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RESUMO

Dissertagdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

PATOGENESE DAS LESOES ASSOCIADAS A INTOXICACAO POR
Ramaria flavo-brunnescens EM BOVINOS
AUTORA: MARIA ELISA TROST
ORIENTADORA: GLAUCIA DENISE KOMMERS
Data e local da defesa: Santa Maria, 6 de fevereiro de 2009

O estudo da patogénese da intoxicagdo pelo cogumelo Ramaria flavo-brunnescens em bovinos foi
realizado através da avaliacdo retrospectiva de tecidos selecionados de nove casos espontineos e quatro casos
experimentais. Para a investigacdo da patogénese das lesdes observadas na lingua, eséfago, casco e cauda, foram
avaliadas as alteragdes histopatologicas e aspectos histoquimicos e histoquimico-ultra-estruturais das lesdes. As
técnicas histoquimicas utilizadas foram o Tricromico de Masson ¢ a oxidag@o seletiva da ceratina (OSC). O
estudo histoquimico-ultra-estrutural foi realizado através da técnica de Swift sob microscopia eletronica de
transmissdo. Os pelos da vassoura da cauda foram examinados sob microscopia de luz polarizada. Nos tecidos
examinados foram observados diferentes graus e estagios de lesdes. Nos bovinos intoxicados espontancamente
as lesdes foram mais acentuadas que nos casos experimentais. Na lingua, a grande maioria das lesdes
histopatologicas observadas demonstrou defeitos na ceratinizagdo como desaparecimento das papilas filiformes,
adelgacamento, estratificacdo irregular, ceratinizacdo lamelar focal e ceratinizagdo individual de células
(disceratose) no epitélio de revestimento dorsal. No esofago observaram-se adelgacamento do epitélio superficial
e Ulceras multifocais. Nos cascos havia alteragdes no estrato laminar, caracterizadas por graus variaveis de fusédo,
encurtamento, multiplas camadas de células ndo-ceratinizadas no topo, ceratinizacdo irregular e descontinua com
persisténcia de nucleos, ceratinizagdo individual e vacuolizagdo citoplasmatica de ceratindcitos das laminas
epidérmicas. Na pele da regido da vassoura da cauda, as alteragdes foram divididas em lesdes da parede folicular
(nas bainhas radicular externa e interna) e alteragdes nos pelos propriamente ditos. As principais alteragdes
observadas no epitélio folicular foram desorganizagdo, desalinhamento e disceratose de ceratindcitos da bainha
radicular externa. Nas se¢des histologicas, as principais alteragdes nas hastes pilosas demonstraram contornos
irregulares, tortuosidade e desintegragdo da haste. Alteragdes morfologicas semelhantes as descritas nas seg¢des
histolégicas e alteracdes no padrdo de birrefringéncia foram observadas através do exame polaroscopico dos
pelos. Através da técnica do Tricromico de Masson (com acido picrico) observou-se ceratinizagdo dura
defeituosa das papilas filiformes linguais, das ldminas epidérmicas do casco e dos pelos da cauda. A técnica da
OSC revelou redu¢do marcada do conteudo de cistina, visualizado como fraca colora¢do rosea dessas mesmas
estruturas. No estudo histoquimico-ultra-estrutural da cuticula pilosa, realizado através da técnica de Swift sob
microscopia eletronica de transmissdo, observou-se também um baixo contetido de cistina. Todas as alteragdes
observadas nas estruturas ceratinizadas estudadas, mas especialmente nas que sofrem ceratinizagdo dura,
revelaram defeitos na ceratinizag@o. Aliando ao estudo morfoldgico os resultados obtidos através da técnica da
OSC e da microscopia eletronica/técnica de Swift pode-se associar os defeitos na ceratiniza¢do a uma redugéo na
quantidade de aminoacidos sulfurados (cistina), principalmente nas estruturas que sofrem ceratinizagdo dura,
sendo este provavelmente o principal mecanismo patogenético na intoxicagdo por R. flavo brunnescens em
bovinos.

Palavras-chave: doengas de bovinos; intoxicacdo por cogumelo; Ramaria flavo-brunnescens; defeitos na
ceratinizagdo; patologia veterinaria.



ABSTRACT

MS Dissertation
Programa de Pés-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

PATOGENESIS OF LESIONS ASSOCIATED WITH POISONING BY
Ramaria flavo-brunnescens IN CATTLE
AUTHOR: MARIA ELISA TROST
ADVISER: GLAUCIA DENISE KOMMERS
Santa Maria, February 6, 2009

The pathogenesis of the lesions of the Ramaria flavo-brunnescens poisoning in cattle was studied
throughout a retrospective evaluation of selected tissues from nine spontaneous and four experimental cases of
the disease. The pathogenesis of lesions observed in the tongue, esophagus, hoof, and tail was investigated
analyzing microscopic lesions, histochemical and histochemical-ultrastuctural changes. Histochemical
techniques utilized were Masson’s Trichrome and Selective Oxidation of Keratin (SOK). The histochemical-
ultrastuctural study was acomplished throughout the Swift method under transmission electron microscopy. Hair
shafts of the tip of the tail were analyzed under polarized light. Lesions of varying degrees of severity were
observed. They were more severe in spontaneous than in experimental cases. In the tongue, most microscopic
lesions showed keratinization defects, such as loss of the filiform papillae, thinning, irregular stratification, focal
lamelar keratinization, and individual cell keratinization (dyskeratosis) in the dorsal epithelium. In the
esophagus, there were thinness of superficial epithelium and multifocal ulcers. In the hoof, lesions were in the
laminar stratum and characterized by different grades of fusion, shortness, multiple layers of non-keratinized
cells in the laminar tip, irregular and discontinuous keratinization with nuclear persistency, individual cell
keratinization with citoplasmic vacuolization of keratinocytes of the epidermal laminae. In the skin of the tip of
the tail, changes could by separated in follicular wall lesions (affecting the outer [ORS] and the inner root sheets
[IRS]) and changes of the hair shaft itself. The main changes observed in the follicular epithelium were
disorganization, misalignment, and disceratosis of keratinocytes of the ORS. On tissue sections, main changes in
the hair shafts showed irregular contour, tortuousness, and disintegration of shaft. Morphological changes similar
to the ones observed on tissue sections and changes in polarizing patterns were seen on polarized light
microscopy of hair shafts. Tissue sections stained by Masson’s Trichrome technique (with picric acid) revealed
defective hard keratinization of filliform papillae, of epidermal lamina of hoof, and of tail tip hair shafts.
Sections stained by the SOK technique revealed strong loss of cistine contents, visualized as light staining of
these same structures. On the histochemical-ultrastructural study of the hair cuticle, performed throughout the
Swift technique under transmission electron microscopy, a low content of cistine was also observed. All changes
observed in the keratinized structures studied, mostly in the hard keratin, showed defective keratinization. The
morphologic study and the results obtained with SOK and Swift techniques showed that the defective
keratinization results of low amounts of sulphur containing amino acids (cystine) in hard keratin structures. This
is probably the main pathogenetic mechanism of the lesions observed in R. flavo brunnescens poisoning in cattle.

Key words: cattle diseases; mushroom poisoning; Ramaria flavo-brunnescens; defective keratinization;
veterinary pathology.
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1 INTRODUCAO

A intoxicagdo por Ramaria flavo-brunnescens em bovinos ¢ atribuida ao consumo do
cogumelo fresco e altamente palatavel encontrado no solo de bosques de eucalipto (SANTOS
et al.,, 1975). Na forma espontinea da intoxicacdo, os bovinos apresentam emagrecimento,
sialorréia, e alisamento e ulceracdo da superficie dorsal da lingua. Os pelos longos da
vassoura da cauda se soltam facilmente quando tracionados (BARROS et al., 2006). Pode
haver hiperemia do rodete corondrio e os animais relutam em se mover, ficando em decubito.
Ha hiperemia da conjuntiva ocular, hifema e opacidade da cornea. Alguns animais perdem o
revestimento coérneo dos cascos, dedos acessorios e chifres (SANTOS, 1993). Lesoes
semelhantes tém sido descritas nos casos experimentais (SANTOS et al., 1975; KOMMERS;
SANTOS, 1995; SCHONS et al., 2007)

As principais lesdes envolvem epitélios e especialmente estruturas que sofrem algum
grau de ceratinizagdo dura como papilas filiformes da lingua, pelos (principalmente da
vassoura da cauda) e o estrato laminar do casco (KOMMERS; SANTOS, 1995; SCHONS et
al., 2007).

O principio toxico de R. flavo-brunnescens, ndo ¢ totalmente conhecido até o presente
momento (TOKARNIA et al.,, 2000). Ha duas hipdteses para a patogénese das lesdes
observadas em bovinos (KOMMERS; SANTOS, 1995) e em ovinos (SALLIS et al., 2000). A
hipotese proposta para bovinos ¢ de que o principio toxico interfira no metabolismo dos
aminodcidos sulfurados nos ceratindcitos, principalmente da cistina, resultando no
enfraquecimento da estrutura molecular da ceratina dura por deficiéncia de enxofre
(KOMMERS; SANTOS, 1995). O mecanismo proposto para os ovinos ¢ de que ocorram
lesoes vasculares e isquémicas, semelhantes as do ergotismo (SALLIS et al., 2000).

Neste estudo de patogénese, que avalia simultaneamente casos espontineos e
experimentais da intoxicacdo pelo cogumelo em bovinos, teve-se o objetivo de analisar
detalhadamente as alteracdes morfologicas observadas na lingua, esofago, casco e cauda e
avaliar através de técnicas histoquimicas e histoquimico-ultra-estruturais as alteragdes nas
propriedades estruturais e quimicas da ceratina dura nos tecido lesados, a fim confirmar ou
ndo o mecanismo patogenético proposto para a intoxicacdo de bovinos por R. flavo-

brunnescens.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Intoxicacao por Ramaria flavo-brunnescens em bovinos

Ramaria flavo-brunnescens ¢ um cogumelo pertencente a familia Clavariaceae que
cresce em solos de bosques de eucalipto (TOKARNIA, 2000; RIET-CORREA ; MENDEZ,
2007). No Brasil é encontrado nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao
Paulo e Minas Gerais. Também foi identificado em paises como Uruguai, Argentina,
Paraguai, Estados Unidos, China, India e Austrélia (FIDALGO; FIDALGO, 1970; NAUDE;
BERRY, 1997).

O cogumelo cresce em colonias numerosas e pode alcancar 11 cm de altura, ¢
amarelo-claro ou alaranjado, semelhante a couve-flor. E extremamente palatavel, sendo,
inclusive, consumido por humanos apds coc¢do (FIDALGO; FIDALGO, 1970). A ingestao
espontanea do cogumelo causa intoxicacdo em bovinos e ovinos e menos frequentemente em
equinos e suinos (BARROS, 2005). A intoxica¢do por Ramaria flavo-brunnescens foi
suspeitada em bubalinos (ROZZA et al., 2004). Embora talvez seja mesmo possivel os
bubalinos se intoxicarem, a ocorréncia de casos subsequentes aos descritos por Rozza et al.
(2004) porém na auséncia do cogumelo, levam a crer que as lesdes descritas na época teriam
outra causa (DRIEMEIER, 2008%).

Fatores como a alta palatabilidade do cogumelo, o acesso dos animais a bosques de
eucalipto, bem como o uso desses bosques como abrigo predispde a intoxicacdo (SANTOS,
1993). No Sul do Brasil, os surtos ocorrem nos meses de outono, época que coincide com o
ciclo natural do cogumelo (KOMMERS, 1993; SANTOS, 1993; BARROS et al., 2006).

O principio toxico de R. flavo-brunnescens ¢ desconhecido (TOKARNIA et al., 2000).
Na década de 60, pesquisadores isolaram um alcaloide volatil e termolabil de amostras frescas
do cogumelo e do figado de um bovino intoxicado (BAUER et al., 1966). O principio toxico
também foi atribuido a um glicosideo (FREITAS et al., 1966), no entanto pesquisas adicionais
ndo foram realizadas. Fidalgo & Fidalgo (1970) afirmam que in natura o principio téxico €

muito perigoso e tem efeito acumulativo. Resultados de estudos experimentais indicam

* David Driemeier. Departamento de Patologia e Clinica Veterinaria da Faculdade de Veterinaria da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) (comunicagdo pessoal).
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claramente que a toxicidade ¢ perdida quando o cogumelo ¢ dessecado (SALLIS et al., 2004)
ou cozido (FIDALGO; FIDALGO, 1970) e diminui bastante quando este ¢ congelado
(KOMMERS, 1993; SALLIS et al., 2004).

Em bovinos intoxicados por R. flavo-brunnescens a taxa de morbidade pode chegar a
80% e a mortalidade a 50% (RIET-CORREA; MENDEZ, 2007). O consumo de 5 g/kg/dia do
cogumelo fresco durante cinco dias ¢ suficiente para que os bovinos demonstrem sinais
clinicos (SANTOS et al., 1975).

Na forma espontanea da intoxicacdo, os bovinos apresentam emagrecimento,
sialorréia, e alisamento da superficie dorsal da lingua, que em muitos casos tem ulceras
(BARROS et al., 2006). Os pelos longos da cauda e do dorso e lombo se soltam facilmente
quando tracionados. Muitas vezes ha hiperemia do rodete coronério e os animais relutam em
se mover, ficando deitados. Em alguns casos ha dermatite, principalmente nas areas brancas
da pele, edemas subcutaneos do peito e dos membros, hiperemia da conjuntiva ocular, hifema
e opacidade da cdrnea. Alguns animais perdem o revestimento corneo dos cascos, dedos
acessorios e chifres (SANTOS, 1993).

Na intoxica¢do experimental, os sinais clinicos sdo menos intensos (KOMMERS;
SANTOS, 1995; SCHONS et al., 2007) que na espontanea (BARROS et al., 2006). Ocorre
apatia, anorexia, emagrecimento, salivacdo, hiperemia da mucosa oral, alisamento da
superficie dorsal da lingua e queda dos pelos longos da vassoura da cauda quando levemente
tracionados (KOMMERS; SANTOS, 1995; SCHONS et al., 2007). Em alguns bovinos ha
hiperemia e aumento da sensibilidade da regido corondaria dos cascos, perda do revestimento
corneo dos chifres, perda de pelos do dorso, descarga nasal serosa, diminuicdo dos
movimentos ruminais e diarréia (KOMMERS; SANTOS 1995). Corrimento seroso ocular e
desidratacdo também foram descritos (SANTOS et al., 1975).

Os achados macroscopicos nos bovinos intoxicados por R. flavo-brunnescens sio
caracteristicos e correspondem aos sinais clinicos apresentados. A lingua apresenta a
superficie dorsal lisa, com atrofia das papilas filiformes e em alguns casos com
desprendimento do epitélio lingual, que ¢ recoberto por fibrina (BARROS et al., 2006).
Ocorre afrouxamento e perda dos pelos principalmente da extremidade da cauda, e nos casos
graves, afrouxamento e desprendimento dos cascos e chifres (SANTOS, 1993).

Alteragdes menos freqlientes incluem erosdes e ulceragdes lineares na mucosa
esofagica, muitas vezes recobertas por exsudato fibrinonecrético e avermelhamento e
ulceracdes na mucosa do abomaso (SANTOS, 1993). Alguns bovinos podem apresentar

abundante quantidade de liquido cefalorraquidiano a abertura do cranio e as leptomeninges do
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encéfalo hiperémicas. Os olhos dos bovinos intoxicados podem apresentar hifema, hipopion e
opacidade da cornea (BARROS et al., 2006).

Quanto as alteracdes microscopicas, na cauda as lesdes se caracterizam por
hiperceratose ortoceratotica da epiderme. Nos foliculos pilosos da derme superficial ha
formacdo de uma espessa camada de ceratina triquilémica (tricolemal) e sdo vistas poucas
hastes de pelos nos foliculos, que apresentam contorno irregular. Os foliculos pilosos da
derme profunda apresentam intensa vacuolizagdo dos ceratindcitos da parede, degeneracdo e
necrose da bainha radicular externa e entre os foliculos pilosos mais afetados hé infiltrado
inflamatorio de linfocitos e macréfagos (BARROS et al., 2006).

As lesdes observadas na lingua se caracterizam por atrofia ou auséncia das papilas
filiformes, areas focais de disceratose e areas de espongiose da camada de células basais. No
casco observam-se fusdo e encurtamento de laminas epidérmicas, hiperplasia leve no topo das
laminas epidérmicas com queratinizagdo irregular e permanéncia dos nticleos. O es6fago pode
apresentar graus variados de necrose epitelial e inflamagdo, que também podem ser
observadas no abomaso. E descrita malacia focal simétrica no bulbo (BARROS et al., 2006).
Nos olhos ha hemorragia nas camaras anterior e posterior, reacdo inflamatdria linfocitica e
hemorragia da iris (SANTOS, 1993).

A patogénese da intoxicagdo por R. flavo-brunnescens tem sido investigada
principalmente através de estudos experimentais em bovinos (KOMMERS; SANTOS, 1995;
SCHONS et al., 2007) e ovinos (SALLIS et al., 2000, 2004).

Nos estudos experimentais realizados em bovinos foi proposto que a as lesdes
observadas envolvem especialmente epitélios que sofrem algum grau de ceratinizagdo dura,
onde ha alta concentracdo de aminodcidos sulfurados. Acredita-se que ocorra algum tipo de
interferéncia no metabolismo dos aminoacidos sulfurados nos ceratindcitos, principalmente da
cistina, levando ao enfraquecimento da estrutura molecular da ceratina dura (KOMMERS,
1993).

Essa hipdtese parece bastante razoavel quando se compara as lesdes tegumentares
encontradas em bovinos intoxicados por R. flavo-brunnescens com as lesdes da intoxicacao
cronica por selénio em bovinos (O’TOOLE; RAISBECK, 1995). Nessa doenca, também
conhecida como alkali disease, ¢ proposto que, devido a semelhanga entre os elementos
selénio e enxofre, ocorra a substituicdo do enxofre pelo selénio nos residuos de cisteina (que
formariam uma molécula de cistina) das proteinas com alto teor de enxofre, levando a um
afrouxamento das ligagdes cruzadas das pontes dissulfeto nos ceratindcitos (O’TOOLE;

RAISBECK, 1995).
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Vale salientar que as semelhancas entre a intoxicagdo por R. flavo-brunnescens e a
selenose cronica em animais domésticos ndo estdo restritas as alteracdes epiteliais, visto que
as alteracdes descritas no bulbo (malacia focal simétrica) de bovinos intoxicados
espontaneamente pelo cogumelo (BARROS et al. 2006) assemelham-se as descritas na
medula espinhal na selenose em suinos (CASTEEL et al., 1985).

Em um estudo experimental de intoxicagdo em ovinos, sugeriu-se que as lesdes
causadas por R. flavo-brunnescens decorriam da acdo de uma substincia vasoconstritora,
semelhante aos ergoalcaloides causadores do ergotismo (SALLIS et al, 2000). Essa
substancia presente no cogumelo estimularia persistentemente a musculatura lisa de arteriolas,
provocando assim um espessamento da camada média (denominado miopaquinse). Como
conseqiiéncia ocorreria vasoconstri¢do, necrose coagulativa e ulceragdo do epitélio irrigado
por esses vasos (SALLIS et al., 1993). No entanto, a auséncia de miopaquinse nos vasos dos
bovinos intoxicados pelo cogumelo (KOMMERS; SANTOS, 1995; BARROS et al., 2006;
SCHONS et al. 2007), sugere que esse ndo seja 0 mecanismo patogenético da intoxicagdo por
R. flavo-brunnescens nessa espécie animal. Em estudos experimentais foi constatado que o
cogumelo dessecado perde a toxicidade e ocorre uma diminuicdo da toxicidade quando
congelado. Essa labilidade do principio ativo de R. flavo-brunnescens nao se observa nos
ergoalcaloides (SALLIS et al., 2004).

Com excec¢do de um estudo em que foram utilizadas as técnica de imuno-histoquimica
e de microscopia eletronica de transmissao (SCHONS et al.,, 2007), os demais estudos
experimentais da intoxicacdo de bovinos por R. flavo-brunnescens avaliaram as alteracdes
morfoldgicas somente através da colora¢do de rotina (SANTOS et al., 1975; KOMMERS;
SANTOS, 1995). A técnica de microscopia eletronica de transmissdo foi utilizada em um

estudo de casos espontaneos (BARROS, 2005).

2.2 Processo de ceratinizacio

2.2.1 Ceratinizagao normal

Considerando que as alteracdes observadas nos casos de intoxicacdo de bovinos por

Ramaria flavo-brunnescens envolvem principalmente epitélios que sofrem algum grau de
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ceratinizagdo dura, torna-se importante revisar alguns aspectos da ceratinizacdo fisiologica e
assim identificar e compreender as altera¢des neste processo.

A ceratinizagdo ¢ uma das fungdes metabolicas mais importantes da epiderme (VAN
SCOTT; FLESCH, 1954). Para o observador casual, a ceratinizagdo ¢ considerada um
processo puramente degenerativo e a ceratina simplesmente se origina de células epiteliais
degeneradas, desidratadas e mortas. Da mesma forma, a ceratina ao longo do tempo, foi mal
interpretada por muitos como uma substincia simples e unica, quando na verdade deveria ser
vista como uma mistura complexa de proteinas filamentosas e amorfas (MATOLTSY, 1976;
TOMLINSON et al., 2004).

As o-ceratinas sdo proteinas ricas em residuos de cistina e pontes dissulfeto
encontradas em diversos tecidos de mamiferos e classificadas em ceratina mole e dura
(LEHNINGER, 1978; MARSHALL et al., 1991). Os termos dura e mole ndo designam
apenas sensacles tateis, mas abrangem também marcadas diferengas relacionadas as
propriedades fisicas e ao metabolismo de enxofre nesses dois tipos de ceratinas (EKFALCK
et al., 1990; TOMLINSON et al., 2004).

Ceratina mole ¢ encontrada na epiderme e em membranas mucosas ceratinizadas,
enquanto a ceratina dura ¢ encontrada em anexos (13 e pelos) e apéndices cutineos como
unhas, garras, cascos e chifres (VAN SCOTT; FLESCH, 1954; BANKS, 1991; MARSHALL
et al,, 1991), bem como nas papilas filiformes da lingua de algumas espécies animais,
incluindo bovinos (BANKS, 1991). Com relacdo as propriedades fisicas, a ceratina mole
descama continuamente e fragmenta-se facilmente. A ceratina dura forma estruturas rigidas
que ndo descamam (VAN SCOTT; FLESCH, 1954). A ceratina formada no processo de
ceratinizagdo dura tem grande resisténcia e contém mais enxoftre, principalmente na forma de
cistina que a ceratina mole (EKFALCK, 1990; TOMLINSON et al., 2004).

A porcao filamentosa da a-ceratina ¢ formada por cadeias polipeptidicas helicoidais e
paralelas, ordenadas em feixes denominados filamentos intermediérios (FI), embebidos em
uma matriz protéica ndo-filamentosa rica em enxofre (LENINGHER, 1978; MARSHALL et
al., 1991).

As cadeias polipeptidicas de ceratina tém residuos do aminoacido cisteina com
grupamentos sulfidril (—SH) livres (Figura 1) (MATOLTSY, 1976; ELLIOTT; ELLIOTT,
1997). Durante a ceratinizagdo ocorre a oxidagdo desses grupamentos —SH e a formagao de
ligacdes covalentes fortes entre dois grupamentos —SH, conhecidas como pontes dissulfeto ou
S—S (Figura 2) (VAN SCOTT; FLESCH, 1954; MATOLTSY, 1976). A formacdo das

pontes S—S ¢ considerada o evento mais importante da ceratinizagdo e a estrutura
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tridimensional estabilizada por elas ¢ responsavel diretamente pela forca mecanica,
propriedades elasticas e resisténcia quimica e bioldgica da ceratina (VAN SCOTT; FLESCH,
1954; MATOLTSY, 1976; MARSHALL et al., 1991)

COOH
HN— C—H
CH;

SH

Figura 1 - Férmula estrutural do aminodacido cisteina. Fonte: LENINGHER, 1978.

COOH COOH
HN— C—H HN—C
CH,—i—$—$ ——CH

ligagdo
: cruzada
:  dissulfeto :

Figura 2 - Representagdo esquematica de uma ponte dissulfeto (S—S) entre duas cisteinas. Fonte: adaptado de
LENINGHER, 1978.

A matriz protéica interfibrilar (uma substancia densa e amorfa) na qual os filamentos
de ceratina estdo embebidos, contém cerca de 10 vezes mais enxofre que o componente
filamentoso da célula e ¢ responsavel pela formagao da maioria das pontes dissulfeto entre as
cadeias polipeptidicas da ceratina (MATOLTSY, 1976). A proteina homogénea rica em
cistina ¢ encontrada em todas as ceratinas duras (MARSHALL et al., 1991).

Os filamentos de ceratina sdo responsaveis pela flexibilidade e elasticidade da camada
cornea (MATOLSTY, 1976) e tem funcao estrutural (TOMLINSON et al., 2004), enquanto a
matriz protéica associada aos filamentos ¢ responsavel pelo alinhamento, estabilizagdo
adequada desses filamentos no citoplasma da célula e pela maior parte da resisténcia da
ceratina (MATOLTSY, 1976; TOMLINSON et al., 2004).

Além da matriz protéica associada aos filamentos de ceratina, a membrana celular do
ceratindcito também tem papel importante na resisténcia da ceratina. E uma estrutura

insoluvel, espessa e rica em enxofre que forma uma espécie de “exoesqueleto” rigido ao redor
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do ceratindcito e confere ao estrato corneo como um todo grande estabilidade fisica e quimica
(MEYER et al., 2005).

Durante o processo de ceratinizagdo ha substituicdo progressiva e continua da maioria
do conteudo dos ceratinocitos por polipeptideos de ceratina. A organizacdo desses
polipeptideos em tonofilamentos e a formag¢do de uma malha estrutural altamente insoluvel
num arranjo aleatério (em duas ou trés dimensdes) imersa em uma matriz protéica nao-
filamentosa (MATOLTSY, 1976; PRICE et al., 1980; WEEDON, 2002, NORLEN, 2004).

Na epiderme, as células do estrato basal (BANKS, 1991) s@o as tnicas com potencial
de replicacdo. Andlises do ciclo celular revelam que a cist(e)ina estimula a proliferacao
celular em vérias células (promove a progressdo celular da fase G1 para a S) (BOURNE,
1960; NODA et al., 2002).

As células do estrato basal t€ém baixa densidade de filamentos e, a medida que se
movem em dire¢do ao estrato corneo, tém seu conteudo de tonofilamentos aumentado
drasticamente. O conteudo de tonofilamentos continua a aumentar a taxas rapidas nas células
do estrato espinhoso quando entdo tém inicio uma série de alteragdes morfologicas que
transformam os ceratindcitos em células alargadas e depois achatadas (TOMLINSON et al.,
2004).

Também se tornam aparentes os granulos de cerato-hialina que, na fase final do
processo de ceratinizacgdo, se dissolvem e formam a matriz na qual os filamentos de ceratina
estdo imersos. Estruturas lamelares denominadas de cementossomos ou ceratinossomos estao
presentes no citoplasma das células do ter¢o superior do estrato espinhoso (TOMLINSON et
al., 2004). Essas estruturas liberam seu conteido no meio intercelular e formam uma
substancia PAS-positiva que atua unindo os ceratinocitos (MATOLTSY, 1976;
TOMLINSON et al., 2004).

A medida que as células se movem para as camadas mais externas, hi uma transicio
abrupta para células tipicas do estrato corneo, o que envolve o preenchimento do citoplasma
por ceratina e o desaparecimento do nucleo e de virtualmente qualquer organela
citoplasmatica e conteudo. Esse ¢ o estidgio terminal da diferenciacdo epidérmica e agregacao
de filamentos de ceratina, quando ocorre a formagdo de ligacdes intermoleculares e os
ceratinocitos morrem (TOMLINSON et al., 2004).

A ceratinizagdo pode ser resumida como um processo de sintese, agregagdo e
estabilizacdo da proteina ceratina e sintese e exocitose da substancia intercelular cimentante.

O processo da ceratinizacdo foi comparado a constru¢do de uma parede de tijolos, onde os
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ceratindcitos sdo os tijolos e a substancia intercelular cimentante, o cimento (TOMLINSON et
al., 2004).

Pode-se concluir que a flexibilidade e elasticidade da camada cornea protetora &
garantida por proteinas filamentosas (relativamente pobres em enxofre quando comparadas as
proteinas da matriz) e sua estabilidade por proteinas amorfas ricas em enxofre e essa
integridade ¢ criticamente governada pela espessura da membrana celular (MATOLTSY,
1976).

A ceratina pode ser detectada em se¢des histoldgicas através de técnicas histoquimicas
especificas. Na detec¢do histoquimica da ceratina, as pontes dissulfeto da cistina sdo
especialmente reativas a oxidagdo por diferentes reagentes como 4cido perféormico
(LEHNINGER, 1978) e acido peracético (Figura 3), uma técnica denominada de oxidagao
seletiva da ceratina (OSC) (PEARSE, 1951). Quando o &cido peracético (uma mistura de
perdxido de hidrogénio e 4acido acético mais estavel que o acido performico) € utilizado como
agente oxidante, o perdéxido de hidrogénio oxida a cistina (PEARSE, 1951; LILLIE;
BANGLE, 1954). O produto desta reacdo da origem ao acido cistéico que desenvolve a cor
rosa-forte quando o reagente de Schiff ¢ adicionado (PEARSE, 1951). Nas estruturas
formadas por ceratina dura (como a haste pilosa, por exemplo) nas quais ha grande quantidade
de cistina a reagdo intensa ¢ traduzida pela cor rosa-forte que ¢ desenvolvida. J4, nas
estruturas com menor quantidade de cistina e nas quais o enxofre existe principalmente na
forma de cisteina (epiderme, por exemplo) a reagdo ¢ fraca e a cor resultante ¢ rosa-claro
(PEARSE, 1951).

Além do método da OSC, a técnica do Tricromico de Masson pode ser utilizada para a
demonstracdo de ceratina, geralmente corando-a de vermelho (BEHMER et al., 1976;
PROPHET et al., 1992). Devido as suas propriedades, a ceratina reage com algumas
substancias quimicas. As substincias coérneas sdo ricas em aminoacidos redutores,
especialmente o triptofano, a tirosina e a cistina. De acordo com o principio de que as
substancias redutoras tem uma afinidade toda especial para um forte oxidante, as substancias
corneas (cornificadas) demonstram uma afinidade particular pelo dacido picrico

(FERNANDES, 1949) que ¢ amarelo.
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Figura 3 — Rompimento oxidativo das ligagdes cruzadas dissulfeto por oxidagdo com acido perférmico. Fonte:
adaptado de LEHNINGER, 1978.

A microscopia de luz polarizada ¢ usada para examinar substincias organicas e
inorganicas rigidas e conspicuas como cristais de urato, amilodide, ésteres de colesterol, hastes
pilosas, ceratina, tonofibrilas, silica e certos corpos estranhos (WOLMAN, 1975; SPERLING
& DiGIOVANNA, 2003; VALENTE et al., 2006; DONGRE et al., 2007). A ceratina ¢ uma
repeti¢do seqiiencial de proteinas cristalinas que tem a capacidade de retardar a onda de luz
polarizada que a atravessa. Dessa forma, o cabelo aparece como um objeto luminoso e
colorido contra um fundo preto (MARLIANI et al., 1997). Em geral a microscopia de luz e de
luz polarizada das hastes pilosas conferem importantes pistas para o diagnostico de defeitos

isolados da haste ou sindromes complexas (ITIN; FISTAROL, 2005).

2.2.2 Ceratinizacao defeituosa

Alteragdes como hiperplasia ou atrofia, ceratose, paraceratose, estratificacdo irregular
ou disturbios na polarizagdo das células, bem como ceratiniza¢do individual ou de pequenos
grupos celulares e reducdo da coesdo epitelial, sdo atribuidos a distirbios da maturacdao de
células epiteliais da mucosa oral em humanos, podendo muitas vezes preceder alteragdes
neoplasicas (MORGAN, 1992). De forma semelhante, a presenca de grande numero de

ceratindcitos disceratoticos, que aparecem como células arredondadas, circundadas por um
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halo claro, com citoplasma fortemente eosinofilico e nticleo pequeno e hipercromatico, sao
associadas muitas vezes a defeito na diferenciagdo epitelial (YAGER; WILCOCK, 1994).
Nesta secdo serdo revisadas doengas e alteragdes nas quais ha ceratinizagdo defeituosa
em estruturas ceratinizadas similares as observadas na intoxicagdo por R. flavo-brunnescens
(KOMMERS; SANTOS, 1995; SCHONS et al.,, 2007). As referidas condi¢des sdo a
intoxicacdo cronica por selénio em bovinos (O’TOOLE; RAISBEK, 1995) e alteragdes
relacionadas aos pelos como a tricotiodistrofia (ITIN et al., 2001), pili torti MARUY AMA et
al., 1994) entre outras alteracdes (MASAAKI, et al. 1984; MARUYAMA et al., 1994;
WEEDON, 2002; WHITING; DY, 2006) que ocorrem nas hastes pilosas em humanos.

2.2.2.1 Intoxicagao cronica por selénio em bovinos

A forma crdnica da intoxicag@o por selénio também ¢ denominada de alkali disease
(AD) e ¢é relatada em bovinos desde 1930 (O’TOOLE; RAISBECK, 1995). A intoxicagao
cursa com quadro cronico de emaciagcdo associada a lesdes significativas confinadas ao
sistema tegumentar (O’TOOLE; RAISBECK, 1995; NESPOLI et al., 2001).

Os bovinos intoxicados cronicamente por selénio apresentam rachaduras na parede do
casco e separacdo do estrato laminar do estrato médio. Na avaliacdo histopatologica ha
hiperplasia, acantose e paraceratose do topo das laminas e alteragdes ocasionais nas paredes
laterais das laminas do casco. Em casos avancados, o epitélio germinativo do topo das
laminas perde a aparéncia colunar normal e fica atenuado e desorganizado. Cristas de ceratina
paraceratotica podem estar parcialmente mineralizadas e separadas por ceratina ortoceratotica
derivada das paredes laterais das laminas epidérmicas aparentemente normais (O’TOOLE;
RAISBECK, 1995).

Na cauda ocorre queda de pelos e ¢ observada atrofia de foliculos que estdo
colapsados e na maioria dos casos ndo tem haste pilosa. Ha ceratose folicular superficial e a
bainha radicular externa (BRE) do foliculo piloso tém ceratindcitos pouco laminados, que
ocasionalmente estdo disceratoticos. A bainha radicular interna (BRI) pode ser pouco
desenvolvida ou ausente e alguns autores sugerem que essa alteracdo ocorra devido a selenose

cronica induzir maturagdo terminal defeituosa dos ceratindcitos. A membrana vitrea ¢
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espessada e enrugada e a bainha radicular fibrosa aparece espessada. Nos foliculos menos
afetados ha hastes pequenas e desproporcionais (O’TOOLE; RAISBECK, 1995).

Os epitélios dos foliculos pilosos e do casco sdo semelhantes, particularmente no que
diz respeito a propor¢do de polipeptideos de ceratina com pouco enxofre, proteinas ricas e
ultra-ricas em enxofre e proteinas ricas em glicina/tirosina. As proteinas ricas em enxofre do
pelo provavelmente formam uma matriz interfibrilar amorfa que separa filamentos ordenados
de ceratina. Devido a semelhanca quimica entre o selénio e o enxofre, foi proposto que as
lesdes epiteliais da AD resultem, da substitui¢do de enxofre por selénio nos residuos de
cisteina das proteinas ricas em enxofre, com concomitante enfraquecimento das ligagdes
dissulfeto (TRAUB-DARGATZ et al., 1986; O’'TOOLE; RAISBECK, 1995).

O predominio de alteragdes epiteliais nos cascos pode distinguir lesdes induzidas por
selénio daquelas vistas na laminite cronica em bovinos, na qual ha altera¢cdes proeminentes na
derme (corion) em adicdo a hiperplasia irregular do epitélio laminar. As lesdes intradérmicas
tipicas da laminite cronica bovina, como tecido de granulagdo, neovascularizagdo, agregados
vasculares, inflamacdo e trombose sdo minimas ou ausentes na intoxica¢do cronica por

selénio (O’TOOLE; RAISBECK, 1995)

2.2.2.2 Tricotiodistrofia

Quantidades reduzidas de proteinas ricas em cistina sdo associadas a fraqueza
estrutural da haste pilosa em condi¢des como a tricotiodistrofia (TTD). A TTD ¢ uma doenca
genética autossOmica recessiva e rara em humanos, caracterizada por sintese anormal de
proteinas ricas em enxofre (GUMMER et al., 1984; PRICE et al., 1980). Os cabelos de
pacientes com TTD exibem alteragdes clinicas, microscopicas e bioquimicas altamente
especificas (GUMMER et al.,, 1984; KHUMALO, 2005). Sao cabelos curtos, frageis,
achatados e com ressecamento avancado da cuticula e perda das células cuticulares de
revestimento (GUMMER et al., 1984).

O diagnostico de TTD ¢ baseado nas alteragdes da composi¢do quimica do cabelo
(baixo contetido de enxofre) associadas a defeitos estruturais (ITIN et al., 2001). O conteudo
total de enxofre dos cabelos pode estar reduzido pela metade e a andlise de aminoacidos

demonstra que o conteudo de cistina é notavelmente baixo (PRICE et al., 1980).
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Na microscopia de luz, cabelos de pacientes com TTD tem ondulagdes, contornos e
didmetro irregulares (PRICE et al., 1980; ITIN et al., 2001). Além disso, podem apresentar
fraturas transversais da haste e pontos de dilatagdo ao longo da haste que quebram facilmente
(ITIN et al., 2001; WEEDON, 2002). Na microscopia de luz polarizada (exame
polaroscopico) observam-se bandas claras e escuras intercaladas que conferem a haste pilosa
aspecto de cauda tigrada ou zig-zag (ITIN et al., 2001; LIANG et al., 2006). Nao est4 definido
o que determina o aspecto de cauda tigrada na TTD. Possiveis explicacdes seriam que a
estrutura quimica da ceratina do cabelo ¢ anormal ou os tonofilamentos estdo agrupados em
uma orientagcdo anormal (SPERLING; DiGIOVANNA, 2003).

Quando tratados pela técnica de Swift (metenamina-nitrato de prata amoniacal) e
observados em microscopio eletronico de transmissdo, os cabelos de pacientes com TTD
apresentam uma reducdo total na intensidade da coloragdo quando comparados a cabelos de
pacientes sem TTD (GUMMER et al., 1984). Na cuticula de cabelos tricotiodistoficos, as
camadas A e a exocuticula podem estar ausentes ou descontinuas e globulos de material
eletrodenso (inclusdes cistina positivas anormais) podem ser identificados na camada A e no
interior da endocuticula (GUMMER et al., 1984; KHUMALO et al., 2005). A técnica de
Swift ¢ considerada um método histoquimico especifico para a detec¢do do enxofre presente
no aminoécido cistina, pois ha uma correlacao estequiométrica positiva entre a intensidade da
coloracdo e a concentragdo de enxofre presente (SWIFT, 1967).

Ainda com relagdo a cuticula, pode haver arranjo anormal de microfibrilas e um
menor numero de camadas de células cuticulares (ITIN et al., 2001; KUHMALO et al., 2005).
A auséncia da exocuticula e da camada A (rica em enxofre) causa o ressecamento cuticular e
enfraquecimento capilar (ITIN et al., 2001). No coértex pode se observar uma redugdo na

matriz globular rica em cistina (GUMMER et al., 1984).

2.2.2.3 Pili torti

Pili torti (pelos tortuosos) ¢ uma alteracdo rara, descrita em humanos, caracterizada
por defeitos estruturais na haste pilosa com formacgao de pelos com tor¢des e achatamento em
intervalos irregulares ao longo do eixo da haste. Pode ocorrer como uma alteracdo isolada ou
em associacao a outras sindromes, particularmente as do tipo ectodérmico (MARUYAMA et

al., 1994; WEEDON, 2002).
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As alteragdes morfologicas visiveis na microscopia de luz e microscopia eletronica de
varredura, além de hastes pilosas torcidas e achatadas, incluem quebras na cuticula e areas de
invagina¢do de segmentos da superficie para o interior da haste (MARUYAMA et al., 1994).

O exame histopatologico revela alteragdes na BRE, ao nivel suprabulbar, como
vacuolizacdo de células, células eosinofilicas e picnoticas (disceratoticas) distribuidas pela
bainha, e espessura ndo uniforme desta estrutura. Na por¢cdo média do foliculo sdo vistas
interdigitacdes da BRI com a haste pilosa e as células da BRI e da BRE podem estar
onduladas. Além disso, na por¢do superior do canal folicular ha formagdo de tampdes de
ceratina ondulada (MARUYAMA et al., 1994).

As alteragdes na espessura e a presenca de células eosinofilicas e picnoéticas revelam
uma geragdo e diferenciacdo anormal das células das camadas da BRE. Acredita-se que a
irregularidade da estrutura da BRE tenha como conseqiiéncias a deformidade seqiiencial da
BRI e dos pelos, que neste nivel folicular ainda sdo amolecidos pois ndo sdo totalmente

ceratinizados (MARUYAMA et al., 1994).

2.2.2.4 Outras alteracdes pilosas associadas a defeitos na ceratinizacdo em humanos

Irregularidades na haste pilosa em humanos decorrentes de defeitos envolvendo a
ceratinizagdo do cortex incluem: trichorrhexis invaginata, monilethrix e pili anulati.
Trichorrhexis invaginata ou cabelo de bambu ocorre em hastes pilosas de humanos
portadores da sindrome de Netherton. Nessa condi¢do, ocorrem tumefagdes globosas
(semelhantes aos n6és do bambu) ao longo da haste pilosa, correspondentes as areas propensas
a fraturas (MASAAKI, et al., 1984; WEEDON, 2002). As tumefa¢des sdo formadas por
invaginagdes da cuticula para o interior do cortex piloso e ocorrem em locais do cortex nos
quais existem defeitos intermitentes de ceratinizacdo, resultantes de uma conversao
incompleta dos grupos —SH em grupos S—S. Esse defeito torna o cortex piloso amolecido e
propicia a formag¢do dos nddulos visiveis no exame polaroscopico e na microscopia eletronica
(MASAAKI, et al. 1984).

Monilethrix ¢ uma alteragdo genética autossomica e recessiva das ceratinas duras dos
pelos descrita em humanos (WHITING; DY, 2006). E caracterizada por disfungdes periodicas
na matriz pilosa que resultam em hastes com nodos intercalados com areas de constricdes

nodais (PEREIRA, 1997; WEEDON, 2002).
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A alteracdo pilosa denominada pili anulati ocorre raramente em humanos. Nesta
condi¢do as hastes pilosas, quando examinadas sob microscopia de luz, apresentam areas
claras e escuras distribuidas ao longo da haste (WEEDON, 2002). E proposto que a alteragdo
seja decorrente de um defeito no metabolismo das proteinas envolvendo uma disfungao
parcial nos ribossomos das células do cortex e leva a falha na formacao de fibras de ceratina

(MARUYAMA et al., 1994).

2.3 Aspectos histologicos dos tecidos estudados

Nesta se¢do serdo revisados os aspectos histologicos de estruturas ceratinizadas
afetadas na intoxicacdo por Ramaria flavo-brunnescens, compreendendo lingua, eséfago,

casco, foliculos pilosos e pelos.

2.3.1 Lingua

A lingua ¢ um 6rgdo muscular recoberto por um epitélio escamoso estratificado cuja
estrutura e ceratinizacdo variam conforme a regido estudada, sendo mais espesso na superficie
dorsal e mais fino na superficie ventral (DELLMAN; BROWN, 1993; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1999).

A superficie dorsal contém numerosas papilas, que diferem no formato e tamanho e
sdo nomeadas de acordo com suas caracteristicas morfologicas. As papilas filiformes, conicas
e lenticulares facilitam o movimento do alimento na cavidade oral; as papilas fungiformes,
valadas e foliadas contém corpusculos gustativos, que sdo responsaveis pela sensagdo do
paladar (DELLMAN; BROWN, 1993).

As papilas filiformes sdo o tipo mais abundante (DELLMAN; BROWN, 1993). A
superficie dorsal da lingua bovina contém numerosas papilas filiformes pontiagudas e
curvadas caudalmente (STEFLIK et al., 1983). Essas papilas se projetam além da superficie
da lingua; tém em média 1,5 a 2 mm de altura e 0,5 mm de diametro na base (STEFLIK et al.,
1983). As papilas filiformes da lingua bovina sdo estruturas altamente ceratinizadas, nas quais

predomina um centro de ceratina dura, parcialmente recoberto por uma fina camada de
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ceratina mole (STEFLIK et al., 1983), sustentadas por um eixo de tecido conjuntivo altamente
vascularizado (DELLMAN; BROWN, 1993).

A lingua ¢ recoberta por um epitélio complexo, composto por populagdes de células
com varias funcdes distintas (MANABE et al., 1999). As porcdes laterais e ventral da lingua
sdo recobertas por epitélio ndo-ceratinizado, cujas células, juntamente com as células do
aspecto lateral das papilas e da regido interpapilar, expressam citoceratinas K4 e K13, o
mesmo tipo expresso pelas células do epitélio esofagico. As células que recobrem o topo das
papilas filiformes, bem como as que estdo localizadas na base das mesmas expressam
citoceratina K1 e K10, o mesmo tipo expresso pelos ceratindcitos da pele. Ja as células que
formam o centro da papila, expressam citoceratina dura e acida, caracteristica das células
diferenciadas dos pelos e unhas (MANABE et al., 1999).

Em termos gerais, o padrdo duplo de ceratinizagdo das papilas filiformes da lingua
bovina se assemelha ao padrdo de ceratinizacdo que ocorre na haste do pelo (STEFLIK et al.,
1983), no qual o cortex exibe ceratinizagdo dura e a bainha radicular interna, ceratiniza¢ao
mole (STEFLIK et al., 1983). Acredita-se que a coexisténcia de diferentes programas de
expressao de ceratinas reflitam as exigéncias de que o epitélio da lingua seja tanto duro como
flexivel e assim resistente a friccdo e a expansdo que acompanham os movimentos da lingua

durante a alimentacdo (MANABE et al., 1999).

2.3.2 Esofago

O esofago ¢ um tubo muscular modificado para a movimentagdo voluntaria e
involuntdria de alimentos para dentro e para fora do estomago. O epitélio da mucosa ¢
pavimentoso estratificado. A ceratinizagdo superficial ¢ observada nas espécies que ingerem

alimentos duros ¢ secos, como nos bovinos (BANKS, 1991).

2.3.3. Casco

O casco ¢ um estojo corneo que envolve os tecidos internos e sensiveis da extremidade

distal dos membros dos animais ungulados (DELLMAN; BROWN, 1993). Os bovinos sdao
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animais biungulados, ou seja, seu casco consiste de dois digitos. Externamente, o casco
bovino apresenta as seguintes por¢des: coroa (regido da jun¢do do casco a pele do membro),
parede (por¢do do casco visivel quando o digito estd em contato com o solo) e sola (regido
ventral do casco que se apoia no solo) (STUMP, 1967). As principais estruturas internas do
casco bovino estdo apresentadas na Figura 4A.

A parede do casco ¢ uma continuacdo modificada da epiderme. No casco, essa
epiderme apresenta ceratinizagdo dura, caracterizada pela auséncia dos estratos granuloso
(formagdo de granulos de cerato-hialina) e lacido. O estrato basal ¢ a camada mais profunda
da epiderme e consiste de uma unica camada de células proxima ao corion. O estrato
espinhoso, com uma ou varias camadas, ¢ formado por células que migraram do estrato basal
e sofrem ceratinizagdo (STUMP, 1967).

A parede do casco ¢ dividida em trés camadas que de fora para dentro sdo: estrato
externo ou tectdrio, estrato médio e estrato interno ou laminar (BERTRAM; GOSLINE,
1987). O estrato externo ¢ uma delgada camada que protege e reduz a perda de umidade do
casco (STUMP, 1967). E formado por ceratina tubular macia e escamosa, originada das
camadas germinativas da epiderme do perioplo (BERTRAM, 1987; DELMANN, 1993).

O estrato médio corresponde a maior porg¢do e ¢ a principal estrutura de sustentagdo da
parede do casco (BERTRAM; GOSLINE, 1987; DELLMAN; BROWN, 1993). E composto
por ceratina dura tubular e intertubular produzidas pelo estrato germinativo da epiderme que
reveste o sulco coronario (STUMP, 1967; BERTRAM; GOSLINE, 1987; MARSHALL et al.,
1991; DELLMAN; BROWN, 1993). Cada tibulo ¢ continuo desde sua origem no sulco
corondrio até a superficie de contato com o solo (POLLITT, 2008) e ¢ paralelo a superficie
externa do casco (BACHA JR; WOOD, 1990). Em sec¢des transversais, os ceratinocitos dos
tubulos sdo arranjados ao redor de uma medula central oca (Figura 4B) em camadas nio-
pigmentadas concéntricas. A por¢do tubular do casco, formada por ceratina dura é rica em
pontes dissulfeto e tem grande resisténcia fisica (POLLITT, 2008).

Os espacos entre a ceratina tubular sdo preenchidos por ceratina intertubular,
elaborada a partir do epitélio germinativo na regido profunda das papilas epidérmicas
(BANKS, 1991). Os ceratinécitos amadurecem no casco intertubular e formam a matriz
celular ceratinizada na qual os tiibulos estdo embebidos. A ceratina intertubular ¢ formada em
angulos retos em relagdo a ceratina tubular e € responsavel por grande parte da rigidez e
resisténcia do casco (POLLITT, 2008).

A camada mais interna da parede do casco, o estrato laminar, ¢ constituido de séries de

lengois epidérmicos ou laminas epidérmicas aderidas a porcdo interna do estrato médio
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(STUMP, 1967). Nessa regido, as laminas dérmicas e epidérmicas se interdigitam e formam
laminas paralelas umas as outras (Figura 4C) que s@o orientadas perpendicularmente ao solo
(STUMP, 1967; BERTRAM; GOSLINE, 1987). O arranjo peculiar dessas laminas forma uma
grande area de superficie que contribui na suspensdo da terceira falange dentro da parede do
casco (STUMP, 1967).

As laminas epidérmicas tém a camada basal composta por células colunares que
contém quantidades consideraveis de tonofilamentos e poucas organelas. Sua adesdo a
camada espinhosa ¢ marcada pela presenga de numerosos desmossomos (STUMP, 1967;
BERTRAM; GOSLINE, 1987). O material cérneo, ou seja, ceratina dura ndo tubular, ¢
elaborado em sentido perpendicular ao estrato médio ao qual se funde, auxiliando na
sustentacao da parede do casco a pata (BANKS, 1991; BERTRAM; GOSLINE, 1987).

A camada germinativa da epiderme ao longo de todo o casco estd em contato direto
com o corion que ¢ uma continuacdo direta da derme da pele (STUMP, 1967). Ela forma a
camada de tecido conjuntivo rico em colageno, elastina, vasos sanguineos € nervos, que da
suporte e fornece nutrientes para a epiderme (STUMP, 1967; TOMLINSON et al., 2004).

O corion do casco pode ser tanto papilado como laminado dependendo se a epiderme
adjacente contém ceratina papilada ou laminada respectivamente (MULLING et al., 1999). Os
corions perioplico, coronario e da sola sdo papiliformes na regido da jun¢do com a epiderme
enquanto que, o corion laminar forma laminas que seguem paralelas umas as outras numa
direcdo proximal-distal. Isso funciona como uma estrutura de adesdo entre o casco e as
estruturas mais profundas do digito, isto €, a terceira falange e o tecido subcutdneo (STUMP,
1967).

A parede do casco cresce durante toda a vida do animal. A regenerag¢do continua da
parede do casco ocorre no sulco corondrio, onde as células germinativas produzem
populagdes de células filhas que amadurecem, ceratinizam e sdo adicionadas continuamente a
parede proximal do casco (POLLITT, 2008). A ceratinizagdo do casco ¢ um processo
dindmico, caracterizado por altas taxas de sintese de ceratina e substancias intercelulares
cimentantes. Para tal, as células epidérmicas requerem um aporte de nutrientes, vitaminas e
minerais adequado e suficiente. Esse aporte ¢ dado através da difusdo desses elementos a

partir de vasos sanguineos da derme adjacente (MULLING et al., 1999).
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2.3.4 Foliculos pilosos e pelos

O pelo ¢ uma estrutura flexivel e ceratinizada produzida pelo foliculo piloso, estrutura
de origem ectodérmica que se desenvolve a partir de uma invaginagdo da epiderme
(DELLMAN; BROWN, 1993; ITIN; FISTAROL, 2005). O foliculo piloso possui cinco
componentes principais: a papila dérmica do pelo, a matriz do pelo, o proprio pelo, a bainha
radicular interna (BRI) e a bainha radicular externa (BRE) (SCOTT; MILLER, 1996) (Figuras
5A e B).

Com propositos descritivos, o foliculo piloso longitudinalmente ¢ dividido em trés
regides anatdmicas distintas: a por¢do inferior que se estende da papila dérmica até a insercao
do musculo eretor do pelo; a por¢do média, ou istmo, que se estende desde a insercdo do
musculo eretor do pelo até a entrada do canal sebaceo; e a por¢do superior, ou infundibulo,
que compreende a por¢do entre a entrada do canal sebaceo até o orificio folicular (LEVER;
SCHAUMBURG-LEVER, 1991; SCOTT; MILLER, 1996).

A papila dérmica ¢ um prolongamento do tecido conjuntivo dérmico delimitado por
uma continuagio fina da membrana basal (BANKS, 1991). E considerada um componente
mesenquimal do foliculo piloso e ¢ recoberta por células pluripotenciais que formam a matriz
do pelo, de onde emerge a haste pilosa (SCOTT; MILLER, 1996). Na fase de crescimento
(andgena), as células da matriz se multiplicam e se diferenciam em vérios tipos celulares que
dao origem ao pelo e a BRI (SCOTT; MILLER, 1996).

As duas bainhas epiteliais do foliculo piloso, a BRI e a BRE, envolvem o eixo do pelo
na sua por¢do inicial (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999). A BRI ¢ originada das células
pluripotenciais da matriz do pelo e é composta por trés camadas concéntricas que sdo de
dentro para fora, a cuticula da BRI, a camada de Huxley e a camada de Henle (DELLMAN;
BROWN, 1993; SCOTT; MILLER, 1996) e tém a fun¢ao principal de envolver e modelar o
pelo (SCOTT; MILLER, 1996).

A cuticula da BRI é uma monocamada de células ceratinizadas sobrepostas,
semelhantes as da cuticula do pelo, a exce¢do de suas bordas livres, que estdo orientadas na
direcdo oposta, ou seja, no sentido do bulbo do pelo (Figura 5C) (BANKS, 1991;
DELLMAN; BROWN, 1993). Essa disposicao resulta em um perfeito encaixe entre a cuticula
do pelo e a cuticula da BRI, o que auxilia na firme fixacdo do pelo ao foliculo durante o
crescimento progressivo do pelo (HAM; CORMACK, 1983; BANKS, 1991; LEVER;
SCHAUMBURG-LEVER, 1991; DELLMAN; BROWN, 1993; SCOTT; MILLER, 1996).
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A camada de Huxley ¢ composta por uma a trés camadas de células nucleadas e
ceratinizadas ricas em granulos de trico-hialina na regido ceratogénica do foliculo (LEVER;
SCHAUMBURG-LEVER, 1991; DELLMAN; BROWN, 1993; SCOTT; MILLER, 1996). A
camada mais externa, camada de Henle, ¢ formada por uma camada Unica de células
ceratinizadas ndo-nucleadas que ja possuem granulos de trico-hialina em sua emergéncia da
matriz pilosa (LEVER; SCHAUMBURG-LEVER, 1991; DELLMAN; BROWN, 1993;
SCOTT; MILLER, 1996). Os granulos de trico-hialina sdo granulos -citoplasmaticos
eosinofilicos, cujo principal componente ¢ protéico. A trico-hialina funciona como uma
proteina associada a ceratina e promove o alinhamento e a agregacdo lateral dos feixes
paralelos de filamentos intermediarios nas células da BRI (SCOTT; MILLER, 1996).

A BRE ¢ uma extensdo da epiderme no sentido inferior ¢ ¢ composta por diversas
camadas de células semelhantes as do estrato espinhoso da epiderme (DELLMAN; BROWN,
1993; SCOTT; MILLER, 1996). E mais espessa perto da epiderme e gradualmente diminui de
espessura em dire¢do ao bulbo do foliculo. Em sua posi¢do inferior (do istmo do foliculo
piloso para baixo), ela ¢ recoberta pela BRI (LEVER; SCHAUMBURG-LEVER, 1991) e nao
sofre ceratinizacdo (SCOTT; MILLER, 1996; GINN et al., 2007). As células da BRE
possuem citoplasma claro, vacuolizado, em virtude da consideravel quantidade de glicogénio
(LEVER; SCHAUMBURG-LEVER, 1991). Na regido do infundibulo, a BRE sofre
ceratinizagdo triquilémica, ou seja, sem a participagdo de granulos de cerato-hialina (SCOTT;
MILLER, 1996; GINN et al., 2007).

A parte epidérmica do foliculo piloso estd separada da derme por uma espessa ldmina
basal, correspondente a membrana basal da epiderme, associada a fibras reticulares que,
devido a sua aparéncia brilhosa, ¢ denominada de membrana vitrea. O tecido conjuntivo que
envolve o foliculo é composto de feixes espessos de colageno e recebe o nome de bainha
radicular fibrosa (BRF) (LEVER; SCHAUMBURG-LEVER, 1991; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1999; GINN et al., 2007).

A formagdo de pelos ¢ a fungdo primaria das células dos foliculos pilosos. Esse
processo ¢ dinamico e requer proliferacdo, movimentacdo e migragao celulares, diferenciacao
em varias linhagens celulares e degradacdo de células ndo utilizadas quando a formagdo do
pelo é completada (MARSHALL, 1991). Os pelos ndo crescem continuamente, € sim em
ciclos e o aspecto histoloégico dos foliculos pilosos varia com os estagios do ciclo folicular
(SCOTT; MILLER, 1996; GINN et al., 2007). O ciclo do pelo consiste na fase de crescimento

anagena, a fase de transi¢cdo ou involucdo (catagena) e a fase de repouso (telogena; GINN et
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al., 2007). A taxa de crescimento do cabelo humano ¢ de 0,4 mm/dia (HAM; CORMACK,
1983).

Um pelo tipico ¢ composto de trés estruturas: medula, cortex e cuticula (BANKS,
1991). A medula ¢ formada a partir das células centrais da matriz do pelo. E composta de
fileiras longitudinais de células cubdides ou achatadas, fracamente ceratinizadas e
vacuolizadas (BANKS, 1991; SCOTT; MILLER, 1996). Na regido proxima a matriz do pelo
as cé¢lulas sdo compactas e o restante da haste contém vacuolos de ar e de glicogénio
(SCOTT; MILLER, 1996).

Ao redor da medula se diferenciam células mais ceratinizadas e com um arranjo mais
compacto que formam o cortex do pelo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999). As células
corticais, as mais abundantes da haste pilosa, sdo células fusiformes, completamente
cornificadas, que tém o eixo mais longo paralelo ao eixo da haste e contém o pigmento
melanina que confere cor ao pelo (MARSHALL et al., 1991; SCOTT; MILLER, 1996). A
ceratina dura ¢ o componente principal das células corticais. Noventa por cento da célula
cortical ¢ formada por filamentos intermediarios de ceratina alinhados, associados & matriz
protéica interfibrilar (MARSHALL et al., 1991).

A cuticula, a camada mais externa do pelo, ¢ formada por células retangulares,
achatadas, anucleadas, e fortemente ceratinizadas (MARSHALL et al., 1991; SCOTT;
MILLER, 1996, JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999). Essas células estao distribuidas como
telhas num telhado, cujas bordas, voltadas para a ponta do pelo, recobrem parcialmente as
células cuticulares adjacentes (MARSHALL et al., 1991; SCOTT; MILLER, 1996). O
numero de camadas de células cuticulares varia de uma, na 14, a 35, na cerda de suino
(MARSHALL et al., 1991).

As células cuticulares tém uma estrutura trilaminar composta pela epicuticula,
exocuticula e endocuticula, sendo as duas ultimas ricas em enxofre (MARSHALL et al.,
1991) (Figura 5D).

A epicuticula tem cerca de 3 nm de espessura e ndo ¢ visivel em preparacdes padrao
para microscopia eletrénica. E a camada mais externa da cuticula e recobre cada célula
cuticular individualmente. No interior da exocuticula hd uma camada de proteina muito rica
em enxofre com uma espessura em torno de 40 nm que ¢ denominada de camada A. Na
microscopia eletronica de transmissdo em que ¢ usada metenamina-nitrato de prata, a
exocuticula ¢ vista como uma camada eletrodensa enquanto que a endocuticula ¢

eletroluscente (KHUMALO, 2005).
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Figura 4 — A) Corte sagital de digito bovino mostrando a parede do casco (1), a sola (2), o perioplo (3), as
falanges média (4) e distal (5), o sesamoide distal (6) e os ligamentos flexor digital profundo (7) e extensor
digital comum (8). B) Casco bovino; estrato médio. Observa-se que a ceratina tubular é formada por
ceratindcitos arranjados ao redor de uma medula central clara (seta). Hematoxilina-eosina (HE), obj. 40x. C)
Casco bovino; estrato laminar. Observam-se laminas epidérmicas (1), com ceratina laminar central (*), paralelas
as laminas dérmicas (2). HE, obj. 20x.
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Figura 5 — A) Corte longitudinal da pele da cauda de um bovino mostrando pelo e foliculo piloso em fase
anagena. Observam-se as estruturas principais do pelo e do foliculo piloso: papila dérmica (1); matriz pilosa (2);
pelo (3); bainha radicular interna (BRI; 4); bainha radicular externa (BRE; 5). Hematoxilina-eosina (HE), obj.
20x. B) Corte transversal da pele da cauda de um bovino. Observa-se um pelo (1), a BRI (2) e a BRE (3). HE,
obj. 20x. C) Corte longitudinal de cauda bovina. Observam-se as células da camada cuticular do pelo orientadas
em direcdo a ponta do pelo (1) e as células da camada cuticular do foliculo piloso (2) orientadas em diregdo ao
bulbo piloso. As células cuticulares pilosas e foliculares estio separadas por um espago (*) que é um artefato do
processamento histologico. Tricromico de Masson (com acido picrico), obj. 40x. D) Cuticula da haste pilosa
bovina. Ha trés células cuticulares, nas quais se observa a exocuticula (1) e a endocuticula (2). Na exocuticula
observa-se a camada A (*). Microscopia eletronica de transmissdo, método de Swift, aumento de 30.000 x.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras

Para o estudo da patogénese da intoxicagdo por Ramaria flavo-brunnescens foram
utilizadas amostras provenientes de dois surtos (total de 9 bovinos; surto A com 6 bovinos
[Bovinos 1-6] e surto B com 3 bovinos [Bovinos 7-9]) e de dois estudos experimentais (total
de 4 bovinos; estudo A com 3 bovinos [Bovinos 13-15] e estudo B com 1 bovino [Bovino
16]). Dados epidemioldgicos e clinico-patolégicos dos casos espontianeos foram publicados
por Barros et al. (2006). Informa¢des semelhantes referentes a trés casos experimentais
(estudo A) foram publicadas por Schons et al. (2007).

As alteragdes clinicas e macroscopicas foram brevemente relatadas. Para a
investigacdo da patogénese das lesdes observadas na lingua, es6fago, casco e pele da cauda,
foram avaliadas as alteracdes histopatoldgicas e aspectos histoquimicos e histoquimico-ultra-
estruturais em tecidos selecionados.

Dados de resenha dos bovinos e parametros avaliados sdo apresentados nas Tabelas 1
(casos espontaneos) e 2 (casos experimentais). As técnicas histologicas e histoquimicas foram
realizadas em blocos de parafina ja existentes ou amostras provenientes de novos

encaminhamentos dos materiais fixados em formol a 10%.

3.2 Estudo morfoldgico

Dos casos espontaneos (surtos A e B) e do estudo experimental A, foram analisados os
seguintes tecidos: lingua (regido cranial), es6fago, casco (estrato laminar) e cauda (pelos
destacados e pele da regido da vassoura da cauda). Do estudo experimental B, foram
avaliados os pelos da vassoura da cauda. Amostras dos mesmos tecidos estudados foram
obtidas de quatro bovinos (10, 11, 12 e 17) sem alteracdes nos locais avaliados e utilizadas

como controles.
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Tabela 1 — Dados de resenha dos bovinos e parametros avaliados em tecidos selecionados dos
casos de intoxicacdo espontanea por Ramaria flavo-brunnescens.

Dados do animal Pardmetros avaliados
Numero Protocolo Raca  Sexo Idade HE OSC Masson Polarizagdo
1 Vn 134/05 Mista Macho 1 ano . ° ° °
2 Vn 141/05 Mista Macho 18 meses . . . °
3 Vn 142/05 Mista Macho 19 meses . ° ° °
4 Vn 143/05 Mista Macho 18 meses ° ° ° °
5 Vn 146/05 Mista Macho 18 meses . . ° .
6 Vn 150/05 Mista Macho 18 meses . ° ° °
7 Vn 162/05 Mista Macho 22 meses ° ° ° °
8 Vn 163/05 Mista Macho 22 meses . . ° .
9 Vn 164/05 Mista Macho 22 meses . ° ° °
10 Vn 331/07 Mista Fémea 4 anos ° ° ° °
11 Vn 354/07 Mista Fémea 2 anos ° . ° °
12 Vn 357/07 Mista Fémea 2 anos ° ° ° °

e = parametro avaliado (em sec¢des selecionadas de lingua, esdfago, casco, cauda ou hastes pilosas da vassoura
da cauda), HE: hematoxilina-eosina; OSC: oxidag¢do seletiva da ceratina; Masson: Tricromico de Masson.

Tabela 2 — Dados de resenha dos bovinos e parametros avaliados em tecidos selecionados dos
casos de intoxicacdo experimental por Ramaria flavo-brunnescens.

Dados do animal Pardmetros avaliados

Numero Protocolo Raca Sexo Idade HE OSC  Masson Polarizagdo H-ME
13 E287 Jersey Macho 9 meses . ° ° - -
14 E288 Jersey = Macho 9 meses o o o - -
15 E289 Jersey Macho 9 meses . ° ° - -
16 Bovino G Mista Fémea 8 meses - - - . .
17 E4411 Jersey = Macho 9 meses o - ° - -

e = parametro avaliado (em sec¢des selecionadas de lingua, esdfago, casco, cauda ou hastes pilosas da vassoura

da cauda); - = parametro ndo avaliado; HE: hematoxilina-eosina; OSC: oxidagdo seletiva da ceratina; Masson:

Tricromico de Masson; H-ME: método histoquimico-ultra-estrutural.

Para a avaliacdo histopatologica da lingua, esofago, casco e cauda, apds a fixacdo em
formol a 10%, as amostras foram processadas e coradas rotineiramente para histopatologia
(hematoxilina-eosina). As técnicas histologicas foram realizadas em blocos de parafina
existentes no acervo e em blocos provenientes de novos encaminhamentos dos materiais
fixados em formol. Multiplas se¢des de cada tecido foram avaliadas.

As amostras de lingua foram obtidas a partir de se¢des transversais da por¢do cranial
da lingua. As amostras do es6fago foram colhidas aleatoriamente e de 4reas ulceradas.

As amostras do estrato laminar dos cascos com lesdes e dos cascos usados como
controle foram obtidas conforme o protocolo descrito a seguir. Os digitos dos bovinos foram
desarticulados ao nivel da articulacdo da falange proximal e média e a ponta do casco foi

serrada para uma melhor penetracdo do fixador (formol a 10%). Apos fixado, foi obtida uma
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fatia de aproximadamente 0,3 cm de espessura paralela a ponta do casco serrada
anteriormente (Figuras 6A e B). A regido laminar foi identificada e foi separada do osso da
falange distal e do estrato médio da parede do casco, com o auxilio de um bisturi (Figuras 6C
e D).

Para a avaliacdo das alteragdes dos pelos e foliculos pilosos, secdes transversais e
longitudinais foram obtidas da pele da regido da vassoura da cauda. Foram avaliadas hastes de
pelos (que se desprenderam facilmente) tracionadas durante a avaliagdo clinica ou necropsia
dos casos espontaneos de intoxica¢do pelo cogumelo. As hastes foram fixadas em laminas
histologicas com fita adesiva, deixando livre o segmento inferior, o qual foi examinado em
microscopio sob luz polarizada. Hastes de pelos do Bovino 16 (no dia 0) foram utilizadas

como controle para o exame polaroscopico.

3.3 Estudo histoquimico

O estudo histoquimico foi realizado em se¢des da lingua, casco e cauda através do

método de oxidagdo seletiva da ceratina e do Tricromico de Masson.

3.3.1 Método de oxidagdo seletiva para a demonstracao de ceratina (OSC):

A técnica foi realizada de acordo com Pearse (1951), modificada por Lillie & Bangle
(1954). Blocos de parafina contendo se¢des de lingua, casco e cauda foram cortados em Sum.
As laminas foram desparafinizadas e posteriormente imersas em solu¢do oxidante de acido
peracético (Apéndice A). Apos, as laminas foram lavadas por 3 min em 4gua corrente € o
reagente de Schiff foi pingado sobre os cortes permanecendo sobre os mesmos por 30 min. As
laminas foram lavadas em dagua corrente quente por 10 min, desidratadas em alcodis,

clarificadas em xilol e montadas em resina sintética e laminulas.
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3.3.2 Tricromico de Masson

A técnica de Tricromico de Masson foi realizada utilizando-se o Kit EasyPath
Tricromio de Masson (com azul de anilina; Erviegas, c6d. EP-142051). Esse método inclui

acido picrico no protocolo.

3.3.3 Estudo histoquimico-ultra-estrutural

Cuticulas de pelos da vassoura da cauda de um bovino (Bovino 16), intoxicado
experimentalmente conforme metodologia descrita por Kommers & Santos (1995), foram
avaliadas ultra-estruturalmente. Resumidamente, num periodo de 15 dias, o bovino recebeu
oito administracdes de 20 g/kg de cogumelo fresco triturado em liquidificador através de
sonda oroesofagica. Para a determinacdo da regido a ser avaliada pela microscopia eletronica
de transmissdo, antes da primeira administragdo (dia 0) os pelos da vassoura da cauda do
Bovino 16 (de pelagem branca) foram pintados com tintura para cabelos (Koleston-Wella) da
cor castanho-escura, tomando-se o cuidado para que a tintura atingisse a pele subjacente.
Apo6s 40 minutos, a tintura foi removida com agua e sabdo glicerinado. Logo a seguir, foi
colhida a primeira amostra de pelos que serviu como controle. Hastes de pelos foram colhidas
no 5°, 10° e 15° dias subsequentes. Os pelos controle (dia 0) e os colhidos nos dias 5, 10 e 15
foram fixados em lamina histologica com fita adesiva, deixando livre somente a parte branca
(n3o corada pela tintura) que correspondia, no dia 0, a por¢do do pelo que encontrava-se
dentro do foliculo piloso e, no caso dos dias 5, 10 e 15, a por¢@o que cresceu sob influéncia do
principio toxico do cogumelo. Esta por¢do foi medida com régua e observada diretamente sob
microscopia de luz polarizada.

Fragmentos de pelos colhidos nos dias 0, 5, 10 e 15 (cinco hastes com 2 mm de
comprimento) foram cortados (localizagdo conforme a Figura 7), embebidos em éter etilico
por 24 horas (para desengordurar), desidratados em alcool absoluto (2 vezes de 30 minutos) e
incluidos em resina epoxi. Cortes semi-finos foram corados pelo azul de toluidina para exame
em microscopia de luz, visando selecionar os pelos para os cortes ultra-finos. Cortes ultra-
finos foram colocados em grades de ouro sobre os quais aplicou-se a técnica de Swift

(Apéndices B e C) para o estudo histoquimico-ultra-estrutural do conteudo de cistina em
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fotomicrografias (obtidas em microscopio Zeiss-EM 10) de se¢des transversais das células

cuticulares pilosas.
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Figura 6 - Método de encaminhamento do casco bovino para obtengdo de se¢des do estrato laminar. A) Corte
transversal da ponta do digito. A pega ¢ fixada em um torno e o corte ¢ efetuado com uso de serrote. B) Fatia de
casco obtida através de corte transversal da ponta do casco. C) Identificacdo e separag@o do estrato laminar. D)
Amostra da regido laminar pronta para processamento.
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Figura 7 - Representagdo esquematica do crescimento dos pelos durante o experimento com demonstragdo da
area de colheita de material para microscopia eletronica (técnica de Swift).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados

A intoxicacdo espontanea (surtos A e B) por Ramaria flavo-brunnescens (Figura 8A)
em bovinos cursou com alteragdes clinico-patologicas que incluiram alisamento da superficie
dorsal da lingua, com perda das papilas filiformes e areas de ulceracao (Figura 8§B); ulceragao
esofagica multifocal (Figura 8C) e afrouxamento e queda dos pelos, principalmente da
vassoura da cauda (Figura 8D). Nos bovinos experimentais (estudo A), as lesdes foram
semelhantes, porém mais brandas, ndo tendo sido observadas alteracdes esofagicas.

As principais alteragdes histopatologicas observadas na lingua dos bovinos
intoxicados, tanto espontaneamente como experimentalmente envolveram a superficie dorsal
e tem sua distribuicdo e intensidade apresentadas na Tabela 3. Mais frequentemente
ocorreram adelgacamento do epitélio, desaparecimento de papilas filiformes e ulceragao
multifocal associada a tecido fibrovascular subjacente. Re-epitelizagdo, projecdes irregulares
do epitélio para a lamina propria, estratificacdo irregular do epitélio, formagdo de ceratina
lamelar, ceratinizagdo individual e vacuolizagdo citoplasmatica de ceratindcitos também

foram observadas.

Tabela 3 — Principais alteragdes histopatoldgicas observadas na lingua dos bovinos
intoxicados espontaneamente ou experimentalmente por Ramaria flavo-brunnescens.

Bovinos intoxicados

Alteragdo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 13 14 15
Redugdo na espessura do epitélio 3 3 3 3 2 3 3 3 3 2 2 2
Desaparecimento de papilas filiformes 3 3 3 3 2 2 3 3 3 2 1 1
Ulceracao 3 3 2 2 0 0 3 3 3 0 0 0
Tecido fibrovascular 3 32 2 0 1 3 3 2 0 0 0
Re-epitelizacao 1 1 o 2 o0 2 0 0 2 0 0 0
Proje¢des irregulares do epitélio 2 o 3 2 1 2 0 0 1 O 0 0
Estratificacdo irregular do epitélio 0 o o0 2 o0 2 0 0 0 O 0 0
Ceratinizac¢do lamelar focal 0 0o 3 3 1 30 0 3 O 0 0
Ceratinizacdo individual de células 1 o 1 2 1 2 0 0 3 1 0 0
Vacuolizagdo de ceratinocitos 0 o o0 o0 2 2 0 0 0 1 0 0

0 = ausente; 1= leve; 2= moderado; 3= acentuado
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Uma alteragdo presente em todos os casos foi o adelgacamento do epitélio da lingua,
que em casos acentuados tinha cerca de 1/3 da espessura do epitélio de uma lingua normal. A
diminuicdo na espessura do epitélio dos casos em que ndo havia ulceracdo envolveu a
totalidade da superficie dorsal da lingua examinada. Porém, nos casos com ulceragdo,
observou-se que o adelgagamento era ainda mais pronunciado nas areas adjacentes as ulceras.

Quanto as papilas filiformes, as lesdes variaram de leve atenuamento até o
desaparecimento total dessas estruturas (Figuras 9A e B). Observaram-se alteragdes
morfoldgicas inicialmente na base das papilas com desorganizacdo dos ceratindcitos, muitos
deles com vactolos e depdsitos eosinofilicos densos intracitoplasmaticos.

Pela técnica do Tricromico de Masson observou-se alteracdao na coloragdo das papilas
filiformes (mudanga da coloracdo de amarelo para vermelho) quando comparadas as linguas
controle (Figuras 10A, B e C). Observou-se marcada redu¢do na intensidade da coloracao da
ceratina dura do centro das papilas filiformes (mudanga de rosa-forte para rosa-claro),
evidenciada pela técnica de oxidagdo seletiva de ceratina (Figuras 11C e D).

As tulceras foram frequentemente observadas (7/12) e eram focais, multifocais ou
envolviam todo o epitélio dorsal. Eram recobertas por varidvel quantidade de fibrina e
agregados bacterianos basofilicos intralesionais e associadas a infiltrado inflamatério com
predominio de neutréfilos, macréfagos, linfécitos e tecido fibrovascular (Figuras 12A e B). O
tecido fibrovascular na lamina propria subjacente as regides ulceradas era caracterizado por
proliferacdo de fibroblastos, acumulo de colageno (melhor visualizado pela técnica de
Tricromico de Masson) e numerosos vasos sanguineos neoformados (Figura 12B). Em muitas
areas havia um epitélio estreito (re-epitelizagdo) recobrindo area de tecido fibrovascular
(Figura 12C). Em uma lingua (Bovino 1) foi observado um trombo em um vaso da
submucosa.

Em muitas linguas (6/12) foram observadas proje¢des irregulares do epitélio para a
lamina propria (Figura 13A). Nas extremidades destas projecdes (que as vezes eram
visualizadas como ninhos desconectados do epitélio), em muitos casos, havia ceratiniza¢ao
lamelar central (Figura 13B).

Observou-se, ocasionalmente, estratificagdo irregular do epitélio lingual (Bovinos 4 e
6). Nessas areas os ceratindcitos perdiam sua orientagdo normal e formavam pequenos grupos
em arranjo concéntrico (Figuras 13C).

Em metade das linguas analisadas havia ceratinizagdo individual de células
caracterizada por ceratindcitos arredondados, circundados por um halo claro, com citoplasma

fortemente eosinofilico e nicleo pequeno e hipercromatico (Figura 13D). Essas células eram
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distribuidas aleatoriamente pelo epitélio, porém pareciam mais abundantes na regido
suprabasal. Ocasionalmente havia ceratindcitos com vacutolos citoplasmaticos.

As principais alteragdes observadas no esdfago dos bovinos intoxicados por R. flavo-
brunnescens encontram-se na Tabela 4. Todos os eso6fagos analisados apresentaram algum
grau de reducdo na espessura epitelial, sendo, na maioria dos casos, moderado (Figuras 14A e
B). Ulceragao foi um achado muito frequente (6/12) (Figura 14C). As tlceras eram recobertas
por fibrina, debris celulares e neutrofilos integros e degenerados. Em muitos locais foram
observados agregados bacterianos basofilicos intralesionais. Em areas subjacentes as ulceras
havia graus variaveis de proliferacdo de tecido fibrovascular e re-epitelizagao (Figura 14D).
Ocasionalmente observou-se epitélio exibindo projecdes irregulares para a submucosa (Figura
14E) e areas do epitélio com ceratindcitos com morfologia alterada e vacuolizacdo (Figura

14F). Em um es6fago (Bovino 4), foi observado um trombo na lamina propria.

Tabela 4 — Principais alteragdes histopatologicas observadas no eséfago dos bovinos
intoxicados espontaneamente ou experimentalmente por Ramaria flavo-brunnescens.

Bovinos intoxicados

Alteragdo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 13 14 15
Redugdo na espessura do epitélio 2 2 2 2 2 3 2 3 3 1 2 2
Ulceracao 2 3 3 3 2 0 3 0 o 0 O 0
Tecido fibrovascular 2 2 2 2 3 0 2 o0 O 0 O0 O
Reepitelizagdo 2 1 1 0 2 0 2 0 0 0 0 0

0 = ausente; 1= leve; 2= moderado; 3= acentuado

Nos cascos em que havia lesdes (10/12) essas envolviam as laminas epidérmicas do
estrato laminar que apresentavam graus variaveis de fusdo, encurtamento, multiplas camadas
de células nao-ceratinizadas no topo, ceratinizagdo irregular e descontinua com persisténcia
de nucleos, ceratinizag¢do individual e vacuolizagdo de ceratindcitos. As principais alteragdes
observadas sdo apresentadas na Tabela 5.

Fusdo de laminas ocorreu em metade dos cascos analisados, em qualquer nivel, no
entanto foram mais comuns no topo das laminas (Figuras 15A e B). Da mesma forma, em

metade dos cascos avaliados observou-se encurtamento de laminas epidérmicas (Figura 15C).
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Tabela 5 — Principais alteragdes histopatologicas observadas no casco dos bovinos
intoxicados espontaneamente ou experimentalmente por Ramaria flavo-brunnescens.

Bovinos intoxicados

Alteragdo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 13 14 15
Fusdo de laminas epidérmicas 1 1 0 2 1 30 0 O O 1 1
Laminas epidérmicas encurtadas 1 2 0 2 1 30 0 2 0 0 O
Multiplas camadas no topo das laminas 21 0 1 o0 3 O 2 o0 O 0 O
Maior n° de camadas celulares nas laminas 2 2 0 2 1 3 o o o0 o0 0 O
Ceratina laminar descontinua 2 2 0 1 1 3 0 1 2 1 0 0
Persisténcia de nicleos na ceratina 1 1 0 1 2 2 0 1 2 0 0 0
Ceratinizacdo individual de células 1 1 0 1 2 2 0 0 0 1 0 1
Vacuolizagdo de ceratindcitos 1 1 0 2 1 2 0 0 o 0 2 2

0 = ausente; 1= leve; 2= moderado; 3= acentuado

Em muitos cascos havia maior nimero de camadas de células no topo das laminas
(Figura 15C) e muitos ceratindcitos apresentavam alteragdes morfologicas como vacuolizagao
e acumulos citoplasmaticos eosinofilicos (Figura 15D). Alteragdes na ceratina laminar foram
vistas em varios casos (8/12). Estas alteragdes atingiram grupos de laminas seqiienciais,
aleatorias ou ocorreram em todo o fragmento de casco analisado.

A partir da camada basal nas laminas epidérmicas, havia uma desorganizagdo na
disposi¢do dos ceratinocitos e na sua diferenciacdo (Figuras 16A e B). Observavam-se varias
camadas de ceratindcitos, muitos deles vacuolizados, e auséncia da ceratinizagdo abrupta do
centro das laminas. Persisténcia de nucleos era observada em meio a ceratina formada
defeituosamente (Figura 16B). Ceratinizac¢ao individual de células (ceratinocitos circundados
por um halo claro, com contornos arredondados, citoplasma fortemente eosinofilico e nticleo
pequeno e hipercromatico) foi vista em muitos casos (7/12) (Figura 16C) e ocorreu por todo o
epitélio laminar mesmo em regides em que as alteracdes descritas anteriormente nao foram
observadas.

Através do uso do Tricromico de Masson observou-se que a ceratina laminar
defeituosa formada era irregular, fragmentada ou em casos graves, reduzida a pequenos
segmentos ceratinizados (Figuras 17A e B). A ceratina laminar defeituosa, observada pela
coloracdo de rotina, teve uma reacdo muito fraca pela técnica da oxidagao seletiva da ceratina,
quando comparada a cascos normais (Figuras 18A e B).

As principais alteragdes observadas nos foliculos pilosos e pelos da vassoura da cauda

dos bovinos intoxicados por R. flavo-brunnescens estdo sumarizadas na Tabela 6.
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Tabela 6 — Principais alteracdes histopatologicas observadas nos pelos e foliculos pilosos dos
bovinos intoxicados espontaneamente ou experimentalmente por Ramaria flavo-brunnescens.

Bovinos intoxicados
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0 = ausente; 1= leve; 2= moderado; 3= acentuado. BRE: bainha radicular externa; BRI: bainha radicular interna.

Muitos foliculos pilosos da cauda dos bovinos intoxicados por R. flavo-brunnescens
ndo tinham haste de pelo em seu interior (as vezes substituida por um plugue de ceratina
[ceratose folicular]) ou estavam em fase telogena. Virtualmente todos os foliculos pilosos e
pelos apresentaram algum tipo de alteracdo. Nos casos de intoxicagdo experimental (Bovinos
13, 14 e 15), as alteragdes observadas foram mais sutis que na intoxicagdo espontanea.

As alteracdes morfologicas nos foliculos pilosos, na maioria dos casos, eram
moderadas a severas e envolveram tanto a bainha radicular externa (BRE) quanto a bainha
radicular interna (BRI). Muitos foliculos tinham os contornos internos e externos alterados
(Figuras 19A e B) e ocasionalmente havia espessamento da bainha radicular fibrosa (melhor
observada pela técnica do Tricromico de Masson; Figura 19C). Em um grande nimero de
foliculos observou-se que a BRE estava espessada e as células eram desalinhadas (Figura 19
C). Nesta estrutura, a ceratinizac¢ao individual de células e ceratinocitos com vacuolos claros
intracitoplasmaticos foi um achado muito constante (Figura 19D).

Como na BRE, as alteragcdes na BRI foram muito frequentes. Na maioria dos casos se
caracterizaram por arranjo irregular de células, células desintegradas e finalmente,
degeneracao total da estrutura (Figuras 20A-D).

Em relagdo as alteragdes nas hastes pilosas, estas variaram de pelos com alteragdes
leves nos casos experimentais (Figuras 21A e B) a pelos com contornos irregulares,
extremamente tortuosos e desintegrados nos casos de intoxicacdo espontanea (Figuras 21C-
E). Nos casos de alteracdes pilosas acentuadas, a identificacdo da haste muitas vezes se tornou
dificil pela coloracdo de rotina. Nestes casos, a haste pilosa foi melhor visualizada através da
técnica do Tricromico de Masson, na qual hastes e fragmentos de pelo coraram irregularmente

de amarelo (Figura 21F). Quando aplicada a técnica da OSC, os pelos dos bovinos
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intoxicados demonstraram uma reducdo expressiva na intensidade da coloracdo e foram
identificados como estruturas coradas de rosa-claro, enquanto os pelos normais de bovinos
controle se coraram de rosa-forte (Figuras 22A-D).

Nas hastes de pelos coletadas dos bovinos intoxicados espontaneamente ¢ do Bovino
16 (experimental), e observadas em microscopia de luz polarizada, haviam alteracdes tanto
morfoldgicas quanto no padrao de birrefringéncia. Quanto a morfologia, havia hastes de pelo
com contornos irregulares (Figura 23A e B), tortuosas e onduladas (Figura 23C). Em alguns
casos observou-se tor¢do longitudinal do eixo da haste pilosa (Figura 23D). Em relacdo a
birrefringéncia, os pelos afetados apresentaram polarizacdo irregular (Figura 23E) ou ausente
(Figura 23F) em algumas dareas, quando comparados aos pelos controle nos quais a
polarizagdo era uniforme.

No experimento realizado com o Bovino 16 foi demonstrado que nos cinco primeiros
dias do experimento a taxa de crescimento dos pelos foi de aproximadamente 0,6 mm/dia
(totalizando 3mm de pélo que cresceu apods o inicio da administragdo do cogumelo) e que a
partir do 5° dia os pelos eram arrancados facilmente ao ser efetuada uma leve tragdo. Nesta
etapa, notou-se que nas hastes pilosas havia apenas fragmentos de BRI aderidos. Nos dias 10
e 15 as medidas do comprimento dos pelos permaneceram inalteradas e neste periodo os
fragmentos de BRI aderidos as hastes se tornaram mais escassos ou ausentes.

O exame da cuticula pilosa do Bovino 16, através da técnica de microscopia eletronica
de transmissdo com o uso da técnica de Swift, revelou marcada modificagdo na morfologia da
exocuticula, porém, as alteracdes foram minimas ou ausentes na camada A da exocuticula.
Foi observada irregularidade da exocuticula e inclusdes anormais de cistina no interior da

endocuticula (Figuras 24A e B).
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Figura 8 — A) Espécimes de Ramaria flavo-brunnescens encontradas no solo de bosque de eucalipto
(propriedade onde ocorreu o surto B). B) Superficie dorsal, lingua; Bovino 8. Observa-se que hd uma area
ulcerada e deprimida e que ndo ha papilas filiformes. C) Es6fago; Bovino 5. A mucosa esofagica apresenta
ulceras lineares multifocais. D) Cauda; Bovino 2. Ha auséncia de pelos da vassoura da cauda.
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Figura 9 — Papila filiforme lingual. A) Papila normal, Bovino 10 (controle). Hematoxilina-eosina (HE), obj. 20x.
B) Papila atenuada, Bovino 6, HE, obj. 20x.

Figura 10 — Papila filiforme lingual. A) Papila normal, Bovino 10 (controle). Observa-se que a porgdo central da
papila é corada de amarelo-brilhante, Tricromico de Masson, obj. 20x. B) Papila atenuada, Bovino 6. A papila é
menor, corada de amarelo menos intenso e ha areas centrais coradas em vermelho. Tricrdmico de Masson (com
acido picrico), obj. 20x. C) Papila degenerada, Bovino 13. Observa-se alteragdo na morfologia (vacuolizagdo
citoplasmatica) e organizagdo dos ceratindcitos da papila. Na area central, restam apenas pequenas areas
amarelo-claras, Tricromico de Masson, obj. 20x.
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Figura 11 — Papila filiforme lingual. A) Papila normal, Bovino 10 (controle). Observa-se que a papila € corada de
rosa-forte, Oxidagdo seletiva da ceratina (OSC), obj. 20x. B) Resquicio de papila, Bovino 8. Observa-se que

permanece apenas o resquicio da estrutura que é corada de rosa-claro, OSC, obj. 20x.
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Figura 12— Superficie dorsal da lingua. A) Observa-se area difusa de ulceragdo, Bovino 2, Hematoxilina-eosina
(HE), obj. 20x. B) Tecido fibrovascular subjacente a regido parcialmente ulcerada da superficie dorsal da lingua,
Bovino 9. Observa-se grande quantidade de tecido conjuntivo rico em fibras de colageno (coradas em azul) e
numeroso vasos neoformados (em vermelho), Tricrdmico de Masson, obj. 40x. C) Epitélio dorsal, lingua,
Bovino 6. Observa-se area de re-epitelizagdo caracterizada por um fino epitélio que recobre area de tecido
fibrovascular, HE, obj. 4x.
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Figura 13— Epitélio dorsal lingual, Bovino 6, Hematoxilina-eosina. A) Ha projecdes irregulares do epitélio para a
lamina prépria com ninhos desconectados do epitélio (seta). Obj. 10x. B) Observa-se perda da orientagdo normal
dos ceratindcitos e formagdes concéntricas. Obj. 40x. C) Formagdo de ceratina lamelar concéntrica. Obj. 20x. D)
Observa-se ceratinocitos circundados por halo claro, com citoplasma fortemente eosinofilico e niicleo pequeno e
hipercromatico (seta). Obj. 40x.



Figura 14 — Epitélio esofagico. Hematoxilina-eosina (HE). A) Epitélio normal, Bovino 10 (controle). Obj. 20x.
B) Redugdo expressiva da espessura epitelial, Bovino 6. Obj. 20x. C) Ulceragdo acentuada, Bovino 4. Obj. 40x.
D) Epitélio (re-epitelizagdo) recobrindo area de tecido fibrovascular, Bovino 5. Obj.40x. E) Projecdes irregulares

do epitélio para a ldmina propria, Bovino 3. Obj. 20x. F) Epitélio com ceratin6citos com morfologia alterada e
vacuolizagdo subcorneal, Bovino 6. Obj. 40x.
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Figura 15 — Regifo laminar do casco. Hematoxilina-eosina (HE). A) Casco normal, Bovino 11 (controle). Obj.
20 x. B) Fusdo do topo das laminas epidérmicas, Bovino 6. Obj. 10x. C) Encurtamento (*) e maior nimero de
camadas de células ndo-ceratinizadas no topo das laminas (seta), Bovino 4. Obj. 20x. D) Vacuolizacdo de
ceratindcitos e acimulos intracitoplasmaticos eosinofilicos (seta), Bovino 6. Obj. 40x.
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Figura 16 — Regido laminar do casco. Hematoxilina-eosina (HE). A) Casco normal com ceratinizagdo laminar
central homogénea, Bovino 11 (controle). Obj. 10x. B) Desorganizacdo na disposi¢do dos ceratindcitos no
epitélio laminar. H4 varias camadas de ceratindcitos, muitos deles vacuolizados, auséncia da ceratinizagdo ab-
rupta do centro da lamina e persisténcia de nucleos na ceratina laminar (seta), Bovino 1. Obj. 20x. C)

Ceratinizagdo individual de células (seta), Bovino 5. Obj. 40x.
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Figura 17— Regido laminar do casco. Tricromico de Masson. A) Epitélio laminar normal, Bovino 11 (controle).
Observa-se a ceratina laminar continua corada em amarelo. Obj. 20x. B) Fragmentos de ceratina laminar sdo
observados em amarelo, Bovino, 1. Obj. 20x.
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Figura 18 — Regido laminar do casco. Técnica da oxidagdo seletiva da ceratina (OSC). A) Ceratina laminar
normal, Bovino 11 (controle). A ceratina é corada homogeneamente de rosa-forte. Obj. 20x. B) Ceratina laminar
defeituosa, Bovino 5. A ceratina é corada de rosa-claro. Obj. 20x.
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Figura 19 — Foliculos pilosos da pele da regido da vassoura da cauda. A) Foliculo piloso e pelo normais, Bovino
12 (controle). Hematoxilina-eosina (HE), obj 20x. B) Foliculo piloso com contornos internos e externos
irregulares, Bovino 9. HE Obj. 20x. C) Ha desorganizagdo das células da bainha radicular externa e
espessamento da bainha radicular fibrosa (seta), Bovino 9. Tricrdmico de Masson, obj. 20x. D) Espessamento da
bainha radicular externa. H4 numerosos ceratinécitos disceratéticos (seta) na bainha radicular externa e haste
pilosa desintegrada na area central, Bovino 9. HE, Obj 20x.
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Figura 20 — Foliculos pilosos da pele da regido da vassoura da cauda. Hematoxilina-eosina (HE). A) Foliculo
piloso e pelo normais, Bovino 12 (controle). Obj. 10x. B) Foliculo com bainha radicular interna (BRI)
desintegrada. Ha um pelo degenerado no centro do foliculo (seta), Bovino 1. Obj. 20x. C) BRI de foliculo piloso
normal em maior detalhe, Bovino 12 (controle). Obj. 40x. D) BRI degenerada (seta) e desprendimento da bainha
radicular externa, Bovino 1. Obj. 40x.
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Figura 21 — Pelos da pele da regido da vassoura da cauda. A) Foliculo piloso e pelo normais, Bovino 12
(controle). Hematoxilina-eosina (HE), obj. 20x. B) Pelo com contorno irregular, Bovino 13. HE, obj. 20x. C,D e
E) Pelos com contornos irregulares, extremamente tortuosos e desintegrados, Bovino 8, HE, obj. 40x, 20x e 20x
respectivamente. F) Alteragdo pilosa acentuada. Apenas um pequeno fragmento de pelo degenerado esta corado
em amarelo. Tricromico de Masson, obj. 40x.
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Figura 22 — Foliculos pilosos e pelos da pele da regido da vassoura da cauda. Técnica da oxidagdo seletiva da
ceratina (OSC). A) Corte longitudinal de pelo normal, Bovino 12 (controle). O pelo é homogeneamente corado
de rosa-forte. Obj. 20x. B) Corte longitudinal de pelo, Bovino 8. O pelo é degenerado e apenas algumas por¢des
sdo coradas de rosa-claro. Obj, 20x. C) Corte transversal de pelo normal, Bovino 12 (controle). O pelo ¢é
homogeneamente corado de rosa-forte. Obj, 40x. Corte transversal de pelo, Bovino 8. Ha restos de pelo corados
de rosa claro. Obj. 20x.
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Figura 23 — Alteragdes nas hastes pilosas de bovinos intoxicados por R. flavo-brunnescens. Exame
polaroscopico. Obj. 20x. A) Haste pilosa normal do Bovino 16 no dia 0. Observa-se que a haste tem contornos e
diametro regulares; além disso, ha uma variacdo gradual nas cores. B) Haste pilosa com area achatada sem
polarizag@o. Bovino 7. C) Haste pilosa tortuosa e ondulada. Bovino 16, dia 5. D) Haste pilosa com torgdo
longitudinal do eixo. Bovino 16, dia 5. E) Haste pilosa com polarizagao irregular; nota-se um segmento escuro e
opaco. Bovino 16, dia 10. F) Haste pilosa com polarizacdo ausente em segmento extenso. Bovino 16, dia 10.
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Figura 24 - Fotomicrografia eletronica das células cuticulares pilosas dos pelos da vassoura da cauda do Bovino
16 intoxicado experimentalmente por Ramaria flavo-brunnescens. A) Dia 0. As células cuticulares ndo
apresentam alteragdes. Aumento de 30.000 x. B) Dia 15. Observa-se acentuada irregularidade da exocuticula

(cabega de seta), com inclusdes cistina-positivas, arredondadas ou irregulares (seta) na endocuticula. Aumento
de 37.500 x.



4.2 Discussao

Alguns estudos tém descrito as alteragdes macroscopicas e microscopicas na
intoxicacdo por Ramaria flavo-brunnescens em animais domésticos, porém poucos trabalhos
tiveram também como objetivo investigar (KOMMERS; SANTOS, 1995; SALLIS et al.,
2000; SCHONS et al., 2007) ou discutir (BARROS et al., 2006) a patogénese das lesdes.

Neste estudo, a patogénese da intoxicacdo foi investigada através da revisdo de casos
espontdneos e experimentais pela histopatologia e por métodos auxiliares na avaliagdo de
defeitos da ceratinizagdo na lingua, esofago, casco e cauda. Nos tecidos examinados foram
observados diferentes graus e estagios de lesdes, o que ¢ especialmente util quando se tem o
objetivo de tragar a dindmica das alteragdes provocadas por R. flavo-brunnescens. Nos
bovinos intoxicados experimentalmente, as lesdes foram mais brandas, quando comparadas as
presentes nos casos espontaneos. Observacdo semelhante havia sido feita anteriormente
(KOMMERS; SANTOS, 1995). Explicacdes para esta diferenca na intensidade das lesdes
estdo provavelmente relacionadas com as caracteristicas de termolabilidade e volatilidade
relatadas para o principio toxico (BAUER et al., 1966; FIDALGO; FIDALGO, 1970;
KOMMERS, 1993; SALLIS et al., 2004). Foram observadas variagdes na toxicidade do
cogumelo em diferentes anos nos mesmos locais (SALLIS et al., 2000), bem como diferencas
na toxicidade do cogumelo apo6s periodos intensamente chuvosos. Possiveis diferencas na
suscetibilidade individual dos animais intoxicados também tém sido aventadas (SCHONS et
al., 2007).

Na lingua, a grande maioria das lesdes histopatologicas observadas demonstrou
defeitos na ceratinizag@o tais como desaparecimento das papilas filiformes, adelgagamento,
estratificacdo irregular, ceratinizacdo lamelar focal e ceratinizagdo individual de células
(disceratose) no epitélio de revestimento dorsal.

As alteragdes relacionadas a ceratinizagdo das papilas filiformes da lingua dos bovinos
deste estudo, estruturas que normalmente sofrem ceratinizagdo dura (BANKS, 1991),
puderam ser melhor observadas através da técnica do Tricromico de Masson. Ao utilizar a
técnica do Tricromico de Masson nas linguas controle deste estudo, observou-se que a
ceratina mole corava em vermelho e que a ceratina dura das papilas filiformes corava em
amarelo. A mesma coloracdo amarela foi observada na ceratina dura do casco e nos pelos da

cauda dos bovinos controles. Desta forma, além de ter sido uma ferramenta muito 1til para
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diferenciar os tipos de ceratina, os defeitos na ceratiniza¢do dura também puderam ser melhor
caracterizados. A coloragdo amarela das estruturas que sofrem ceratinizagdo dura estd
provavelmente relacionada com a presenca do &cido picrico no protocolo de Tricromico de
Masson utilizado, pois as substincias cornificadas demonstram grande afinidade por esse
acido (FERNANDES, 1949). E importante lembrar que nem sempre o acido picrico esta
presente nas variagdes da técnica do Tricrdmico de Masson, sendo somente descrita a ceratina
como corada em vermelho por esta técnica, quando o 4cido picrico ndo estava presente entre
os reagentes dos protocolos (BEHMER et al., 1976; PROPHET et al., 1992). Com o uso desta
técnica ficou evidente que nas papilas filiformes remanescentes ha desestruturagdo e menor
quantidade de ceratina dura.

Quando a técnica da oxidacdo seletiva da ceratina (OSC), a qual revela o contetdo de
cistina, principalmente na ceratina dura onde este ¢ maior (PEARSE, 1951; LILIIE;
BANGLE, 1954), foi aplicada as papilas filiformes linguais, a intensidade da coloragao foi
muito fraca, ficando evidente que hd um baixo contelido de cistina na ceratina dura das
papilas filiformes dos bovinos intoxicados.

Quanto a espessura epitelial, houve reducdo em todas as linguas e es6fagos analisados,
no entanto essa reducdo foi mais marcada nos bovinos intoxicados espontaneamente, quando
comparada aos bovinos intoxicados experimentalmente neste estudo. O adelgacamento na
espessura do epitélio lingual havia sido descrito na intoxicacao espontanea (BARROS et al.,
2006) e na experimental (KOMMERS; SANTOS, 1995; SCHONS et al., 2007). Entretanto, o
adelgacamento na espessura do epitélio esofagico, visto em todos os bovinos deste estudo,
ndo havia sido relatado na literatura consultada. Chamou a atencdo o fato de que a redugdo na
espessura do epitélio foi mais dramatica nas areas adjacentes as Ulceras, especialmente no
epitélio lingual. O atrito ao epitélio lesado e a infeccdo bacteriana secundaria possivelmente
contribuem para o desenvolvimento das ulceras.

Algumas explicagdes tém sido propostas para justificar o adelgacamento epitelial
lingual. Por um lado pensou-se na possibilidade de uma interferéncia na multiplicacdo dos
ceratinocitos linguais (KOMMERS; SANTOS, 1995). A base para esta possibilidade seria
que andlises do ciclo celular revelaram que a cist(e)ina estimula a proliferacao celular em
varias células (BOURNE, 1960; NODA et al., 2002). Como acredita-se que haja interferéncia
no metabolismo deste aminoacido na intoxicagdo por R. flavo-brunnescens (KOMMERS;
SANTOS, 1995), como serd discutido posteriormente, essa possibilidade permanece
plausivel. Schons et al. (2007) tentaram confirmar esta teoria através de imunomarcagdo com

Ki-67 (uma proteina que detecta células em proliferagdo), porém seus resultados foram
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inconclusivos devido ao reduzido numero de amostras analisadas. Por outro lado foi discutida
também a possibilidade de que haveria um marcado desgaste epitelial relacionado as
alteracdes degenerativas observadas no epitélio dorsal da lingua (SCHONS et al., 2007). Essa
hipotese, também plausivel, estd baseada em achados de microscopia eletronica (BARROS,
2005; SCHONS et al., 2007), nos quais observou-se diminui¢do nos tonofilamentos dos
ceratinocitos da camada espinhosa, talvez contribuindo para o aumento dos espagos
intercelulares, facilitando uma diminui¢do da adesdo entre os ceratindcitos com posterior
desprendimento dos mesmos (SCHONS et al., 2007).

O tipo de avaliagdo morfologica realizada neste estudo confirmou a ocorréncia do
adelgagamento epitelial lingual, porém ndo contribuiu para determinar sua origem. Alteracdes
como estratificagao irregular do epitélio associadas a ceratinizacdo individual de células ou de
pequenos grupos de ceratindcitos no epitélio oral podem indicar disturbios na maturacio
celular (MORGAN, 1992). Da mesma forma, a presenca de grande nimero de ceratindcitos
disceratdticos também ¢ associada a alteragdes no processo de ceratinizagdo, uma vez que €
um achado indicativo de defeito na diferenciagdo epitelial (YAGER; WILCOCK, 1994).

Na intoxica¢do espontinea pelo cogumelo, tem sido relatada a hiperemia do rodete
corondrio, podendo ocorrer perda do revestimento cérneo dos cascos (SANTOS, 1993). Nos
casos experimentais as lesdes macroscopicas geralmente limitaram-se a hiperemia do rodete
coronario (KOMMERS; SANTOS, 1995) ou nao havia alteragoes (SCHONS, et al., 2007).
Nos cascos dos bovinos aqui estudados havia somente alteragdes histologicas, observadas no
estrato laminar. Estas caracterizavam-se por graus variaveis de fusdo, encurtamento, multiplas
camadas de células ndo-ceratinizadas no topo, ceratinizagdo irregular e descontinua com
persisténcia de nucleos, ceratinizagdo individual e vacuolizagdo de ceratindcitos das laminas
epidérmicas. Todas estas alteragdes revelam defeitos na ceratinizagdo, os quais foram
confirmados pelas técnicas de Tricromico de Masson e OSC, conforme discutido para a
lingua.

Uma das alteracdes mais consistentemente observadas tanto nos casos espontaneos
(BARROS et al., 2006) como nos experimentais foi o afrouxamento e queda dos pelos da
vassoura da cauda (KOMMERS; SANTOS, 1995; SCHONS et al., 2007), constituindo-se
num dos achados mais caracteristicos desta intoxicagdo. Lesdes semelhantes as da intoxica¢ao
pelo cogumelo, principalmente as que envolvem a cauda e o casco, foram descritas na
intoxicacdo cronica por selénio (alkali disease) em bovinos (O’TOOLE; RAISBECK, 1995).
As lesdes descritas no bulbo de bovinos intoxicados pelo cogumelo (BARROS et al., 2006)

assemelham-se as relatadas na medula espinhal de suinos (CASTEEL, et al., 1985). Nas
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andlises publicadas até o momento, ndo foram observados niveis toxicos de selénio no
cogumelo (FREITAS et al., 1966) nem em tecidos de animais intoxicados (BAUER et al.,
1966). Vale salientar que essas analises do conteudo de selénio foram realizadas ha mais de
40 anos.

Em secdes histologicas da regido da vassoura da cauda dos bovinos deste estudo, as
alteragcdes puderam ser divididas, em lesdes na parede folicular (bainhas radicular externa
[BRE] e interna [BRI]) e naquelas que envolveram os pelos propriamente ditos. As altera¢des
observadas no epitélio folicular, como desorganizacio e desalinhamento das células da BRE,
a semelhanca do que ¢ visto no epitélio lingual, podem indicar distirbios na maturagdo celular
(MORGAN, 1992). Da mesma forma, a presenca de grande numero de células disceratoticas
indica defeito na diferenciacdo epitelial (MARUYAMA et al., 1994). Alteragdes foliculares
(telogenizagdo, ceratinizagdo, disceratose) semelhantes as descritas nos bovinos deste estudo
também foram relatadas na alkali disease (AD) em bovinos (O’TOOLE; RAISBECK, 1995).
Na patogénese proposta para a AD, devido a semelhanga quimica entre o selénio (Se) e o
enxofre (S), acredita-se que as lesdes epiteliais resultem da substituicdo do S pelo Se nos
residuos de cisteina nas proteinas ricas em enxofre, com conseqiiente enfraquecimento das
ligacdes dissulfeto (TRAUB-DARGATZ et al., 1986; O’'TOOLE; RAISBECK, 1995).

Numa analise comparativa das lesdes foliculares com as pilosas, observaram-se
indicios de que as duas se sobrepde, de forma que as alteragdes na morfologia do pelo possam
ser resultantes tanto de defeitos no proprio pelo quanto decorrentes de uma parede folicular
defeituosa, que modela em seu interior um pelo deformado. Numa altera¢do rara em humanos
conhecida como pili torti, irregularidades da estrutura da BRE podem ter como consequéncias
deformidades sequenciais da BRI e do pelo, que dependendo do nivel folicular ndo estdo
totalmente ceratinizados (MARUYAMA et al.; 1994).

Nas secdes histologicas, as principais alteracdes nas hastes pilosas demonstraram
contornos irregulares, tortuosidade e desintegracdo da haste. Nas hastes pilosas desintegradas
foi possivel identificar, pela técnica do Tricromico de Masson, somente fragmentos de hastes
pilosas coradas em amarelo, indicando ceratinizagdo dura defeituosa. Pela técnica da OSC,
observou-se reducdo expressiva na coloragdo das hastes, confirmando a redugdo na
quantidade de cistina, como descrita para as papilas filiformes e para as ldminas epidérmicas
do casco.

O exame polaroscopico tem sido utilizado para identificar importantes alteragcdes nas
hastes pilosas, especialmente em doengas de humanos (ITIN et al., 2001; SPERLING;
DiGIOVANNA, 2003). Vale salientar que na grande maioria destas doengas toda a haste
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pilosa estd afetada, pois muitas delas refletem defeitos congénitos no processo de
ceratinizagdo. Para investigar possiveis defeitos na haste pilosa de bovinos intoxicados por R.
flavo-brunnescens fez-se necessario determinar a taxa aproximada de crescimento diario das
hastes pilosas, especialmente em torno do quinto dia de intoxica¢do, quando ¢ melhor
detectado o afrouxamento dos pelos longos da vassoura da cauda (KOMMERS; SANTOS,
1995; SCHONS et al., 2007). Através do tingimento dos pelos da vassoura da cauda pode-se
determinar que cerca de 3mm de pelo cresceram apds a administragdo do cogumelo, dando
uma indicacdo de que as alteracdes observadas nesta porcdo estariam sob influéncia dos
principios toxicos do mesmo. Isto permitiu ndo somente a avaliacdo da area afetada através do
exame polaroscopico dos pelos do Bovino 16, como dos pelos de varios bovinos intoxicados
espontaneamente. E importante salientar que houve parada do crescimento dos pelos entre o
5° e 15° dias do experimento com o Bovino 16, talvez refletindo a deficiéncia de cistina na
replicagdo das células da matriz pilosa (NODA et al., 2002), como discutido para a lingua.

O exame polaroscopico dos pelos (colhidos no exame clinico ou na necropsia)
permitiu uma boa identificagdo das alteragcdes morfologicas e, adicionalmente, das alteragdes
no padrao de birrefringéncia dos pelos. Muitas alteracdes morfoldgicas observadas nos pelos
dos bovinos deste estudo foram semelhantes a condi¢des que envolvem algum tipo de defeito
relacionado a ceratinizagdo descrita em humanos. Dentre elas destacam-se ondulagdo,
achatamento ¢ torcdo de hastes (MASAAKI et al., 1984; MARUYAMA ect al.; 1994;
PEREIRA, 1997; WEEDON, 2002; WHITING; DY, 2006).

O pelo normal tem fibras ceratinizadas paralelas ao longo da haste e quando
examinado sob luz polarizada mostra variagdo gradual de cores ao longo de todo o seu
comprimento (SPERLING; DiGIOVANNA, 2003). Cabelos de pacientes humanos com
tricotiodistrofia (TTD), uma doenga congénita na qual ha quantidade reduzida de proteinas
ricas em cistina, causando fraqueza estrutural da haste pilosa, exibem bandas escuras e claras,
alternadas ao longo de toda a haste no exame polaroscopico (ITIN et al., 2001). Nao se sabe
se esse fendmeno ocorre devido a formag¢dao anormal das fibras de ceratina ou se os
tonofilamentos estdo alinhados em padrao anormal (SPERLING; DiGIOVANNA, 2003).

Nos pelos dos bovinos intoxicados por R. flavo-brunnescens as alteragdes no padrdo
de birrefringéncia (segmentos com auséncia de polarizacdo) sdo observadas nas areas
suprabulbares, correspondendo a por¢do do pelo que cresceu sob influéncia do principio
toxico do cogumelo, e provavelmente refletem a reducdo do aminodcido cistina detectada nos

pelos pela técnica da OSC nas secdes histologicas da cauda.
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O exame da cuticula pilosa do Bovino 16, através da microscopia eletronica de
transmissdao com o uso da técnica de Swift, revelou marcada modificagdo na morfologia da
exocuticula, porém, as alteracdes foram minimas ou ausentes na camada A da exocuticula.
Foi observada irregularidade da exocuticula e inclusdes anormais de cistina no interior da
endocuticula. A técnica de Swift (metenamina-nitrato de prata amoniacal), sob microscopia
eletronica de transmissdo, ¢ considerada como um método histoquimico especifico para a
detec¢do do S presente no aminoacido cistina, havendo uma correlagdo estequiométrica
positiva entre a intensidade da coloragdo e a concentragdo de S presente (SWIFT, 1967). Na
cuticula de cabelos tricotiodistoficos, as camadas A e a exocuticula podem estar ausentes ou
descontinuas e globulos de material eletrodenso (inclusdes cistina-positivas anormais) podem
ser identificados na camada A ¢ no interior da endocuticula (GUMMER et al., 1984;
KHUMALDO et al., 2005), como vistas na endocuticula do Bovino 16. Apesar de ndo terem
sido observadas alteragdes na camada A da exocuticula no Bovino 16, as demais alteragdes
sdo muito semelhantes as vistas na TTD, permitindo mais uma vez inferir que as alteragdes
pilosas vistas na intoxicacdo pelo cogumelo estdo relacionadas a um baixo conteudo de
cistina.

Em todos os tecidos avaliados ndo foram observadas lesdes que corroborem com a
patogénese proposta para a intoxicacdo por Ramaria flavo-brunnescens em ovinos, onde a
doenga foi comparada ao ergotismo (SALLIS et al., 2000).

Todas as alteragdes observadas nas estruturas ceratinizadas estudadas, mas
especialmente nas que sofrem ceratinizagdo dura, revelaram multiplos defeitos na
ceratinizagdo. Aliando ao estudo morfoldgico os resultados obtidos através da técnica da OSC
e da microscopia eletronica/técnica de Swift pode-se associar os defeitos na ceratinizagdo a
uma reducdo na quantidade de aminodcidos sulfurados (cisteina/cistina) com resultante

enfraquecimento da estrutura molecular da ceratina dura.



5 CONCLUSOES

1. A patogénese das lesdes epiteliais na intoxicacdo por Ramaria flavo-brunnescens em
bovinos envolve distirbios na ceratinizagdo mole e dura (principalmente), ligados
possivelmente a proliferacdo, diferenciacdo e maturagdo de ceratinocitos, induzidos por

marcada redugdo na cistina.

2. As ulceracdes observadas na lingua e es6fago devem-se ao epiteliotropismo do
principio téxico do cogumelo, com conseqiiente adelgacamento do epitélio de

revestimento e ulceragdes pelo atrito e infec¢do bacteriana secundéria.
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Apéndice A — Oxidacao seletiva da ceratina (OSC) solucio oxidante de
acido peracético (LILLIE & BANGLE, 1954).

1) A 259 ml de perdxido de hidrogénio a 30% adicionar 95,6 ml de acido acético glacial
2) Adicionar, a mistura, 2,2 ml de acido sulfurico concentrado

3) Deixar a solucdo na geladeira por 24 h.

4) Ap6s, acrescentar 40 mg de fosfato dissddico (Na,HPO,)

5) A solugdo deve ser mantida sob refrigeracdo e permanece estavel por algumas semanas.
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Apéndice B — Técnica de Swift para demonstracao de cistina em se¢oes
transversais de pelo (SWIFT, 1967)

1) Desengordurar os pelos em éter etilico por 24 horas.

2) Desidratar em etanol e embeber em resina Epoxi.

3) Secdes transversais de, aproximadamente 50-100 nm de espessura devem ser colhidas em
grade de ouro.

4) Colocar as grades em placa de Petri, cobrir com o reagente (APENDICE C), e colocar sob
luz, em estufa a 45°C.

5) Ap6s 30 minutos lavar as grades em 4gua destilada.

6) Observar em microscopio eletronico de transmissao.
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Apéndice C - Reagente metenamina-nitrato de prata

1) Solugdo A: 5 ml de nitrato de prata a 5% adicionados a 100 ml de hexametilenotetramina
(metenamina) a 3%.
2) Solugdo B: 10 ml de acido borico a 1,44% adicionados a 100 ml de borax a 1,9%.
3) Solugdo de trabalho: 25 ml de solugdao A
5 ml da solugdo B
25 ml de agua destilada

O reagente completo tem um pH de 9,2 e pode ser estocado por uma semana, em refrigerador

a 0°C.



