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RESUMO

Leucoencefalomaldcia comprometendo equino na regido Norte do FParard, associndo & ingestdo de miltho mofada no
32 semestre de 1985 ¢é descrita neste trabalho. O estudo dos sintomas clinicas, dudos andromo-histopatoldgicos, onglise mi-
crobioligica e detecedo de micotoxings foram realizados nos casos ocorridos. Os sintormas clinieos Jaram predomivantemen-
te de origent nervosa, caracterizados principalmenre por incoordengpdo motors, cegueira, depressdo e Fiperexcitapdo, ocorren-
do @ morte do animal dentro de 158 & 36 horas, No exame macroscopico do cérebro observou-se dreas de malicia, compro-
metende a substdneia branca com amolecimento € cavitagdo. Fstas dregs, ne exame histoparoldgivo, apresentavam necrogse
liquefariva, caracterizadas por células em degeneragdo, congestio de vasos, intense edema e nfilirados perivasculares de cé-
helas mone e polimorfonucleares. Nas amostras de racio foi observada alta contamingpdo fiingica, variando de 10% ¢ 107
UFCly de produte, fsolmdo-se predominaniemene Fusarium monilifomme. Ouanto 4 presenca de micotoxings {zearalencona,
esterigmatocisiing, ocratoxing A e aflatoxings B;, B> G 1 € G2} na ragdo, zeardlenona foi derectuda em duas amostras nas
corcentragoes de 19,0me /Ky (raciio mistal e 0, FrmgiKe (residuo de milho A, mie detectando-se ouiras foxings.

PALAVRAS-CHAVE: Micotoxina; Fusarium moniliforme; Leucoencefalomalicia equing; Zearalenona,

1— INTRODUCAQ tha mofado, caracterizada por leuccencefalomaldeia, des-
crita desde 1891 por MAY O nos EUA (citado por BRIDGE,

As micoloxicoses mais graves em equideos sio ague- 1978) ¢ demonstrada em 1971 por WILSON & MARON-

las vausadas por Fuserium sp. Entre elas, a doenca do mi- POT (1971) e WILSON et alii {1973) estd associada pelo
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menos em alguma instdncia com Fusariem moniliforme.
A doenga tipica tem ocorrido em paises onde o mi-
lho (Zea mays L) é consumido (BRIDGE, 1978).

O animal adguire a doenga pela ingestdo de mitho
contaminado por toxinas produzidas por F. moniliforme
{(WILSON & MARONPOT, 1971) ¢ morre em média 72
horas apds o inicio dos sinais clinicos (BRIDGE, 1978).
As lesdes cerebrais s3o0 caracteristicas & na necropsia de ani-
mais afetados, as dreas de malicia, envolvendo principal-
mente a matéria branca subcortical do cérebro, estdn em
estdgio avangado de necrose liquefativa (BRIDGE, 1975;
PIER, 1981; RIET-CORREA et alii, 1982; BARROS
et alii, 1984},

As lestes parcoem ser devidas a agdo direta de mico.
toxinas ingeridas, j4 que o género Fusariwm ¢ o produtor
de  diversos metabdlitos  estrogénicos e (ricotecenos
(MARASAS et alii, 1979; MIROCHA et alii, 1979, UENO,
1983; OSBORNE & WILLIS, 1984; TRENHOLM et alii,
1985). A micotoxina de Fusarium sp, associada a efeito
estrogénico € a zearalenona, porédm, toxinas fatais per-
tencem ao grupo dos tricotecencs. Atualmente, conhecem-
se mais de 50 destes sesquiterpendides produzidos por
fungos (TRENHOLM ot alii, 1985). & moniliforse € um
patogeno primario de milho, capaz de produzir pringi-
pios eméticos, metabolitos estrogénicos, fusariocina A ¢ B,
toxina T-2, dizcetoxiscirpenol, moniliformina e dcido fu.
sirico (BRIDGE, 1978; UENO, 1983}, Porm, alé ¢ mo-
mento a toxina especifica que produz feucoencefalomald-
cia equina ndo fol caracterizada (PIER, 1981; UENOD
1983).

A leucoencefalomaldcia ocorre em vdrios paises
(RRIDGE, 1978) e na América do Sul o5 primeiros relatos
tém sido descritos na Argentina por RODRIGUES (1945).
Mo Brasil a doenga foi descrita por REGO {1950), RIET-
CORREA et alii (1982), BRITO et alii (1982} e BARROS
et alii (1984). Nestes trabalhos foi isolado o F monili-
forme, porém ndo se realizou a andlise qualitativa e quanti-
tativa de micotoxinas, fator decisivo na incriminacio de
compenentes da ragio animal na etiopatogenia da leucoen-
cefalomaldcia.

Este trabalho relata casos de leucoencefalomalicia
peorridos em equinos na regido Morte do Parand, de jufho
a setembro de 1985, A produgo simultinea de wdrias
micotoxinas por Fusorin sp € comum, assim a deteccEo
de uma toxina pode indicar condigbes ambientais fuvordveis
para a produciio de outras toxinas ndo analisadas nesta
pesguisa.

2 — MATERIAIS E METODOS
2.1 — Estudos anatomo-histopatoldgicos

Os casos de leucoencefalomaldcia foram observados
no municipio d¢ Londrina e Cornélio Procdpio durante o
perfodo de julho a setembro de 1985. Os dados clinicos
e epidemiologicos foram estudados em trés estabelecimen-
tos (Quadro 1), A necropsia foi realizada em dois animais
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{estabelecimentos 1 e 2, equinos 1 e 2 respectivamente)
& andlises histopatologicos no equino 1.

Equino 1. Amostras da regizo do encéfalo, macros-
copicamenlé alteradas, foram inoculadas em caldo infusio
de coragio e oérebro (BHI) e dpar sangue e incubadas a
37%C por 24 horas em acrobiose e anaerobjose. Cuanio a
exame virologico de raiva, a parte danificada do encéfalo
foi fixada em [ormol e glicering e enviada para o laborato-
o Marcos Enrietti de Curitiba, PR. O fragmento do ence-
falo alterado foi fixado cm formol a 100% e seccionado
com intervalos de lem de espessura e a superlicie de corte
destas scocfes examinadas. Fragmentos selecionados foram
incluidos em parafina, cortados a 54 ¢ corados pela hema-
toxilina-cosina (HE) para o exame histopatologico,

2.2 — Andlise da racio

() estudo micoldgico ¢ a andlise de micotoxinas fo-
ram realizados em amostras de ragio mista ou residuo
de milho consumidos pelos animais, coletados a0 acaso Nos
trés estabelecimentos (Quadro 1),

Micologia. As amostras de ragio foram diluidas em
série até 10— e plagueadas em 4dgar batata dextrose (BDA),
meio dgar coco (CAM) sepundo LIM & DIANESE (1976) ¢
CAM adicionado de tetracicling, cloranfenicol e 0,5%
de Triton =100 (MOREIRA & SALZBERG, 1985) As
placas foram incubadas a 25CC e 28PC, analisando-se o
desenvolvimento da cultura ¢ o aparecimento de fluores-
céncia sob limpada uitravioleta (UV) oum periodo de uma
semana. A identificagio bascou-se no aspecto microsco-
pico & macroscopico das colonias isoladas. O género foi se-
meado em “Aepergifivs differential medivm™ (ADM]) sepun-
doo BOTHAST & FEMMELL (1974).

O génern Fusarion foi identificado scgundo NEL-
SON et alii {1983),
Detecgdo das  micotoxinas. A presenga ¢ guantifica-
¢do de aflatexinas By, Gy, B2 e G, ocratoxina A, esteng-
matocistina ¢ zearalenona na ragio foi realizada utilizan-
do-se padrdes de micotoxinas de Makor Chemical Lida,
Tsracl. A extragio ¢ quantificagdo foram realizadas segundo
o método de SOARES & RODRIGUES-AMAYA (1U85),
Para a extragdo, 50.0g de amostra em duplicata foi homo-
geneizada com 30,0mL de KCL a 4,0% ¢ 270,0mL de me-
tanot, clarificada com (NH480y o term de diatomdcea,
filtrada e tratads com N-hexano. A sepuir, a amostra foi
extraida com duas porgdes de 100mL de cloroférmio e
5,0mL de cada fragdo misturada e seca em banho a BOPC,
O residuo obtido foi redissolvido em metanal ¢ procedeu-
se 4 cromatografia em camada delgada (TLC) uwtilizando-se
o8 solventes toluena-acetato de etila-dcido farmico (5+4+17,
(6+4+0.05) e benzeno-metanol-icido acético (R0+5+5), A
identificagiio foi feita sob Juz UV, comparando-se os valores
de Rf do padrio e das amostras. Co-cromatogralia também
foi utilizada. A quantificagio foi realizada comparando-se
a intensidade da (luorescéncia das amostras com quantida-
des conhecidas de micotoxinas, A confirmagio da presenga
de zearalenona e esterigmatocisting foi realizada pulve-
rizando-ze a placa com solugio aledolica de A1CHg a 20,0%.
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QUADRO 1

Lepcoencefalomaldcia em equinos no Norte do Parand

NUMERG D) TIPD DE NOMERD DE ANIMAIS

ESTABELECIMENTO ALIMENTACAC RECEFBERAM ALIMENTACAQ AFETADOS MORTOS LOCALIDADE
1 Ragdo mista & 7 Landring
2 Residun de milhao 2 2 Carndlio Procdpio
3 Residuo de milho ] 1 Carnélio Procipio

3 — RESULTADOS
3.1 — Sintomas clinicos

05 sinais  clinicos predominantes observados em
todos os equinos afetados nas trés propriedades foram ini-
clalmente anorexia, distdrbios nervosos com incoordena-
¢io motora € membros entre-abertos, is vezes cruzados;
o8 animals caminhavam para trds, andavam em circulos
¢ pressionavam a cabega contra objetos e parede da haia.
Também apresentavam cegueira, depressio, hiperexcilagio
frente a estimulos e nas fases {inais, ohservava-se deciibito
lateral com movimentos de pedalagem. O aumento da
temperatura corporal nfo foi constatade no decorrer da
evolugio clinica. A morte nos casos estudados ocorren en-
tee 18 a 36 horas. A figura 1 mostra o aspecto de um dos
animais acometidos.

FIGURA 1 — Equino 1 com incordenagio motora & lesfes na re-
gido supraorbitdrin devido A cegueira e traumatismo da cabega

3.2 — Estudos andtomo-histopatolégicos

a} AlteragGes macroscopicas. No lado esquerdo, na
parte superior do cérebro do equino 1, observou-se uma
drea arredondada de aproximadamente 7,0cm, de colora-
gdo amarelada e consisténeia gelatinosa com pontos de
hemerragia, Ao corte, a referida drea mostrou-se total-
mente amolecida com necrose liquefativa, abrangendo a
substdncia branca ¢ parte da cinzenta (figura 2). Recortan-
do-se o cérebro e o cercbelo, foi observada outra drea de
amolecimento localizada no lado direito do encéfalo, de
aproximadamente 2,0cm de didmetre, de aspecto idéntico

anteriormente deserito. Observou-se ainda congestao
hepitica e rins aumentados de volume e congestos. Os
outros orgdos apresentaram-se¢ normais. Quanto ao aspec-
to das lesDes cerebrais e de outros drpdos no equino 2 foi
bastante semelhante ao do equino 1.

FIGURA 2 — Corte =agital de cérebro equino com fres de necross
liquefativa, de aspecto galatinoss com pontos hemaorrigicos e adama

b} AlteragBes microscopicas. O exame histopatold-
gico foi realizade com material preparado do cérebro,
cerebro ¢ ponte do equino 1 (figura 3 e 4). As lesties lo-
calizaram-se principalmente na substinciz branca, obser-
vando-se dreas de necrose liquefativa carscterizadas por
muitas cflulas em degeneragio com ndcleo em picnose,
cariorrexia e desaparccimento das células. Os vasos da drea
de necross s¢ mostraram congestos, ocorrendo edema in-
tenso caracterizado por substincia amorfa, homogénea e
fracamente eosinofilica. MNo tecide nervoso, observou-se
infiltragdo difusa perivascular de mononucleares (linfdcitos e
plasmidcitos) e polimorfonucleares (neutréfilos & cosind-
filos), assim como aumento significativo das células da glia.
Ma substincia cinzenta, as lesfies oCorrem com menor
intensidade, observando-ge alguns neurdnios em degene-
ragio, i.e, neurbnios contraidos, acidofilia mais acentua.
da, hipercromatismo e gliose difusa. As dreas proximas 4
substincia branca apresentavam microcavitaghes ¢ presenga
de macrofagos. Nas meninges, observou-se congestIo in-
tensa, edema acentuado 2 infiltrado misto, ou seja, neutro-
filos, linfécitos, plasmocitos ¢ cosindfilos. A desmieliniza-
cdo caracterizou-se por indmeras microcavitagdes, confern-
do 4 substincia branca o aspecto frouxo, observando-se
macrdfagos (“gitter cells’),
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FIGURA 3 — Cérebro de equino 1 mostrando microcavitagbes
difusas o edema associado ao infiltrado mistro perivascular. HE,
obj. 10

3.3 — Anilise microbiclogica

Os resultados bacterioldgicos da drea pecrosada do
eneéfalo do equino 1 foram negativos, assim como O 1es-
te viroldgico para raiva.

3.4 — Andlise de racio

a) Micologia

Os resultados apresentados neo guadre 2 indicam
gue as amostras de ra¢do consumidas por cquinos afetados
apresentavam alta contaminagfo fingica, com a predomi-
ndincia de & mesiliforse. Da contagem total de bolores
(Cuadro 2), as.colonias com aspecto de Fusarmam sp nas
amostras 2 e 3 atingiram em torno de 8,0x10% ¢ 1,8x10°
UFClg respectivamente a 259C; amostras 1, 2 e 3 analisa-
das a 280C apresentaram 1,0x107, 3 0x10° ¢ 8,0x10°UFC/g
respectivamente. Todas as linhagens de Penicillium sp isoladas
apresentaram fluorescéncia esverdeada quando analisadas

FIGURA 4 — Detalhe da Fig. 3 mostrando chlulas do infiltrado @
necrose com nicles e cariorrexia, picnose ¢ hipercromaticos,
HE, obj. 40x._

sob lur ultravioleta, indicando screm possiveis produtorss
de citrinina. Quanto as linhagens de Aspergillus sp isola-
das, vdrias pertenceram ao grupo A floves de acordo com
BOTHAST & FENNELL (1975).

b} Micotoxinas

Durante os processos de extragio para andlise croma-
togrifica de micotoxinas, abservou-se que todas as amostras
de alimentacdo animal estudadas apresentavam como prin-
cipal componente, o milho. Estes dados reforgam a presen-
ca maciga de F. moniliforme nas amostras analisadas, jd
que este fungo ¢ um parasito de milho. O quadro 3 mostra
que as amostras 1 e 2 continham 19,0 e 0,7mg/Kg de zeara-
[enona  respectivamente, apresentando-s¢  nepativas para
putras micotoxinas. Ma amostra 3 a quantificagio ndo [oi
possivel devido a impurezas niio removidas durante a
extracio. Embora nio tenha side utilizadoe padrio para
citrinina, ndo se ohservou nenhum componente com RE
proximo i de citrinina na placa da TLC.

L] QUADED 1L

Contagem total ¢ fungos isolados das amostras de alimentos utilizados nos casos de levcoencefzlomaldeiz equina.

CONTAGEM TOTAL DE BOLOEES

CASD TIPO DME UFC FLUMNGOS 150 LADOES
ALIMENTACAD 2500 289
1 Racio mista - 1.6 = 107 Fomonitiforme, Penicilaom sp,
1.0 = 1I:|-"] groupa A, flavus, BRiizopus sp.
2 Besidus de milho 3.2 % 10" e B U i F, moniiforme, Pevicillinm so,
(8.0 105) 130= 105,1' Agpeegifing sp, arupe A, favos,
Phena 0, Mucorassas,
3 Residue de milho 28« 'Iﬂ'f = 1DF: Fomanjtiforme, Pradciliem s,
(1.8 107 (H0= 107 grupa A, flavus, Mucoraceae,

a — Unidade formadora de coloma
B { ) contagem Se colGnia com aspeclo R FREgRm sp.
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QUADRO 11

Detecgiio ¢ quantificacio das micotoxinas nas raghes consumidas por equing nos casos de Leucoencefalomalicia,

MICOTOXINAS (mg/Ke)
AMOSTRA TIFCD DE i AFLATOXINAS ESTERIGMATOUISTINA DURATOXINA ZFEARALENONA
ALIMENTACA (B, By, Gy, G2}
1 Racdo mista MDD mD MO 180
2 Resfdun de milho D MO ND o7
3 Residuo de milho paD MO MND Mada a afirmar

MDD — nao derectadn
4 — DISCUSSAD

Os sinais clinicos, dados de necrépsia, andlise histo-
patoldgica, resultados microbioldgicos e de micotoxinas,
nos  permitiram o diagndstico de  leucoencefalomaldcia
nos casos estudadaos,

As lestes foram predominantemnente de congestiio,
edema e infiltrados mistos, perivasculares ou difusos, em
diferentes graus e segmentos do SNC, especialmente na su-
bstincia branca. A desmielinizacfo foi discreta, ¢ oz =inaiz
clinicos observados neste trabalho foram compativeis com
o5 descritos por BRIDGE (1978), RIET-CORREA et alii
(1282) e BARROS et alii (1984). Sintomas semelhantes sio
observados na encefalomielite equina (BEER 1981), mas a
evolugio da doenga até a morte & mais rdpida na leucoen-
cefalomalicia, além de nio ocorrerem picos febris. Princi-
palments no gue diz respeito a lesbes anatomopatol Ggicas
de cérebro, na encefalomielite nfio ocorre necrose liguefa-
tiva & o comprometimento € maior na substincia cinzenta
{BEER 19281},

A alta comtaminagio fingica, constituida na sua
maioria por & moniliforme, atingindo a contagem em tormo
de 10%/g e a detecgdo de zearalenona em dois dos produtos
analisados, € uma evidéneia complementar para a confir-
macdo do diagndstico, F meniiforme tem sido responsédvel
por leucoencefalomaldcia em casos experimentais (WILSON
& MARONFOT, 1971, WILSON ot alii, 1973), sendo iso-
lado, também, por RIET-CORREA et alii (1982) ¢ BAR-
ROS et alii (1984) de milho ingerido por animais que
desenvolveram sintomatologia clinica. Zearalenona, um dos
metabdlitos secunddrios de fungo, com agio estrogénica,
ndo ¢ fatal. Porém, sendo rara a ocorréncia isolada de toxi-
na de Fusarinm sp, os resultados indicam a presencga de to-
xinas muito potentes, gue causaram a morie dos animais
(BRIDGE, 1978; UENQ, 1983; EL-BANNA et ali, 19584 ;
HAGLER et alii, 1984},

O primeiro caso de leucosncefzlomaldeia (estabele-
cimente 1} ccorreu em julho de 1985, & o grau alammante
de contaminag®o da ragio foi comunicado ao produtor.
Porém, o fornecimento desta rago nido foi interrompido
devido & escassez de alimentos cavsada pela estiagem e
consequentemente, mais casos de leuncoencefalomaldcia
surgiram ¢m setembro.

Embora a fusariose seja considerada uma doenga
de regites de clima temperado (MARASAS ot alii, 1979

MIROCHA et alii, 1979; SUTTON et alii, 1980: OSBORNE
& WILLIS, 1984), a mesma ¢ relativaments comum mas
plantagties da Regifo de Londrina. Um levantamento
recentemente realizado pelo Instituto Agrondmico do Pa.
rand — JAPAR em wvwirias regides do Estado (comunicagdo
pessoal, Dr. TR, Menezes), mostra gue, inclusive os milhos
selecionados para o plantio estdo altamente contaminados
com M. monfliforme,  atingindo em alguns lotes 60 a 70%
dos grios analisados. Esta observagio em amostras de milho
indica a necessidade de guantificagio de contaminagdo fim-
gica e detecgio de micotoxinas nas ragBes implicadas em
casos de intoxicacio, ndce se restringindo somente ao iso-
lamento e identificacio do fungo.

O desenvolvimento de Fusarfum sp e suas respectivas
loxinas, estd intimamente relacionade com a umidade
(SUTTON et alii, 1980; BARROS et alii, 1984) ¢ apesar
do melhor crescimento micelial ocorrer entre 18 a 23°C,
a baixa temperatura favorece a produgio de toxina (PALTI,
citado por PIER, 1981; ORTH, 1981). Fusgrium sp pode
ser encontrado no campo durante todas estagBes do ann,
mas parece que o frio funciona como chegque térmico in-
dutor da produciio de toxinas (ORTH, 1981). As condigiies
climdtivas compativeis com a prodocio destas toxinas
ocorrem anualmente em nossa regifo, coincidindo com a
gpoca dos casos estudados, que ocorreram apos uma geada,

Esta ragio também ¢ utilizada para bovinos ¢ outros
ruminantes da regio. Entretanto, casos graves acometeram
somente anintais monogdstricos. A explicacfo seria que nos
ruminantes, os microrganismos do rumem desempenham
papel de biodigestior, capax de metabolizar vérias toxinas
(KIESSLING et alii, 1984).

MNas amostras de racio estudadas também foram isola-
das as linhagens de Penicillium sp e Aspergillus pertencentes
a0 grupo A fTevus, possiveis produtores de toxinas. Porém
nas amostras nio foram detectadas aflatoxinas e ocratoxing,
nio tendo sido analisado a presenga de citrinina. Entre-
tanto, segundo Dr., UL, Diener (comunicagio pessoal) a
ingestdo de 5 a 10g de citrinina por equine nio foi fatal,
descartando o envolvimento desta toXina nos casos estu-
dados.

O problema de fusariotoxicose ndo se restringe A
Medicina Veterindria, devendo-se ressaltar a sua immportincia
e Sadde Piablica e, intoxicagio como ATA (alimentary
toxic aleukia), com elevada mortalidade dos individuos
tem sido relatada na URSS (PIER, 1981),
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ABSTRACT

An epizode of leukoencephalomalacia during the second semester of 1985, involving hovses in the Norrh of Farand,
is relared to the ingestion of moldy corm, The preseni paper describey the pertaining clinical sympromatology as well as
histopatology, microbiological data and myeotoxin anaglysis. The clinical signs pointed to newrologic disturbanices and induced
locomaotor ahnormaliities, hiindness, depression gnd fvperexcitation. Death ocewrred 18 o 36 howrs after the feed way
consumted, At the macroscopic examination, the brain revegled malgeie areas involving softening and cavitation af white
ptatter. These same areas exhibited liguefactive wecrosis, intense edemg and perivaseular infiltration of mono and
pelymorphontclear cefls. The samples were highly contaminared by molds, ranging from 1 0% tg 107 CFUfy by prodiuct,
The muzin isoleted fungi wos Fusarium moniliforme. When these feed samples were enalysed for aflatoxins (By, Bz, G
and o plus sterigmaiocystin, ochratoxin A and zearalenone), regralenote was deiected o bweg samples af the Tevel of
T8 O/ Ke (mixed feed) and 0. FnigfKe (corn feed .

KEY WORDS: Myvcoroxins: Fusarium moniliforme; Equine lencocncephalomalacia; Zearalenone,
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