementos minerais do feno de Coast-cross
(Cynodon dactylon) (14g/kg de nitrogênio, 1,1g/kg de fósforo,
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15g/kg de potássio, 2g/kg cálcio, 1,0g/kg de magnésio, 3,5g/kg
de enxofre, 14mg/kg de boro, 9mg/kg de cobre, 190mg/kg de
ferro, 156mg/kg de manganês e 16mg/kg de zinco) e da ração
(3,32g/kg de nitrogênio, 5g/kg de fósforo, 6,5g/kg de cálcio,
2,2g/kg de magnésio, 940mg/kg de enxofre, 227,5mg/kg de
ferro, 80mg/kg de manganês, 0,80mg/kg de selênio, 20mg/kg
de cobre, 77,5mg/kg de zinco, 5,5g/kg de sódio, 35mg/kg de
boro e 2,5mg/kg de molibdênio) foram realizadas, respectiva-
mente, nos Laboratórios de Nutrição Mineral de Plantas do
Departamento de Recursos Naturais e Ciência do Solo da
Faculdade de Ciências Agronômicas da UNESP/Botucatu e
no Instituto Campineiro de Análise de Solo e Adubo Ltda. A
dosagem de enxofre da água (11mg/L) do poço semi-artesiano
foi conduzida no Laboratório de Fertilizantes e Corretivos da
Faculdade de Ciências Agronômicas da UNESP/Botucatu.

Os animais foram colocados em tronco de contenção para a
realização do exame físico. Em seguida, foram obtidas amostras
de sangue para a realização de hemograma e avaliação do fibri-
nogênio e proteína plasmáticas, de gás ruminal para determinar
as concentrações do sulfeto de hidrogênio ruminal (H2S ou gás
sulfídrico) e o fluido ruminal para aferir o pH ruminal. Os animais
foram monitorados diariamente para detecção de sinais clínicos
encefálicos. O exame físico, as dosagens de gás sulfídrico rumi-
nal e as colheitas das amostras de sangue e líquido ruminal fo-
ram realizadas com intervalos de sete ou 14 dias (Quadro 1) para
evitar estresse de manejo e interferência no consumo da ração.
No final da fase 3 foram colhidas amostras do líquido cefalorra-
quidiano (LCR) dos Bovinos 4, 6, 7, 8 e 9 (G2).

As amostras de sangue total foram colhidas, por venopun-
ção da jugular, em tubos contendo anticoagulante (EDTA) e
submetidas à contagem de células em câmara hematimétrica
de Neubauer, à determinação do volume globular pelo méto-
do do microhematócrito e à dosagem de hemoglobina pelo
método da cianometahemoglobina, calculando-se posterior-
mente os índices hematimétricos (volume globular médio e
concentração de hemoglobina globular média). A contagem
diferencial de leucócitos foi realizada em 100 células em es-
fregaços sanguíneos corados pelo panótico rápido4. Para a
mensuração do fibrinogênio utilizou-se a técnica de precipita-
ção no tubo de microhematócrito a 56oC e a proteína foi deter-
minada diretamente pela refratometria (Coles 1984).

A técnica da dosagem de sulfeto de hidrogênio ruminal
utilizada foi adaptada de Gould et al. (1997) com as modifica-
ções descritas a seguir. Inicialmente foi realizada a tricotomia
da fossa paralombar esquerda e anti-sepsia com iodopovidona
(PVPI), sendo que a punção ruminal foi realizada no ponto
médio da porção mais dorsal da fossa paralombar esquerda
utilizando-se a agulha do cateter intravenoso 14G sem a cânu-
la externa de teflon. Em seguida, foi encaixado ao conector da

agulha um equipo de infusão intravenosa com 15 cm de com-
primento, cortando e desprezando-se a extremidade com o
gotejador. A ponta cortada do equipo adaptado foi acoplada a
um tubo colorimétrico de dosagem de gás sulfídrico, que já
estava previamente inserido na bomba manual de vácuo5. As
mensurações foram realizadas de acordo com o manual do
fabricante da bomba de vácuo, utilizando tubos colorimétricos
para valores entre 25 e 1.000 ppm6 ou 1.000 a 40.000 ppm7 de
sulfeto de hidrogênio. Nos momentos em que não ocorreu
mudança na coloração do tubo, repetiu-se a dosagem e não
se detectando alteração foi estabelecido que o valor aferido
estivesse abaixo do limite inferior de detecção do tubo (<25ppm
de H2S ruminal).

As amostras do conteúdo ruminal foram obtidas por meio
de uma bomba de sucção a vácuo, acoplada a um recipiente
de vidro e a uma sonda oroesofágica tipo Schambye e Soren-
sen (Dirksen et al. 1993). Para a avaliação do pH ruminal8 os
primeiros 200mL foram desprezados para evitar contamina-
ção com a saliva, sendo colhidos aproximadamente 100mL de
cada animal.

As coletas de LCR foram realizadas segundo protocolo
proposto por Mayhew (1989). Após sedação com 0,20 mg/kg/
IV de cloridrato de xilazina9, tricotomia e anti-sepsia com PVPI,
a punção foi realizada na cisterna atlanto-occipital com agulha
spinal10.

As amostras de LCR foram coletadas em três tubos estéreis
sem EDTA. Para análise do LCR foi utilizada uma fração da
amostra do terceiro tubo. O número de leucócitos e hemácias
por microlitro do LCR foi mensurado com o uso da câmara de
Fuchs-Rosenthal. A contagem diferencial de leucócitos foi feita
em lâminas preparadas por citocentrifugação11 e coradas pelo
panótico rápido. As proteínas12 e a glicose13 foram dosadas com
kits comerciais, empregando o método colorimétrico, cujas lei-
turas das reações foram feitas em espectrofotômetro14.

4 Instant Prov, Newprov Produtos para Laboratório, Av. Primeiro de
Maio 590, Pinhais, PR.

5 Bomba modelo AP-20S, Sensidyne®, Sensidyne Industrial Health
and Safety Instrumentation, Clearwater, Florida, USA. Representante
no Brasil: Almont do Brasil, Rua Horácio de Castilho 284, Vila Maria
Alta, São Paulo, SP.

6 Tubos colorimétricos modelo 120 SF, Sensidyne®, Sensidyne In-
dustrial Health & Safety Instrumentation, Clearwater, Florida, USA.
Representante no Brasil: Almont do Brasil, Rua Horácio de Castilho
284, Vila Maria Alta, São Paulo, SP.

7 Tubos colorimétricos modelo 120 SH, Sensidyne®, Sensidyne In-
dustrial Health & Safety Instrumentation, Clearwater, Florida, USA.
Representante no Brasil: Almont do Brasil, Rua Horácio de Castilho
284, Vila Maria Alta, São Paulo, SP.

8 Phtek®, modelo pH100, Tecnoglobo equipamentos para laborató-
rio, Rua Holanda 1166, Bairro Boa Vista, Curitiba, PR.

9 Vibaxil 2%, Virbac Saúde Animal, Av. Engenheiro Eusébio Stevaux
1368, Jurubatuba, SP.

10 BD Spinal 20G x 31/2",  Becton Dickison Ind. Cirúrgicas Ltda, Av.
Pres. Juscelino Kubitschek 273, Juiz de Fora, MG.

11 Citocentrífuga Citológica Microprocessada modelo 200D, Cientec
Equipamentos para Laboratórios, Rua Buenos Aires 717, Parque Água
Branca, Piracicaba, SP.

12 Sensiprot, Labtest Diagnóstica, Av. Paulo Ferreira da Costa 600,
Lagoa Santa, MG.

13 Glicose, Labtest Diagnóstica, Av. Paulo Ferreira da Costa 600,
Lagoa Santa, MG.

14 Espectrofotômetro Digital B 44242, Micronal, Rua João Rodrigues
Machado 25, Brooklin, São Paulo, SP.

Quadro 1. Momentos em que foram realizados os exames
físicos, as colheitas de amostras de sangue total e de
fluido ruminal e as dosagens de sulfeto de hidrogênio

ruminal (H2S) dos bovinos do grupo que ingeriu ração sem
sulfato de sódio (G1) e com sulfato de sódio (G2) nas três
fases do protocolo de indução experimental de polioence-

falomalacia

Fases Exame físico Sangue H2S ruminal Fluido ruminal
(dia) (dia) (dia) (dia)

1 1°, 7° e 14° 1° e 14° 1°, 7° e 14° 1°, 7° e 14°
2 7° 7° 7° 7°
3 7° e 14° 14° 3°, 7°, 10° e 14° 7° e 14°
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O bovino que morreu naturalmente (Bezerro 1) e os ani-
mais submetidos à eutanásia (Bezerros 4, 5, 7 e 10) foram
necropsiados. A eutanásia foi realizada utilizando cloridrato
de xilazina (0,10mg/kg/IV), tiopental sódico (8mg/kg/IV) e por
último cloreto de potássio.

Amostras de tecido hepático e renal do Animal 10 do grupo
G1 e dos Bovinos 1, 4 e 7 do grupo G2 foram coletadas para
dosagem de chumbo por espectrofotometria por absorção atô-
mica no Centro de Assistência Toxicológica (CEATOX) do Ins-
tituto de Biociências da Unesp-Botucatu.

Uma porção do córtex frontal do Bezerro 1 foi colhida para
realizar a técnica da PCR para diagnóstico diferencial do her-
pesvírus bovino 5. O processo de extração de DNA foi realiza-
do a partir de 20 mg da amostra de encéfalo utilizando kit de
extração15. A técnica da PCR foi realizada segundo Claus et al.
(2005) com algumas modificações. Os “primers” utilizados fo-
ram B5 (senso) específico para BoHV-5 (5’- CGG ACG AGA
CGC CCT TGG-3’ NT 322-339) e primer anti-senso denomina-
do Bcon (5’-AGT GCA CGT ACA GCG GCT CG-3’ NT 519-
538), que amplificaram fragmento com 159 pb do gene da
glicoproteína C do BoHV-5. Como controle positivo utilizou-se
amostra AA PAR do BoHV-5, isolada do cérebro de um bovino
apresentando sinais de encefalite cedida pelo Laboratório de
Virologia Animal do Centro de Ciências Agrárias da Universi-
dade Estadual de Londrina. Realizou-se a PCR com a enzima
GoTaq® Green Master Mix16. A reação foi padronizada para um
volume final de 50ìl e possuía 0,4ìM de cada oligonucleotídeo
iniciador (senso e anti-senso), 5ìl de DNA, 25ìl GoTaq® Green
Master Mix, 8% DMSO17e água “nuclease-free” q.s.p. O pro-
cesso de amplificação foi realizado em termociclador18 de acor-
do com as seguintes condições de tempo e temperatura: 1
ciclo de 2 min. a 95oC seguido por 40 ciclos de 40 segundos a
94oC (denaturação), 1 min. com temperatura de hibridização
de 57,8oC, 1 min. a 72oC (extensão) e um ciclo de extensão
final de 5 min. a 72oC. Os produtos amplificados foram analisa-
dos por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado com
GelRedTM 19 e visualizado sob luz ultra-violeta. Os géis foram
documentados no ImageQuant®20.

Os fragmentos encefálicos (porção occipital do telencéfalo,
tálamo, vermix do cerebelo e a porção final do tronco encefáli-
co do Bezerro 1 foram congelados e encaminhados para exa-
me de imunofluorescência direta para diagnóstico diferencial
de raiva no Departamento de Higiene e Saúde Pública da
FMVZ/Unesp-Botucatu.

O exame macroscópico sob aplicação da luz ultra-violeta
no comprimento de 365nm (lâmpada de Wood)  foi realizado
na porção do córtex frontal dos Bezerros 1, 4 e 7 do grupo G2,
de acordo com  Edwin & Jackman (1981).

Para o exame histopatológico foram colhidas as seguintes
porções do sistema nervoso central (SNC): bulbo olfatório, córtex
frontal (anterior) na altura do joelho do corpo caloso, córtex oc-
cipital (posterior), córtex parietal (dorso-lateral), núcleos basais,
tálamo, mesencéfalo na altura dos colículos rostrais, ponte com
pedúnculos cerebelares, bulbo na altura do óbex e cerebelo.
Adicionalmente foram examinados em monobloco o gânglio de
Gasser (trigêmeo), rete mirabile e hipófise (GRH). As amostras
foram fixadas em formol tamponado a 10% para a realização do
exame histopatológico.

Na análise histopatológica, a intensidade das lesões foi es-
tabelecida considerando lesão discreta (1) quando menos de
25% do tecido estava afetado, moderada (2) referente a altera-
ções de 25 a 50% e acentuadas (3) indicando comprometimen-
to acima de 50% do tecido avaliado. Os seguintes aspectos
foram computados para a obtenção da intensidade das lesões:
hemorragia, congestão, edema do neurópilo, infiltrado inflama-
tório, meningite, gliose focal, gliose difusa, neurônios verme-
lhos (neurônios com o citoplasma encolhido e eosinofílico e
núcleo picnótico), neuronofagia, malacia (necrose do compo-
nente neuroectodérmico com manutenção das estruturas me-
senquimais e infiltrado de macrófagos tumefeitos e com cito-
plasma espumoso [células Gitter]), e lesão residual (estruturas
vasculares e células Gitter remanescentes, formando uma es-
trutura cavitária semelhante a um cisto). Cada um dos aspectos
avaliados foi relacionado à seção anatômica examinada, com o
objetivo de determinar a localização das lesões produzidas pela
doença no SNC. Adicionalmente, foram avaliados qualitativa-
mente o tipo de infiltrado inflamatório e a presença de corpúscu-
los de inclusão intranucleares característicos de herpesvírus
(Rissi et al. 2006, Sant’Ana et al. 2009a).

Os resultados da temperatura retal, frequência cardíaca e
respiratória, motricidade ruminal, do hemograma, do fibrino-
gênio plasmático, da proteína plasmática, do pH ruminal e do
líquido cefalorraquidiano foram submetidos à análise descriti-
va, constituída pelo cálculo das médias aritméticas e dos des-
vios-padrão. A média e os desvios padrão para o parâmetro
da determinação da concentração do sulfeto de hidrogênio
ruminal foram calculados e submetidos à análise estatística no
programa GraphPad InStat versão 3.0 para Windows (GraphPad
Software) e foram avaliadas por análise de variância (ANOVA),
seguido pelo teste de Tukey. Diferença estatística foi conside-
rada para p≥ 0,05 (Sampaio 1998). Para realização da análise
estatística foi considerado o valor de 24 ppm nas aferições
referentes aos valores inferiores a 25ppm do sulfeto de hidro-
gênio ruminal.

Todos os procedimentos realizados estavam de acordo com
as normas e princípios éticos de experimentação animal, esta-
belecidos pela Câmara de Ética em Experimentação Animal
da FMVZ/UNESP/Botucatu, sendo o experimento aprovado
pela mesma (Protocolo nº 117/2006-CEEA).

RESULTADOS E DISCUSSÃO
O período inicial de 15 dias (fase 1) foi importante porque
proporcionou a adaptação dos animais nas baias, facilitan-
do o manejo dos mesmos no tronco para a realização dos
exames físicos e colheita das amostras para a execução
dos exames complementares propostos. Na fase 2, a mu-
dança gradativa no intervalo de sete dias da dieta contendo
feno para alimentação exclusivamente com ração, não oca-
sionou distúrbios metabólicos como acidose ruminal.

15 QIAamp® DNA Mini Kit (cat nº 51304), Qiagen Biotecnologia Brasil
Ltda,  Av. Jabaquara 1909, São Paulo, SP.

16 Promega, Madison, WI, EUA. Representante no Brasil: Prodimol
Biotecnologia, Praça Carlos Chagas 49, Santo Agostinho, Belo Hori-
zonte, MG.

17 Dimetilsulfóxido (DMSO), Sigma-Aldrich®. Representante no Bra-
sil: Interjet produtos para laboratório, Rua Sobrália 254, Vila Gea, São
Paulo,SP.

18 Mastercycler® ep Eppendorf. Eppendorf Brasil, Rua Ferreira Ara-
újo 221, São Paulo, SP.

19 Biotium, Halward, CA, EUA. Representante no Brasil: Uniscence
do Brasil, Av. Cândido Portinari 933/93, São Paulo, SP.

20 GE Healthcare.  Ge Healthcare Life Sciences do Brasil, Av. Pau-
lista 37, Bairro Bela Vista, São Paulo, SP.
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A composição e a proporção dos ingredientes da ração
do presente estudo, bem como os resultados da análise
bromatológica e mineral foram muito similares à ração ex-
perimental utilizada por Sager et al. (1990) no protocolo de
indução por PEM por ingestão excessiva de enxofre.

Para cálculo do consumo de enxofre pelos bovinos na
fase 1, verificou-se que a ingestão do feno foi de 2,5% do
peso vivo representando a ingestão de 0,35% de enxofre na
matéria seca. Para o cálculo da ingestão de enxofre na água
foi estimado que um bovino de 120 kg mantido em tempera-
tura ambiente de 28oC deve ingerir aproximadamente 20
litros de água por dia (Gould 2000), totalizando o consumo
de 220 mg de enxofre por dia (0,022% de enxofre). A inges-
tão de enxofre na água e feno na fase 1 totalizou o consumo
de 0,37% na matéria seca, valor este acima do nível reco-
mendado (0,15%) por Klasing et al. (2005). Este alto consu-
mo de enxofre na matéria seca ocorreu porque o valor deter-
minado no feno estava o dobro do descrito como normal por
Valadares Filho (2006). A explicação para incremento do
enxofre no feno pode ser justificada pela intensa adubação
com sulfato de amônio realizada pela empresa que
comercializou o volumoso objetivando aumentar o seu va-
lor nutritivo. O sulfato de amônio quando utilizado como fer-
tilizante proporciona aumento na concentração de enxofre
na forragem (Arthington et al. 2002) e melhora a digestibilidade
da fibra em detergente ácido e da fibra em detergente neutro
das forragens cultivadas nestes solos, quando fornecida aos
ruminantes (Ahmad et al. 1995).

Na fase 3, para o grupo G1, o cálculo do consumo de
enxofre foi baseado na ingestão de 2,5% do peso vivo da
matéria seca da ração (0,09% de enxofre na matéria seca)
somado ao da água (0,022% de enxofre por dia), totalizan-
do, aproximadamente, 0,11% de enxofre na matéria seca.
Para o grupo G2, acrescentou-se o sulfato de sódio na
ração como fonte de enxofre, que somado à ingestão do
enxofre na água totalizou 0,52% de enxofre na matéria
seca. O estabelecimento do nível tóxico na dieta fornecida
para os bovinos do grupo G2 foi baseado nas recomenda-
ções do Klasing et al. (2005), que preconizaram o valor de
tolerância máxima de enxofre de 0,30% para dietas com-
postas com mais de 85% de concentrado.

A temperatura retal e a frequência cardíaca estavam

dentro dos valores considerados normais por Radostits et
al. (2007). Entretanto, episódios de taquipnéia foram ob-
servados nos Bezerros 3 e 5 do grupo G1 e nos animais 4
e 8 do grupo G2 na fase de adaptação e na fase 3 somente
no grupo G2 (Bezerros 4 e 8). Sager et al. (1990) e  Gould
et al. (1997) ao induzirem PEM com protocolo semelhante
ao do presente estudo observaram episódios transitórios
de taquipnéia nos bezerros ao ingerirem ração com exces-
so de enxofre. Os resultados das induções experimentais
e as descrições de surtos de PEM por enxofre indicaram
que antes dos animais apresentarem sinais neurológicos,
a temperatura retal e as frequências cardíaca e respirató-
ria podem estar alteradas (Gunn et al. 1987, Mckenzie et
al. 2009) ou não (Loneragan et al. 1998, Haydock 2003).
Nos ruminantes, 60% dos gases eructados podem ser ina-
lados, favorecendo a exposição do trato respiratório ao gás
sulfídrico durante episódios de produção exagerada de
sulfeto de hidrogênio ruminal, podendo ocasionar altera-
ções respiratórias em bovinos (Kung et al. 1998), justifi-
cando os episódios de taquipnéia observados na fase 3
nos Bezerros 4 e 8 do grupo G2.

Com relação à motricidade ruminal (Quadro 2), nos dois
grupos experimentais observou-se valores normais (Dirksen
et al. 1993) somente na primeira fase. A hipomotricidade
ruminal observadas nas fases 2 e 3, em ambos os grupos,
não foi relatada por Gould et al. (1997), mas estes autores
observaram em alguns animais timpanismo gasoso. A hi-
pomotricidade ruminal constatada na fase 2 ocorreu devi-
do à baixa quantidade de fibra oferecida, enquanto que na
fase 3 pelo fornecimento de dieta contendo exclusivamen-
te ração. A motricidade ruminal é estimulada pela presen-
ça de fibra efetiva (Dirksen et al. 1993).

Os resultados do eritrograma (Quadro 3), leucograma
(Quadro 4), do fibrinogênio plasmático e proteína plasmática
(Quadro 5) estavam dentro dos valores de referência cita-
dos por Radostits et al. (2007). Loneragan et al. (1998)
relataram surto de PEM em bezerros de corte recém des-
mamados e confinados ocasionado pela ingestão exces-
siva de enxofre na matéria seca (0,9%) e também não
observaram alterações nos resultados do leucograma, fi-
brinogênio e da proteína plasmática. Entretanto, Gunn et
al. (1987) relataram surto de PEM ocasionado por flor de

Quadro 2. Valores médios e desvios-padrão (x ± σσσσσ) da temperatura retal (oC), frequência cardíaca
(batimentos/min.) e respiratória (movimentos/min.) e motricidade ruminal (movimentos/cinco min.)

aferidas nas três fases do protocolo de indução de polioencefalomalacia nos bezerros do grupo
que ingeriu ração sem sulfato de sódio (G1) e com sulfato de sódio (G2)

Temperatura retal Frequência cardíaca Frequência respiratória Motricidade ruminal
G1 G2 G1 G2 G1 G2 G1 G2

Fase 1
1º dia 39±0,3 38,16±0,5 66,2±2,3 70,33±5,4 44±4,3 22±9,1 8,75±0,5 8,5±1,5
7º dia 38,72±0,2 39,41±0,6 65,5±1,9 65±6,1 37±10,5 37,6±6,3 7,5±0,5 8±0,6
14º dia 38,6±0,5 39,15±0,3 64,7±2,6 66,66±4,8 30,75±10,6 38,33±6,9 8,5±0,6 8,3±1,5

Fase 2
7º dia 39 39,44±0,3 70±8,2 66,4±6,8 31,75±5 38,4±7,2 5,25±0,5 4,2±1,0

Fase 3
7º dia 38,42±0,2 39,26±0,1 69,2±11,6 76,4±6,0 30,25±5,18 39,6±6,0 3±0,8 3,2±0,4
14º dia 37,85±0,2 39,28±0,2 66,5±4,4 74±10,7 30±2,16 47,6±18,1 1,5±0,5 1,8±0,8
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enxofre e observaram leucocitose por neutrofilia em alguns
bezerros. McKenzie et al. (2009) realizaram exames he-
matológicos em bovinos com PEM devido a ingestão de
Raphanus raphanistrum que continha elevado teor de en-
xofre (0,62%) e identificaram no eritrograma aumento da
hemoglobina, do volume globular e do número de hemáci-
as, possivelmente devido a desidratação e leucocitose com
hiperfibrinogemia, indicando processo inflamatório.

Durante o período experimental somente um bezerro
apresentou anormalidades encefálicas. No sexto dia da
fase 2, o Bezerro 1 do grupo G2 apresentou apatia, ataxia,
tremor de cabeça e nistagmo vertical com evolução agu-
da, levando cerca de 10 horas desde o inicio dos sinais
até a morte. Observações de sinais neurológicos seme-

lhantes foram relatados por Gould (2000), Cebra & Cebra
(2004), Burgess (2008) e Sant’Ana et al. (2009a,b).

Sager et al. (1990) observaram sinais neurológicos em
apenas cinco de 14 bovinos alimentados com dieta seme-
lhante ao da presente pesquisa, mas com teor de enxofre
inferior (0,26%). Os sinais neurológicos nos animais foram
identificados sete dias após o inicio do fornecimento da
ração e caracterizados, inicialmente, por apatia, com evo-
lução para ataxia, amaurose, pressão da cabeça contra
objetos e andar compulsivo. Gould et al. (1991) fornece-
ram dieta semelhante ao do presente trabalho e observa-
ram sinais neurológicos similares aos descritos por Sager
et al. (1990), mas em cinco de nove bovinos após três
dias da introdução da ração com 0,36% de enxofre na
matéria seca. Em outro estudo desenvolvido por Gould et
al. (1997) com dieta semelhante a anterior, os autores iden-
tificaram amaurose e ataxia em três bovinos de um lote de
quatro animais após dois dias do fornecimento da dieta
contendo 0,41% de enxofre na matéria seca. Na presente
pesquisa ao fornecer ração com 0,52% de enxofre acredi-
tava-se que o número de animais doentes seria maior quan-
do comparado com os resultados obtidos por Sager et al.
(1990) e Gould et al. (1991, 1997), que suplementaram os
bovinos com teores inferiores de enxofre e obtiveram mai-
ores taxas de morbidade. Entretanto, os autores citados
anteriormente não observaram quadro clínico com evolu-
ção aguda como identificado no bezerro 1. Provavelmente
estas diferenças estejam associadas ao tipo de grupo ge-
nético empregado, pois, no protocolo experimental utiliza-
do por Gould et al.(1997) foram utilizados animais Bos

Quadro 3. Valores médios e desvios-padrão (x ± σ σ σ σ σ) dos eritrogramas avaliados nas três fases do protocolo de indução
de polioencefalomalacia nos bezerros do grupo que ingeriu ração sem sulfato de sódio (G1) e com sulfato de sódio (G2)

Hemácias Hemoglobina Volume globular VGM(Fl) CHGM(%)
(x106/mm3) (g/Dl) (%)
G1 G2 G1 G2 G1 G2 G1 G2 G1 G2

Fase 1
1º dia 6,78±0,5 6,81±1,1 9,72±1,2 10,56±1,1 29,25±3,7 32,16±3,3 43,07±3,1 48,01±7,0 33,24±0,1 32,18±1,4

14º dia 6,18±0,6 6,08±0,3 9,35±1,5 9,32±0,5 29,2±5,67 29,66±2,0 47,10±5,5 48,93±0,9 32,1±1,5 31,60±0,9

Fase 2
7º dia 6,37±0,6 6,49±0,5 9,3±1,0 9,76±1,0 28±3,5 29,8±2,7 43,9±2,9 45,89±1,6 33,2±1,4 32,71±0,7

Fase 3
14º dia 6,2±0,7   6,37±1,0 9,3±1,3 9,32±1,2 30±4,0 28,2±3,3 47,9±3,2 44,52±2,7 30,9±0,8 33,14±1,7

Quadro 4. Valores médios e desvios-padrão (x ±  σσσσσ) dos leucogramas avaliados nas três fases do proto-
colo de indução de polioencefalomalacia nos bezerros do grupo que ingeriu ração sem sulfato de sódio

(G1) e com sulfato de sódio (G2)

Leucócitos Segmentados Linfócitos Eosinófilos Monócitos
(x103/mm3) (x103/mm3) (x103/mm3) (x103/mm3) (x103/mm3)

G1 G2 G1 G2 G1 G2 G1 G2 G1 G2

Fase 1
1º dia 9,03±1,0 8,0±1,73 2,38±0,3 2,05±0,8 6,33±0,9 5,5±1,63 0,33±0,1 0 0,13±0,05 0,11±0,09
14º dia 7,57±0,8 8,14±2,3 1,8±1,1 2,27±1,0 5,65±0,8 5,39±1,4 0,1±0,04 0,15±0,04 0,07±0,01 0,08±0,03

Fase 2
7º dia 6,6±1,3 7,74±1,7 1,17±0,3 1,69±0,4 5,35±1,2 5,75±1,7 0,12 1,24 0,12 0,07±0,01

Fase 3
14º dia 6,67±1,4 7,46±2,1 1,47±0,3 1,55±0,5 5,14±1,4 5,39±1,26 0,06 0,11±0,05 0 0,10±0,02

Quadro 5. Valores médios e desvios-padrão (x ± σσσσσ) do
fibrinogênio plasmático (g/dL) e proteína plasmática (mg/
dL) avaliados nas três fases do protocolo de indução de
polioencefalomalacia nos bezerros do grupo que ingeriu

ração sem sulfato de sódio (G1) e com sulfato de sódio (G2)

Fibrinogênio plasmático Proteína plasmática
(mg/dL) (g/dL)

G1 G2 G1 G2

'Fase 1
1º dia 150±57,7 300±109,5 8,1±0,2 6,88±0,2
14º dia 250±100 266,66±103,2 7,15±0,34 6,33±0,7

Fase 2
7º dia 250±100 440±89,4 6,9±0,11 7,0±0,2

Fase 3
14º dia 450±100 360±89,4 7,65±0,3 6,84±0,1
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taurus, enquanto no presente estudo foram avaliados bo-
vinos mestiços leiteiros. Pesquisas comparativas entre Bos
taurus e Bos indicus sugerem que há diferenças entre os
dois grupos quanto à ingestão alimentar e eficiência de
utilização de rações com alta ou baixa densidade de ener-
gia (Putrino et al. 2007).

Os valores de gás sulfídrico ruminal (Quadro 6) da fase
1 referente à primeira dosagem dos dois grupos experi-
mentais e da segunda aferição (7º dia) do grupo G2 esta-
vam dentro da faixa de normalidade para a espécie (inferi-
or a 500ppm) determinada por Burgess (2008). Ainda na
fase 1, observou-se que na segunda aferição (7º dia) do
H2S ruminal do grupo G1 e na terceira (14º dia) dos dois
grupos experimentais, os valores foram superiores aos
considerados normais e corroboraram com os resultados
de Cunha et al. (2008), que detectaram elevados teores de
gás sulfídrico ruminal (5000ppm) em bovinos alimentados
exclusivamente com feno que continha também elevados
teores de enxofre na análise mineral foliar. Acredita-se que
a ingestão de 0,37% de enxofre na matéria seca tenha
proporcionado os elevados valores de gás sulfídrico rumi-
nal nos animais suplementados exclusivamente com vo-
lumoso (fase 1), justificando a importância da determina-
ção deste elemento na dieta (Gould 2000), especialmente
no Brasil, onde diversos surtos de PEM foram relatados,
mas a etiologia não foi esclarecida (Lemos 2005, Lima et
al. 2005). Sant’Ana et al. (2009a) ao realizar estudo retros-
pectivo de 31 casos naturais de PEM em bovinos do Rio
Grande do Sul e do Centro-Oeste brasileiro relataram a
possibilidade de que alguns dos casos descritos estariam
associados à intoxicação por enxofre, embora essa hipó-
tese não tenha sido confirmada laboratorialmente.

Após o início do fornecimento da ração (fase 3), os
bovinos que receberam sulfato de sódio (G2) apresenta-
ram valores de H2S ruminal acima do considerado normal
(Burgess 2008), enquanto no grupo G1 os valores foram

Fig.1. Box plot dos valores do sulfeto de hidrogênio ruminal
(ppm) aferidos nas três fases do protocolo de indução de
polioencefalomalacia nos bezerros mestiços dos grupos
que ingeriram ração sem (G1) e com sulfato de sódio(G2).

inferiores a 280ppm (Fig.1). Com relação aos valores mé-
dios do gás sulfídrico foram verificadas diferenças signifi-
cativas (p<0,05) no G1 no 7º e 14º dias da fase 1 ao com-
parar com os demais momentos e, no G2, entre as fases
1 e 2 ao comparar com a fase 3. Além disso, foi observa-
da diferença significativa (p<0,05) entre os grupos G1 e
G2 somente na fase 3 (Quadro 6). Em determinados mo-
mentos, os valores de H2S ruminal do G2 foram 100 ve-
zes superior aos do G1, indicando que o sulfeto de hidro-
gênio ruminal é um produto normal do metabolismo da mi-
crobiota ruminal, mas quando os bovinos consomem die-
tas com alto teor de enxofre, ocorre produção excessiva
de H2S no rúmen podendo ocasionar a PEM (Gould 2000).
Altos valores de gás sulfídrico ruminal, em bovinos que
ingeriram elevadas quantidades de enxofre, também fo-
ram descritos por Loneragan et al. (1998), Niles et al. (2002),
Loneragan et al. (2005) e Cunha et al. (2008).

Gould et al. (1997) ao compararem a técnica da dosa-
gem de gás sulfídrico ruminal utilizando tubos colorimétri-
cos com a cromatografia líquida de alta eficiência, não
observaram diferenças significativas entre os resultados
obtidos, confirmando que a metodologia empregada no pre-
sente estudo reflete valores confiáveis da concentração
de H2S ruminal, sendo desnecessário o uso de outras téc-
nicas para este propósito.

Variações nos valores do sulfeto de hidrogênio ruminal
entre os animais do mesmo grupo e na mesma fase do
protocolo experimental também foram relatadas por Niles
et al. (2002), que induziram PEM em novilhas fornecendo
dieta constituída por 70% de farelo de glúten de milho e
30% de casca de algodão associado com sulfato de sódio
em três diferentes concentrações, todas acima do reco-
mendado por Klasing et al. (2005). Isto indica que o meta-
bolismo ruminal do enxofre é rápido e que as concentra-
ções do gás sulfídrico ruminal são dinâmicas e se modifi-
cam rapidamente em resposta ao consumo de enxofre e a
capacidade de absorção pela parede do rúmen (Loneragan
et al. 1998).

Quadro 6. Valores médios e desvios-padrão (x ± σσσσσ) do
sulfeto de hidrogênio ruminal (ppm) avaliados nas três
fases do protocolo de indução de polioencefalomalacia
nos bezerros do grupo que ingeriu ração sem sulfato de

sódio (G1) e com sulfato de sódio (G2)

G1 G2

Fase 1
1º dia 24Aa 46±51Aa
7º dia 1.300 ± 621,82Ba 128,83 ± 149,99Aa
14º dia 1.725 ± 618,46Ba 1.255 ± 928,15Aa

Fase 2
7º dia 47,25 ± 35,45Aa 803,33 ± 610,39Aa

Fase 3
3º dia 73,5 ± 44,22Aa 3.900 ± 1.282,57Bb
7º dia 50,5 ± 53Aa 3.900 ± 2.284,73Bb
10º dia 205 ± 57,44Aa 3.960 ± 1.289,57Bb
14º dia 49,75 ± 20,82Aa 3.240 ± 1.533,94Bb

Letras maiúsculas diferentes nas colunas indicam diferença significa-
tiva (p<0,05) entre as fases do período experimental.

Letras minúsculas diferentes nas linhas indicam diferença significativa
(p<0,05) entre os grupos G1e G2.
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Gould et al. (1997), Gould (2000) e Burgess (2008)
enfatizaram que o odor de ovo em putrefação produzido
pela eructação do gás sulfídrico ruminal foi associado ao
aparecimento da PEM. Coghlin (1944) ao detectar odor
pútrido de ovo em decomposição estabeleceu como cau-
sa do surto a ingestão excessiva de enxofre pelos bovi-
nos. Apesar dos elevadores teores de sulfeto de hidrogê-
nio ruminal detectado em todos os animais do G2, especi-
almente na fase 3, em nenhum momento foi identificado
esse tipo de odor nos animais do presente trabalho.

Várias investigações têm focado a associação entre a
PEM e as altas concentrações do gás sulfídrico ruminal
(Gould et al. 1991, Gould et al. 1997, McAllister et al. 1997,
Niles et al. 2002, Cunha et al. 2008). A dosagem do sulfeto
de hidrogênio ruminal do Bezerro 1, no momento em que o
mesmo apresentava sinais neurológicos compatíveis com
PEM, foi de 1250ppm, valor este 2,5 vezes acima do con-
siderado normal por Burgess (2008). Apesar de Gould et
al. (1997) e Loneragan et al. (1998) descreverem que em
bezerros submetidos a dietas com excesso de enxofre, o
aparecimento dos sinais clínicos coincide com o aumento
dos valores do sulfeto de hidrogênio ruminal, no presente
estudo notou-se isto em apenas um bezerro, enquanto que
nos outros animais mesmo apresentando elevadas con-
centrações de sulfeto de hidrogênio ruminal não foi identi-
ficada alteração neurológica no exame clínico.

A determinação do gás sulfídrico ruminal tem sido im-
portante nas investigações dos surtos de PEM porque ele-
vadas concentrações do sulfeto de hidrogênio ruminal indi-
cam participação do enxofre na etiopatogenia desta
encefalopatia (Loneragan et al. 1998). A técnica de dosa-
gem de sulfeto de hidrogênio ruminal pelos tubos colorimé-
tricos utilizada neste estudo e por Gould et al. (1997), Niles
et al. (2002) e Cunha et al. (2008, 2009a,b) demonstrou ser
uma ferramenta útil para monitorar situações de risco e au-
xiliar no diagnóstico definitivo da PEM por enxofre, podendo
ser perfeitamente utilizada à campo. A utilização desta téc-
nica associada à análise de enxofre na dieta, pastos, água
e suplementos (Gould 2000) estabeleceriam a participação
do enxofre nos casos de PEM no Brasil (Lima et al. 2005),
bem como auxiliaria no diagnóstico diferencial de outras
causas de encefalopatias (Barros et al. 2006).

Os valores médios do pH do fluido ruminal dos animais
dos dois grupos experimentais (Quadro 7), independente
da fase, variaram de 6,2 a 7,1 e foram similares aos resul-
tados descritos por Gould et al. (1997). A determinação do
pH ruminal de bovinos confinados submetidos a protoco-
los de indução experimental deve ser realizada para des-
cartar a possibilidade da ocorrência da PEM por alteração
no metabolismo da tiamina devido ao consumo excessivo
de ração, que pode diminuir o pH. Na presente pesquisa,
mesmo oferecendo na fase 3 uma dieta exclusivamente
com ração, o menor valor aferido do pH ruminal foi de 6,2
para um animal, excluindo a possibilidade da ocorrência
de acidose, pois, de acordo com Owens (2007), o pH de
fluido ruminal abaixo de 5,6 indica acidose crônica, en-
quanto inferior a 5,2 sugere acidose aguda.

O Quadro 8 apresenta os resultados da análise do LCR
dos Bezerros 4, 6, 7, 8 e 9 do grupo G2. O LCR do Bezerro
1 não foi colhido porque a evolução dos sinais neurológi-
cos foi aguda. As contagens totais e diferenciais das célu-
las, assim como as concentrações da glicose e da proteí-
na estão dentro dos valores de referência (Stöber 1993). O
aumento na contagem total das células e na concentração
da proteína são as alterações mais marcantes no LCR de
animais com PEM (Cebra & Cebra 2004). Loneragan et al.
(1998) ao analisarem o LCR de um animal que havia inge-
rido dieta rica em enxofre (0,9% matéria seca) e com si-
nais neurológicos, detectaram aumento da concentração
das proteínas (149 mg/dL) e discreta pleocitose (12 leucó-
citos/μL), sendo que 90% eram células mononucleares,
6% linfócitos e 4% neutrófilos.

No Brasil, a raiva é a enfermidade neurológica mais
frequentemente diagnosticada nos bovinos revelando a
importância sócio-econômica e de saúde pública das en-
fermidades que acometem o SNC (Galiza et al. 2010). No
diagnóstico diferencial das neuropatias dos bovinos, além
da raiva, deve-se também incluir todas as causas de PEM
(Barros et al. 2006). O exame de imunofluorescência dire-
ta para raiva foi negativo para o Bezerro 1, assim como
não foi identificada a presença do DNA do BoHV-5 realiza-
do por meio da técnica da PCR. Além disso, as concentra-

Quadro 7. Valores médios e desvios-padrão (x ± σσσσσ) do pH
ruminal avaliados nas três fases do protocolo de indução

de polioencefalomalacia nos bezerros do grupo que
ingeriu ração sem sulfato de sódio (G1) e com sulfato

de sódio (G2)

pH ruminal
G1 G2

Fase 1
1º dia 7,06±0,12 6,90±0,23
7º dia 6,91±0,20 6,88±0,34
14º dia 6,59±0,22 6,73±0,16

Fase 2
7º dia 6,56±0,24 6,78±0,16

Fase3
7º dia 6,8±0,32 6,66±0,21
14º dia 7,15±0,19 6,87±0,27

Quadro 8. Valores individuais da contagem das hemácias,
do total e diferencial das células nucleadas, dos teores

de glicose (mg/dL) liquórica e proteína (mg/dL) das
amostras do líquido cefalorraquidiano colhidas no final

da 3 fase do protocolo de indução de polioencefalomalacia
nos bezerros do grupo que consumiu ração com sulfato

de sódio (G2)

Parâmetros Bovinos (G2)
4 6 7 8 9

Hemácias (células/μL) <1 2 13 24 <1
Células nucleadas (células/μL) 1 6 <1 2 <1
Neutrófilos (%) 2 0 4 0 0
Células mononucleares (%) 5 6 4 8 1
Linfócitos (%) 2 40 92 48 0
Macrófagos (%) 3 54 0 44 0
Glicose (mg/dL) 51 32 33 33 41
Proteínas totais (mg/dL) 28,1 17,5 15,2 34,6 13,3
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ções de chumbo nas amostras de tecido hepático e renal
(Quadro 9) nos Bezerros 1, 4, 7 e 10 estavam abaixo dos
níveis considerados tóxicos (Lemos & Riet-Correa 2007).

As alterações macroscópicas do encéfalo observadas
no Bezerro 1 indicaram edema do córtex parietal e occipi-
tal esquerdo, caracterizado por tumefação com achatamen-
to dos giros cerebrais, sendo que este tipo de lesão foi
também descritos em casos naturais (Hamlen et al. 1993,
Loneragan et al. 1998, Haydock 2003, Kul et al. 2006) e
experimentais (Gould et al. 1991, 1997) de PEM por enxo-
fre. No mesmo animal observou-se que a tumefação do
córtex parietal e occipital ocasionou compressão da por-
ção lateral esquerda do cerebelo (Fig.2), porém não foi
suficiente para o animal desenvolver opistótono. Acredita-
se que neste animal não ocorreu o deslocamento caudal
(herniação) do bulbo e do cerebelo no sentido do forame
magno, conforme citado por Loneragan et al. (1998) e Kul
et al. (2006) porque a evolução clínica foi aguda.

No encéfalo dos animais 5 e 10 sacrificados do grupo
G1 e dos Bezerros 4 e 7 do grupo G2 não foram observa-
das lesões macroscópicas, mas a ocorrência destas de-
pende da severidade e duração do quadro clínico (Sant’Ana
et al. 2009a). Áreas de hemorragia no encéfalo são obser-
vadas macroscopicamente, principalmente no telencéfalo
e tálamo, em surtos de PEM ocasionados por excesso de
enxofre detectado em diferentes fontes, como água
(Hamlen et al. 1993, Haydock 2003), feno e água (Lonera-
gan et al. 1998) e cevada de malte (Kul et al. 2006).

O exame macroscópico sob aplicação pela lâmpada
de Wood foi realizado conforme recomendado por Edwin &
Jackman (1981) no encéfalo dos Bezerros 1, 4 e 7 do gru-
po G2 e não foi evidenciada a autofluorescência. Jeffrey
et al. (1994), Gould et al. (1997), McAllister et al. (1997),
Loneragan et al. (1998) e Haydock (2003) evidenciaram
autofluorescência nos cérebros dos animais que desen-
volveram sinais neurológicos e no exame histopatológico
identificaram malacia no córtex referente as áreas de au-
tofluorescência. Acredita-se que a fluorescência seja de-
vido a metabólitos lipídicos em macrófagos (Little 1978)
ou material semelhante a colágeno de alto peso molecular
(Edwin & Jackman 1981). Para Loneragan et al. (1998), o
exame de autofluorescência indica fortes evidências para
o diagnóstico preliminar de PEM.

Nos Bovinos 5 e 10 do grupo G1 não foram observadas
alterações histopatológicas. Nos Bovinos 1, 4 e 7 do grupo
G2, as lesões microscópicas predominaram no córtex fron-
tal, parietal e occipital e incluíram necrose neuronal (neurô-
nios vermelhos), edema de neurópilo e gliose, concordando
com Gould (2000). Estas lesões foram acentuadas no be-
zerro que apresentou sinais neurológicos (Bezerro 1) (Fig.3)
e com menor intensidade (discretas a moderadas) nos Bo-
vinos 4 e 7 do mesmo grupo que não apresentaram sinais
clínicos. Somente no Bezerro 1 foram observadas altera-
ções discretas, incluindo necrose neuronal e edema, nos
núcleos basais (Fig.4), tálamo (Fig.5) e mesencéfalo. Em
nenhum animal foi observado infiltrado de macrófagos es-
pumosos (células Gitter), manguitos perivasculares e lesões
no cerebelo e no complexo gânglio de Gasser, rete mirabile
e hipófise. Hemorragias discretas foram observadas no
mesencéfalo do Bovino 4 e no bulbo (Fig.6) do Bovino 7.
Necrose neuronal cortical associada a lesões no tálamo,
ponte e bulbo como as descritas nesta pesquisa foram evi-
denciados nos casos naturais de PEM ocasionadas por
enxofre (Hamlen et al. 1993, Jeffrey et al. 1994, Loneragan
et al. 1998) e na indução experimental realizada por Cunha
et al. (2008). Para Hamlen et al. (1993), Jeffrey et al. (1994)
e Loneragan et al. (1998), lesões hemorrágicas em estrutu-

Fig.2. Tumefação com achatamento dos giros dos córtex parietal
e occipital (especialmente do hemisfério esquerdo) compri-
mindo a porção lateral esquerda do cerebelo (Bezerro 1).

Fig.3. Neurônios vermelhos (setas) no córtex parietal esquer-
do (Bezerro 1). HE, obj.20x.

Quadro 9. Valores individuais da dosagem de chumbo
realizada nos fragmentos de tecido hepático (μg/g) e renal
(μg/g) colhidas do bezerro 10 do grupo que ingeriu ração
sem sulfato de sódio (G1) e dos bezerros 1, 4 e 7 do que

consumiram ração com sulfato de sódio (G2)

Tecido G1 G2
10 1 4 7

Hepático (μg/g) 0,24 <0,05 0,068 0,27
Renal (μg/g) 0,13 <0,05 0,05 0,16
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ras mais ventrais do encéfalo como tálamo, ponte e bulbo
associadas com necrose cortical podem auxiliar no diag-
nóstico diferencial da PEM por enxofre daquela ocasionada
por deficiência de tiamina. Lesões corticais de PEM em

associação a alterações em estruturas ventrais do encéfalo
também foram detectadas em casos naturais da doença
em bovinos do Brasil (Sant’Ana et al. 2009a).

Necrose fibrinóide de pequenas arteríolas no tálamo e
mesencéfalo (Hamlen et al. 1993) e hemorragias focais no
tálamo e mesencéfalo secundárias a degeneração de vei-
as e vênulas (Loneragan et al. 1998) foram descritas em
dois surtos de PEM por enxofre. No presente trabalho, dis-
creta hemorragia no mesencéfalo somente foi identificada
em um bezerro do G2. Possivelmente, este tipo de anor-
malidade não foi constante, pois o consumo de enxofre na
dieta (0,52%) foi inferior ao dos dois estudos. Os animais
dos surtos diagnosticados por Hamlen et al. (1993) e Lo-
neragan et al. (1998) ingeriram respectivamente, 0,70% e
0,90% de enxofre na matéria seca. Para Loneragan et al.
(1998) a detecção de lesões profundas no encéfalo pode
ser uma conseqüência da exposição a elevadas quantida-
des de sulfeto de hidrogênio, determinada pela quantidade
de enxofre ingerido.

A identificação de alterações histológicas sugestivas
de PEM em animais que não apresentam alterações neu-
rológicas, mas com elevados valores de sulfeto de hidro-
gênio ruminal, como observada nos Bovinos 4 e 7 do gru-
po G2, também foram relatadas por Niles et al. (2002).

O protocolo utilizado no presente estudo baseado no for-
necimento de uma dieta rica em enxofre foi eficaz na indução
de PEM em bovinos. Além disso, para estabelecer o diag-
nóstico definitivo da PEM por enxofre ficou evidenciado a
importância de se utilizar na rotina métodos complementa-
res, tais como, dosagem de gás sulfídrico ruminal, detec-
ção do DNA do BoHV-5 pela PCR, imunofluorescência dire-
ta para raiva, determinação da concentração do chumbo
nos fragmentos de tecido hepático e renal e do enxofre na
dieta associados ao exame histopatológico.

A necessidade de aumentar a produtividade da bovino-
cultura no país tem exigido a utilização de novas estraté-
gias nutricionais, como a utilização de dietas ricas em
energia e pobre em fibra associada com o uso de
subprodutos da agroindústria. Consequentemente criam-
se condições de risco para a ocorrência da PEM por enxo-
fre, estimulando o desenvolvimento de pesquisas com o
estabelecimento de modelos experimentais que permitem
melhor compreensão da etiopatogenia da PEM no Brasil.

CONCLUSÃO
O protocolo experimental constituído por uma dieta rica
em carboidrato de alta fermentação, baixa quantidade de
fibra efetiva e altos níveis de enxofre (0,52%) ocasionou
alterações clinicas e histológicas e elevadas concentra-
ções de sulfeto de hidrogênio ruminal compatíveis com
quadro de intoxicação por enxofre.
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Fig.5. Neurônios vermelhos (setas) no tálamo (Bezerro 1). HE,
obj.40x.

Fig.6. Área de hemorragia discreta perivascular no bulbo (Be-
zerro 7). HE, obj.20x.

Fig.4. Edema (vacúolos) e necrose neuronal (setas) nos nú-
cleos da base (Bezerro 1). HE, obj.40x.
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