UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS RURAIS ]
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA VETERINARIA

INTOXICACAO POR Ramaria flavo-brunnescens
(CLAVARIACEAE)

DISSERTACAO DE MESTRADO

Ricardo Rocha de Barros

Santa Maria, RS, Brasil
2005



INTOXICACAO POR Ramaria flavo-brunnescens
(CLAVARIACEAE)

por

Ricardo Rocha de Barros

Dissertacao apresentada ao Curso de Mestrado do Programa de
Pos-Graduacdo em Medicina Veterinaria, Area de Concentracdo em
Patologia Veterinaria, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, RS), como
requisito parcial para obten¢ao do grau de
Mestre em Medicina Veterinaria.

Orientador: Prof. Luiz Francisco Irigoyen Conrado

Santa Maria, RS, Brasil
2005



Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias Rurais
Programa de Pos-graduacido em Medicina Veterinaria

A Comissao Examinadora, abaixo assinada,
aprova a Dissertagao de Mestrado

INTOXICACAO POR Ramaria flavo-brunnescens
(CLAVARIACEAE)

elaborada por
Ricardo Rocha de Barros

como requisito parcial para obtengdo do grau de
Mestre em Medicina Veterinaria

COMISSAO EXAMINADORA:

Luiz Francisco Irigoyen Conrado, PhD
(Presidente/Orientador)

Ana Lucia Schild, Dr. (UFPEL)

Glaucia Denise Kommers, PhD (UFSM)

Santa Maria, 20 de dezembro de 2005.



RESUMO

Disserta¢ao de Mestrado
Programa de P6s-graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

INTOXICACAO POR Ramaria flavo-brunnescens
(CLAVARIACEAE)

AUTOR: Ricardo Rocha de Barros
ORIENTADOR: Luiz Francisco Irigoyen Conrado
Data ¢ Local da Defesa: Santa Maria, 20 de dezembro de 2005.

Dois surtos de intoxicacao pelo cogumelo Ramaria flavo-brunnescens sao relatados em bovinos de
duas fazendas localizadas nos municipios de Santa Maria e Sao Gabriel, no Rio Grande do Sul, no
periodo de abril-maio de 2005. De um total de 180 bovinos de sobreano que tiveram acesso a bosques
de eucaliptos, 19 adoeceram e 10 morreram. A evolucdo clinica foi de 8-15 dias e os sinais clinicos
incluiam depressdo, perda de peso, desidratagdo, salivagdo excessiva, afrouxamento e perda dos pélos
longos da cauda, alisamento da superficie dorsal da lingua com ocasional ulceragdo, afrouxamento do
estojo corneo dos chifres, fezes em forma de cibalos e recobertas por pelicula de muco, hipopion,
hifema e opacidade da coérnea. Dois novilhos tinham leucocitose devido a leve desvio regenerativo a
esquerda. Os achados de necropsia confirmaram as observagdes clinicas e adicionalmente incluiam
esofagite fibrinonecroética, principalmente no terco distal do es6fago. Alteragdes histopatologicas na
pele da cauda incluiam hiperqueratose ortoqueratotica, foliculos pilosos com contornos irregulares,
espessamento da camada de queratina tricolemal e formacdo ocasional de tampdes de queratina;
degeneracdo e necrose da bainha radicular externa também era observada. Nos cascos havia
hemorragia, fibrina e infiltrado neutrofilico nas laminas dérmicas, hiperplasia do topo das laminas
epidérmicas com queratinizacdo irregular e retencdo dos nucleos; varias ldminas epidérmicas estavam
encurtadas e fundidas. Na mucosa da lingua o epitélio de revestimento estava adelgagado, com atrofia
e perda das papilas filiformes e havia areas multifocais de disqueratose e espongiose das células da
camada basal. Em algumas por¢des havia perda do epitélio e a superficie da lingua era formada por
tecido de granulagdo e infiltrado inflamatério misto. A mucosa esofagica de seis novilhos apresentava
varios graus de necrose epitelial e inflamagao. A perda do epitélio de revestimento revelava uma area
subjacente de tecido de granulagdo com marcado infiltrado inflamatério predominantemente
neutrofilico e macrofagico. Em seis novilhos, o bulbo, na altura do 6bex, apresentava areas focais
bilaterais e simétricas de malacia que afetava a substancia branca e partes do nucleo dorsal do vago e
do nucleo hipoglosso. Ultra-estruturalmente, os queratinocitos do epitélio da superficie dorsal da
lingua apresentavam diminui¢do do nimero de feixes de filamentos de citoqueratina. Sdo discutidos a
epidemiologia, os sinais clinicos, a patologia e a patogénese da intoxicacao por R. flavo-brunnescens
em bovinos. Adicionalmente um caso de intoxicag@o por R. flavo-brunnescens ¢ relatado em eqiiino.

Palavras-chave: intoxicacdo por cogumelo, Ramaria flavo-brunnescens, Clavariaceae, distirbio da
queratinizagdo, encefalomalacia focal simétrica, doencas de bovinos, doengas de eqiiinos, patologia.



ABSTRACT

MS Dissertation in Veterinary Medicine
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POISONING BY Ramaria flavo-brunnescens
(CLAVARIACEAE)

AUTHOR: Ricardo Rocha de Barros
ADVISER: Luiz Francisco Irigoyen Conrado
Santa Maria, December 20, 2005

Two oubreaks of poisoning by the mushroom Ramaria flavo-brunnescens are reported in cattle
from two farms located in the municipalities of Santa Maria and Sao Gabriel, state of Rio Grande do
Sul, Brazil during April-May 2005. Out of a total of 180 yearling calves that had access to a pasture
with eucalyptus woods, 19 were affected and 10 died. The clinical courses were 8-15 days and clinical
signs included depression, weight loss, dehydration, drooling, loosening and loss of the long hairs of
the tip of the tail, smoothening of the dorsal surface of the tongue with occasional ulceration,
loosening of the corneal encasement of horns, hard and ball-shaped feces covered with a film of
mucous, hypopion, hyphema and corneal opacity. Two calves had leucocytosis due to mild
regenerative left shift. Nine calves were necropsied. Necropsy findings confirmed the clinical
observation and additionaly included fibrinonecrotic esophagitis, mainly in the distal third of the
esophageal mucosa. Histopathological changes in the skin of the tail included orthokeratotic
hyperkeratosis; hair folicles with irregular contours, and thickening of the tricolemmal keratin layer
with occasional formation of keratin plugs, and degeneration and necrosis of the outer root sheath. At
the laminar region of the hooves, there was hemorrhage, fibrin and neutrophilic infiltrate in the dermal
laminae. hyperplasia of the top of epidermal laminae with irregular keratinization and retention of
nuclei; several epidermal laminae were shortened and fused. In the mucosa of the tongue there was
thinning of the covering epithelium, atrophy and loss of filiform papillae, multifocal areas of
dyskeratosis, and spongiosis of the basal cell layer. In some parts the epithelium was lost and the
surface consisted of granulation tissue and mixed inflammatory cell infiltrate. The esophageal
mucosae of six calves had varying degree of epithelial necrosis and inflammation. The loss of the
covering epithelium revealed an underneath area of granulation tissue with heavy inflammatory
infiltrate composed predominantly of neutrophils and macrophages. In six calves there were focal
symmetric bilateral areas of malacia observed at the level of obex in the medulla oblongata and
affecting the white matter and parts of the dorsal nucleus of the vagus and of the hypoglossal nucleus.
Ultrastructurally the keratinocytes of the dorsal epithelial surface of the tongue had decreased numbers
of cytokeratin filament bundles. The epidemiology, clinical signs, pathology, and pathogenesis of
poisoning by R. flavo-brunnescens in cattle are discussed. Additionally a case of R. flavo-brunnescens
poisoning in a horse is described.

Keywords: poisoning by mushroom, Ramaria flavo-brunnescens, Clavariaceae, keratinization defect,
focal symmetric encephalomalacia, diseases of cattle, diseases of horses, pathology.
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1 INTRODUCAO

O cogumelo Ramaria flavo-brunnescens, da familia Clavariaceae, cresce
exclusivamente em solos de matos de eucaliptos e sua ingestdo espontdnea causa doenga em
bovinos (BAUER et al. 1966; SANTOS et al., 1975; PASCHOAL et al., 1983; KOMMERS
& SANTOS, 1995), ovinos (RIET-CORREA et al., 1983) e, menos freqiientemente, bufalos
(ROZZA et al., 2004) e eqiiinos (GOMES, 1966; SANTOS et al., 1975; SANTOS, 1993). A
enfermidade ¢ relatada no Sul e Sudeste do Brasil, no Uruguai e na Argentina (TOKARNIA
et al., 2000). O cogumelo R. flavo-brunnescens somente vegeta em matos de eucalipto de
janeiro a junho, o que determinou o nome da enfermidade (“mal do eucalipto”) e sua
ocorréncia sazonal. No Uruguai, o acrénimo “bocopa” foi empregado para designar a doenca,
em razao das lesdes ocorrerem a boca, cola e patas (FREITAS et al., 1966) e, na Argentina, a
doenga ¢ conhecida como “mal de los eucaliptales” (ZURBRIGGEN et al., 1985).

Em 2005, dois surtos do mal do eucalipto foram diagnosticados pelo Laboratério de
Patologia Veterinaria (LPV) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) e um caso foi
observado em eqiiino. Apresentaremos aqui uma revisdo da literatura sobre a intoxicag¢do por
R. flavo-brunnescens para introduzir o trabalho (Barros R.R.., Irigoyen L.F., Kommers G.D.,
Rech R.R., Fighera R.A. & Barros C.S.L. 2006. Intoxicagdo por R. flavo-brunnescens
(Clavariaceae) em bovinos. Pesq. Vet. Bras. [no prelo]) que descreve os aspectos
epidemioldgicos, clinicos e anatomopatoldgicos desses dois surtos espontdneos de intoxicacao
por R. flavo-brunnescens em bovinos, incluindo a descricdo de lesdes de necrose focal
simétrica no tronco encefalico que ndo tinham ainda sido associadas a essa intoxicagao.
Adicionalmente serdo descritos os aspectos ultra-estruturais das lesdes epiteliais na lingua de

um bovino afetado e a descrigdo clinica sucinta do caso observado em eqiiino.



2 REVISAO DA LITERATURA
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A doenga conhecida como “mal do eucalipto” ¢ causada pela ingestdo do cogumelo
Ramaria flavo-brunnescens, que cresce em matos de eucaliptos e afeta principalmente
bovinos e outras espécies animais. Embora estudada com maior rigor cientifico nos tltimos
trinta ou quarenta anos, ¢ conhecida de longa data pelos homens do campo no Rio Grande do
Sul, sendo impossivel precisar desde quando, pois era registrada muitas vezes apenas pela
comunicacao oral.

Faremos uma revisdo comentada da literatura sobre o mal do eucalipto, incluindo
dados sobre sua epidemiologia, sinais clinicos, anatomia patologica e patogénese como forma
de introduzir a descri¢cao de dois surtos da doenca, observados em bovinos no outono de 2005,
nos municipios de Santa Maria e Sdo Gabriel, Rio Grande do Sul. Os resultados obtidos do
estudo desses dois surtos fazem parte desta Dissertagdo de Mestrado e foram enviados para
publicagdo (Barros et al. 2006). O manuscrito desse trabalho ¢ incluido apds essa revisdo. Esta
revisdo de literatura terd uma abordagem tipo timeline da doenca e sera comentada quando
necessario.

E interessante reproduzir na integra uma das referéncias escritas mais antigas sobre o
mal do eucalipto que conseguimos localizar. Ela faz parte do livro Fundacao e Evolugdo das
Estancias Serranas (Gomes 1966) que, por sua vez, transcreve as observacdes do Dr. Nicanor
Carlos Spreckelsen, veterinario de Tupancireta, Rio Grande do Sul. O que aparece em italico

sao inserc¢oes do autor.

Muitas e variadas opinides temos ouvido ¢ lido, a respeito da doenga que acomete
principalmente os bovinos, causando, as vezes, perdas elevadas e que se
convencionou denominar “o mal dos eucaliptos” ou “doenca dos eucaliptos”, dado o
seu aparecimento sempre coincidir com a existéncia de capdes de eucaliptos. Com o
intuito de esclarecer o assunto foram consultados varios técnicos, inclusive
estrangeiros, que tém emitido suas opinides, por vezes discordantes, mas unanimes
em reconhecer a ndo responsabilidade dos eucaliptos como causadores da doenga.
Em resposta a uma consulta formulada pelo Dr. Paulo Annes Gongalves, o Sr. C. W.
Strutt, do Department of Primary Industry, do Governo da Australia, informa que
naquele pais ndo se tem conhecimento de nenhuma espécie ou variedade de
eucalipto, que cause os sintomas apontados e lembra a possibilidade de que o mal
seja causado pelo envenenamento pelo “ergot”, fungo que ataca a semente do
Paspalum dilatatum. Caréncias de minerais também sdo responsabilizadas pelo mal.
Com o propdsito de juntar a nossa colaboragdo a de todos aqueles que vém se
preocupando com a elucidagdo deste problema, cujo prejuizo ja se faz sentir em
diversos municipios, nalguns casos com perdas consideraveis, daremos a
publicidade a opinido que formamos apds a observagdo de varios casos da doenca,
inclusive a realizacdo de diversas necropsias, cujos primeiros casos por nos
atendidos tém registro no ano de 1955. Em virtude da confusdo que se tem feito
entre ambas as doencas, 0 “ergot” que nds conhecemos por ergotismo e "o mal dos
eucaliptos", procuraremos fazer uma descricdo dos dois estados patologicos, de
forma a dirimir, a0 menos, o que existe de duvida quanto a ocorréncia de uma, ou de
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duas enfermidades distintas (segue-se uma descrigdo sob o titulo “mal dos
eucaliptos”, “doenca dos eucaliptos” ou “mal da cola”). Ha varios anos que se
constata, em diversos municipios do nosso Estado, uma doenga de bovinos,
inicialmente denominada “mal da cola” e mais tarde chamada de “doenca dos
eucaliptos” ou “mal dos eucaliptos”. A denominagdo inicial de mal da cola, se deve
ao fato de que, os animais atacados, perdem a vassoura da cauda, isto é, caem o0s
pélos longos. A coincidéncia do aparecimento do mal, com a existéncia de matos de
eucaliptos, foi que lhe valeu a denominacdo de “mal dos eucaliptos”. Ha
aproximadamente 20 anos, verificamos casos da enfermidade em eqiiinos, no
municipio de Tupanciretd, quando os proprietarios atribuiram-na ao fato dos animais
terem os pélos da cauda e crinas “roidos” por outros animais com o vicio de ‘roer a
cola’. Posteriormente, tomamos conhecimento da doenga em casos isolados e em
diversos pontos do municipio, até que, em 1955, fomos solicitados a verificar a
causa mortis de bovinos pertencentes ao Sr. Franklin Laureano de Brum, que na
ocasido perdeu oito bois, além dos que adoeceram apresentando varios estagios da
doenga e varios graus de intensidade, desde os casos mortais até os mais benignos.
Inicialmente, o proprietario suspeitou de casos de febre aftosa, dada a semelhanga
dos sintomas no seu periodo inicial. Pela necropsia de animais vitimados, que
efetuamos com o Dr. José Antonio U. Pereira Rego, suspeitamos de intoxicacao,
sem ser possivel precisar o toxico, afastando imediatamente a suspeita de febre
aftosa levantada pelo proprietario. Mais tarde, estudando o caso com o Dr. Severo
Sales de Barros, foi aventada a hipdtese de se tratar de intoxicagdo por selénio, dada
a constatagdo de lesdes, ao que nos pareciam, tipicamente causadas por tal
intoxicagdo. Foi verificada a coincidéncia do aparecimento da doenga com a
existéncia de capdes de eucaliptos ¢ o seu desaparecimento, quando os referidos
capoes eram cercados, tanto que esta pratica foi por nos recomendada para criadores
deste municipio (Tupanciretd), de Julio de Castilhos e de Cruz Alta. Esse detalhe se
nos afigura importante. Somos daqueles, que, como o Eng. Agr. Armando Tochetto,
acreditam que os “eucaliptos ndo tém culpa pela morte de gado bovino”, mas
desconfiamos de sua cumplicidade. Apds orientarmos as nossas suspeitas para a
intoxicagdo pelo selénio, as providéncias tomadas foram as de: a) pesquisar a
presenga do toxico em material colhido dos animais vitimados; b) efetuar o
levantamento da flora agrostologica dos locais onde se verificou a ocorréncia da
doenga; c) pesquisar a presenca do toxico no solo e plantas. Lamentavelmente, nada
obtivemos da Diretoria da Produg@o animal, a quem recorremos naquela ocasido.
Consultando o Dr. Severo Corréa de Barros, engenheiro de minas, fomos
informados que o solo dessa regido ndo apresenta aspecto selenifero, a ndo ser que o
metaldide se encontre em camadas profundas, o que vem corroborar com a nossa
suspeita de cumplicidade do eucalipto. Reconhecemos ¢ apregoamos mesmo, que o
laboratorio deveria dar a Gltima palavra, mas, como até hoje nada ha de positivo,
arriscamos emitir a nossa opinido, que representa a soma de todas as observagoes e
consultas que efetuamos em torno deste ja velho e insolavel “mal da cola”. Sabemos
da existéncia das denominadas “plantas conversoras”, isto €, das que sdo capazes de
retirar o selénio do solo, pois nem todas t€m essa mesma propriedade. Sabemos,
também, que varias espécies foram identificadas como conversoras, especialmente
nos Estados Unidos. Citamos, apenas como exemplo, que ¢ possivel reproduzir a
doenca em um terneiro, fazendo-o ingerir durante oito dias, 675 gramas de uma
Composta, Oonopsis condensata, quando proveniente de terreno selenifero. As
plantas sdo toxicas quando contém dez, ou mesmo cinco partes de selénio por
milhdo. Um fato interessante foi observado: ¢ o de que gréos (trigo, milho, etc.)
produzidos em solos seleniferos, contém o selénio ¢ podem ser toxicos para o
homem e para os animais. Os derivados destes grios, o pdo por exemplo, sdo
toxicos. Adubagdes com superfosfatos ou sulfato de amonia, quando ¢ utilizado o
acido sulfurico selenifero na sua obten¢ao, podem levar aos mesmos resultados. A
ocorréncia da doenga € verificada em determinadas épocas do ano e a seca, segundo
observacao geral, ¢ favoravel ao seu aparecimento e intensidade. Este fato e apenas
este, ¢ o que nos leva a acreditar na cumplicidade do eucalipto. Porque nos locais
onde aparece a doenca durante ou logo ap6s um periodo de seca, geralmente nada se
verifica em épocas normais? E, ainda, porque a presenga do eucalipto? Animamo-
nos a levantar a seguinte suspei¢do: o eucalipto, que emite raizes profundas, poderia,
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nos periodos de seca, absorvendo agua das camadas inferiores, trazer o selénio para
a superficie. Esse seria absorvido pelas “plantas conversoras” que, existindo nas
proximidades dos eucaliptos, seriam ingeridos pelo gado, e provocariam os
fendmenos toxicos. Os eucaliptos, no caso, estariam agindo apenas como
“elevadores”, isto ¢, carreando o toxico das camadas profundas do solo para a
superficie. Sob o titulo “Ainda a doenga do gado nos matos de eucaliptos”, o
Suplemento Rural do Correio do Povo, de 12/7/1963, reproduz as declaragdes feitas
pelo Dr. Manoel F. M. Teixeira ao Boletim da Cia. Riograndense de Adubos. O
renomado técnico faz uma apreciagdo judiciosa do que lhe foi dado observar, além
de uma descricdo dos sintomas da enfermidade. O Dr. Teixeira, com a
responsabilidade de técnico de merecimentos cientificos que realmente o €, ndo
precisou a etiologia da enfermidade, deixando-a pendente entre as trés hipdteses
mais provaveis: intoxicagdo por selénio; intoxicagdo por fungos parasitas de certos
pastos e, finalmente, caréncia mineral. Em realidade, o profissional experiente ndo
se deve antecipar a comprovacdo laboratorial, especialmente em casos dessa
natureza. Os sintomas constatados, nos casos que apreciamos em bovinos, sdo 0s
seguintes. Intoxicacdo aguda: dispnéia, timpanismo, cdlicas, prostragdo e morte.
Alguns animais apresentam sintomas que se confundem com (os da) a febre aftosa,
numa apreciacdo menos detida. Intoxicacdo cronica: inicialmente, sintomas que se
confundem com a febre aftosa - os animais babam abundantemente, claudicam e
adelgacam. Surge o caminhar errante, os membros anteriores enfraquecem, a visao
diminui. Posteriormente, o animal apresenta paralisia, dispnéia intensa, colicas e
cianose das mucosas. Os pélos longos caem ou se desprendem com facilidade. A
vassoura da cauda geralmente cai, permanecendo integra a cauda. Destacam-se
facilmente os pelos do prepucio e testa, o mesmo acontecendo com os chifres e
cascos. A mucosa nasal ¢ intensamente congestionada, cianosada e erosada. A
claudicag@o pode ser intensa e ¢ devida a erosdo das superficies articulares dos 0ssos
longos, as lesdes podais, ou a ambas e se manifesta por rigidez das articulagoes e
deformidade dos cascos, que apresentam sulco circular que, nos casos leves,
permanece como uma ranhura superficial. Nos casos graves os bovinos podem
perder os cascos, ou, mais comumente, os cascos se alongam e ficam voltados para
cima; os animais ficam "chineludos", como acontece apo6s os casos de febre aftosa
que deixam estas lesdes nos cascos. Os olhos apresentam, nos casos graves, intenso
derramamento de coloragdo avermelhada. Visdo grandemente prejudicada, tendo-se
a impressao de ir até a cegueira. Podem surgir complica¢des secunddrias, tais como
pneumonias ou enterites. Os animais sobreviventes apresentam emagrecimento
muito acentuado e a recuperagdo ¢ lenta e nem sempre completa. Nos eqiiinos
verificamos, apenas, queda das crinas, pélos da cauda e lesdes dos cascos, que se
traduzem pela formagdo de um sulco circular proximo a coroa. Nos tltimos surtos
da doenga somente bovinos tém sido atacados. Pelos sintomas acima enumerados
podemos concluir, reportando-nos apenas aos que justificam as denominagdes de
“mal da cola” e “mal dos eucaliptos”, que: no ergotismo verificamos a queda da
extremidade da cauda, devida a gangrena seca, conseqiiente ao bloqueio no curso de
sangue. No “mal dos eucalipto” o que se verifica ¢ a queda dos pélos longos da
cauda, ou vassoura, com integridade da cauda conservada, além das lesdes dos
chifres e cascos. A presenca dos eucaliptos é considerada fator essencial, pois. que,
o fato de cercar os matos, ou afastar os animais dessas mirtaceas, tem interrompido
a evolugdo da doenga. Estas sdo as observacdes de um profissional de aldeia, que
exerce a sua atividade como Zootecnista, despida de qualquer outra pretensdo que a
de trazer o seu modesto subsidio ao estudo de tdo discutido assunto. Os laboratérios,
por certo, solucionardo definitivamente o questionado mal dos eucaliptos (GOMES,
1966, p.227-234).

No final da década de 1950 foi publicado o primeiro relato cientifico do mal do
eucalipto (BARROS, 1958). Nessa oportunidade, o autor atribuiu a doenca a intoxicagao
cronica por selénio (denominada nos Estados Unidos de alkali disease, the alkali ou bob tail)

por ocorrer em solos alcalinos no oeste dos Estados Unidos e por causar perda dos pélos da
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ponta da cauda. A doenca ¢ relatada também na Australia, no Canada, no Chile, na Irlanda e
em Israel e € causada pela ingestao de compostos organicos ou inorganicos de selénio que sao
administrados naturalmente na alimentagdo como suplemento, ingeridos em plantas
acumuladoras de selénio ou injetados na forma de preparacdes farmacéuticas contendo selénio
(RADOSTITS et al., 1994). De fato, as lesdes tegumentares da alkali disease (O’TOOLE &
RAISBECK, 1995) sdo notavelmente semelhantes as da intoxicagdo por R. flavo-brunnescens
(SANTOS et al., 1993; TOKARNIA et al., 2000), o que facilitou a confusdo clinica entre as
duas enfermidades. A confusdo foi favorecida pelo fato de o autor ter enviado para
determinag@o dos niveis de selénio, pélos de um animal afetado e sementes de milho de uma
lavoura de uma propriedade onde havia ocorrido a doenga. Os resultados foram
respectivamente 8,1 e 8,3 partes por milhdo, que sdo o dobro do que ¢ considerado toxico.
Interessante notar que o autor (BARROS, 1958) menciona a ocorréncia da doenca apenas em
bosques de eucaliptos e considerou a possibilidade da doenga ser causada “por um certo tipo
de fungo que cresce junto as folhas mortas dos eucaliptos”. No entanto, a reproducao da
enfermidade pela administragdo do fungo ndo foi conseguida. Retrospectivamente, o autor
considera (BARROS, 2005)" que as determinagdes de selénio tenham sido elevadas em
decorréncia de problemas na técnica do laboratério que as realizou e que as quantidades do
“certo tipo de fungo” administrada ao bovino (que sabe-se hoje € R. flavo-brunnescens) foram
abaixo do que ¢ estabelecido hoje como dose téxica. Uma informagdo interessante que consta
desse trabalho (BARROS, 1958) ¢ a de que “o poder toxico do selénio reside na sua
capacidade de substituir o enxofre nos acidos aminados sulfurados”. A intoxicac¢do cronica
por selénio produz outra manifestacdo clinica em animais de producdo, caracterizada por
sinais clinicos de disturbios nervosos e conhecida genericamente nos EUA como blind
staggers (RADOSTITS et al., 1994). A existéncia dessa doenga como uma entidade especifica
causada pela intoxica¢do por selénio ¢, no entanto, bastante contestada (O’TOOLE &
RAISBECK, 1995).

Desde 1958 até 1965, noticias sobre o mal do eucalipto afetando bovinos do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e Parand foram veiculadas em revistas de divulgagdo
agropecuaria (ANONIMO, 1963; 1965). Essas noticias divulgaram pesquisas que estavam
sendo desenvolvidas no Instituto de Pesquisa Desidério Finamor, entdo em Guaiba, RS, para

identificar a causa do mal do eucalipto e que um cogumelo que crescia nos matos de eucalipto
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era suspeitado como causa (ANONIMO, 1965). E informado que no municipio de Osério, Rio
Grande do Sul, numa fazenda onde havia 600 bovinos com acesso a bosques de eucaliptos,
150 adoeceram e 35 morreram, com taxas de morbidade mortalidade e letalidade de,
respectivamente, 25,0%, 5,8% e 23,3%. Citam-se como municipios mais afetados, Cacequi,
Guaiba, Julio de Castilhos, Livramento, Montenegro, Osorio, Palmares, Santa Maria, Sao
Jeronimo, Triunfo e Viaméo. E igualmente comentado em uma dessas divulgagdes que o mal
do eucalipto foi novamente confundido com a febre aftosa em varias oportunidades
(ANONIMO, 1965).

A etiologia do mal do eucalipto foi definitivamente esclarecida (BAUER et al., 1966)
com a reproducdao da doenga pela administracdo por via oral do cogumelo (na época
identificado como Ramaria sp.) a trés bovinos. Um deles, um terneiro de 7 meses, recebeu
250 g do fungo por dois dias seguidos e adoeceu no sétimo dia do experimento € morreu no
27° dia. Outros dois bovinos de cerca de 170 kg cada um, adoeceram 7 e 20 dias apds o inicio
do experimento, tendo se recuperado apds uma doenca mais leve, provavelmente porque o
fungo havia sido colhido mais de 24 horas antes da administracdo, pois a volatilidade do
principio ativo ¢ reconhecida (SALLIS et al., 2004). No trabalho de 1966 sdo também
mencionados experimentos em cobaias, mas a metodologia ¢ os resultados ndo parecem
claros.

O cogumelo colhido em Osorio, RS, e que havia sido identificado em 1965 (BAUER,
1966) apenas como Ramaria sp., foi enviado para o instituto de Botanica de Sdo Paulo e
classificado como R. flavo-brunnescens da familia Clavariaceae (FIDALGO & FIDALGO,
1970). O fungo ¢ descrito ali como crescendo no solo de eucaliptos e toxico quando cru, mas
perdendo a toxidez e podendo ser consumido por pessoas apds cocgdo. O principio ativo,
embora nao identificado, é descrito como acumulativo.

Durante os anos de 1957-1963 foi relatado que a enfermidade ocorria no outono em
varios rebanhos de bovinos e ovinos no Uruguai (FREITAS et al., 1966). A etiologia foi
atribuida ao cogumelo Clavaria sp. que, sabe-se agora, trata-se de R. flavo-brunnescens.
Devido a localizagdo das lesdes, os autores denominaram a doenca pelo acrénimo bocopa
(boca, cola ¢ patas). Novamente aqui a doenca foi confundida com a febre aftosa pelos
proprietarios. Nos quatro surtos afetando bovinos dos departamentos de Canelones,
Tacuaremb6 e Rocha, foram observadas taxas de morbidade, mortalidade e letalidade,
respectivamente de 75%-100%, 75%-90%, 52%-56%. Esses autores (FREITAS et al., 1966)
afirmam que os sinais clinicos apresentam-se em bovinos de qualquer idade, que tenham

acesso a matos de eucalipto. Embora o apetite ¢ a sede se mantenham, aos trés dias da
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enfermidade os bovinos tém sialorréia e nao podem deglutir os alimentos. A conjuntiva ¢
congesta € nos casos graves ha hemorragias nas camaras anterior e posterior do olho,
causando cegueira. Em uma semana, h4 afrouxamento e perda dos pélos da vassoura da cauda
e do lombo. Ao mesmo tempo, ha afrouxamento dos estojos corneos dos cascos e chifres e,
dentro de um més, os cascos comeg¢am a cair deixando a mostra a parte 6ssea. O curso clinico
pode ser de 8-12 dias, mas se os animais sdo retirados do campo com eucalipto os sinais
podem se estender e pode haver recuperagdo. Na necropsia ¢ descrito desprendimento do
epitélio da boca (sem formacao de vesiculas) e mucosa do esdfago (observada em todos os
casos) com avermelhamento, zonas hemorragicas, e consisténcia acartonada e granular. Na
histopatologia do encéfalo ha hiperemia discreta e generalizada e no tronco encefélico
observam-se “processos de degeneragdo neuronal com imagens de cromatdlise”. Descrevem
também que nos ovinos o quadro clinico ¢ diferente: ocorre ataxia e fendmenos de alucinagdo
€ 0s ovinos conservam o apetite, mas diferentemente dos bovinos, podem deglutir, beber e se
recuperam aos 20-30 dias.

Os mesmos achados relatados anteriormente (FREITAS et al., 1966) sdo reproduzidos
em outro trabalho (QUINONES-SOWERBY, 1973) que adiciona a reproduc¢io da doenga em
bovinos e cobaias por via oral. E estranho que, nessa reproducio experimental, o fungo tenha
sido administrado oralmente num estagio “algo envelhecido naturalmente” e mesmo assim
tenha causado a doenga. A intoxica¢do em cobaias era caracterizada por ulceras na lingua; as
lesdes da reprodugdo experimental em bovinos ndo sdo descritas, mas relata-se que todos
morreram “com exce¢do ¢ um ou dois por lote”. As informagdes sobre os experimentos
realizados sdo pouco precisas; sabe-se que o principio ativo em R. flavo-brunnescens ¢
bastante volatil (SALLIS et al., 1993; 2000; 2004) e seria pouco provavel que se produzisse a
intoxicacdo administrando o cogumelo “algo envelhecido” e deteriorado. Nesse mesmo
trabalho, a tentativa de reprodugdo da doenga por inje¢do de sangue de animais enfermos em
terneiros de sobreano nao foi conseguida. Tentaram ainda intoxicar ratos, coelhos e porcos
sem sucesso e relatam que surtos espontaneos da doenca podem ocorrer na primavera.

Achados semelhantes aparecem publicados no Brasil em meados da década de 1970
quando dois casos espontineos da intoxica¢do por R. flavo-brunnescens ¢ a reproducao
experimental da intoxicacdo foram relatados em bovinos (SANTOS et al., 1975). A
reproducdo foi conseguida por administracdo, por via oral (em garrafas), de R. flavo-
brunnescens misturada a agua e triturada em liquidificador a 10 bovinos (dos quais trés
morreram nos dias 13, 19 e 30 do inicio do experimento). A dose minima para produzir os

sinais clinicos foi calculada em 5 g/kg por 5 dias e 20 g/kg por 18 dias para provocar a morte.
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Nos casos experimentais observou-se sialorréia, emagrecimento, queda dos pélos da
extremidade da cauda e alisamento da superficie dorsal da lingua por atrofia das papilas
filiformes. Achados de necropsia incluiam alisamento da superficie dorsal da lingua e
ulceracdes no esdfago de trés animais: um dos bezerros dos casos espontaneos e dois animais
dos trés que morreram no experimento tinham ulceragdes lineares na mucosa esofagiana; num
caso (o espontaneo), as ulceras eram recobertas por exsudato amarelado e noutro
(experimental) eram recobertas por material necrético. Havia edema de laringe em um animal
que morreu no experimento. Nos casos naturais da doenca foram observados ainda
afrouxamento dos cascos e chifres, hemorragias na camara anterior do olho e cegueira. Em
dois casos ¢ relatado infiltrado inflamatorio nos espagos perivasculares do encéfalo, mas se
acredita que isso sejam lesdes incidentais.

No mesmo ano (MAGALHAES et al., 1975) foi relatada a determinagio da dose letal
cinqiienta (DLsy) para camundongos (que foi 342,14 mg/kg). Esses resultados, no entanto,
apresentam alguns problemas de interpretagdo devido a metodologia empregada. A DLs, foi
determinada por inje¢des intraperitoniais do extrato aquoso de R. flavo-brunnescens. O efeito
toxico do cogumelo em bovinos ¢ exercido apos a ingestdo por via oral (ndo intraperitonial) e
ha evidéncias que o extrato aquoso nao contém o principio ativo (SALLIS et al., 2004). Além
disso, o trabalho (MAGALHAES et al., 1975) nd3o menciona como morreram os
camundongos nem se foram encontradas lesdes que lembrem a intoxicagdo natural.

Em 1978 a ocorréncia da intoxicacdo por R. flavo-brunnescens ¢ relatada em
Uberlandia, Minas Gerais (PARREIRA 1978). Num semindrio apresentado ao Departamento
de Clinica e Cirurgia Veterinarias da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas
Gerais o autor descreve a doenca em uma novilha mestica de 18 meses de idade. Menciona
que o caso do bovino relatado em seu seminario havia sido atendido inicialmente pela equipe
de Identificagdo e Controle de Surtos de Febre Aftosa do Instituto Vallée S/A em razdo da
enfermidade ter sido confundida com febre aftosa. A enfermidade descrita neste trabalho
afetou 40 bovinos de uma populagdo sob risco de 300 (entre touros, vacas, novilhos e
bezerros). Dos 40 bovinos afetados 8 morreram e um foi necropsiado. Os sinais observados
no bovino examinado incluiam anorexia, sialorréia, opacidade da cérnea, cegueira, perda de
pélos na extremidade da cauda, corrimento nasal seromucoso, hifema, descamagao do epitélio
da lingua e boca e manqueira. Na necropsia confirmaram-se os principais achados clinicos.

Em 1981 (DOBEREINER 1981) relata a ocorréncia da intoxicagdo por R. flavo-
brunnescens na regido de Montes Claros, Minas Gerais. Numa viagem de estudo para

pesquisar a morte de bovinos durante o més de agosto, numa fazenda no municipio de
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Buritizeiro onde adoeceram 40 bovinos mesti¢os zebu com 1-5 anos de idade, dos quais 12
morreram. E relatado que um quadro clinico caracteristico da intoxica¢do e mencionado que a
doenga foi controlada quando o acesso dos bovinos ao mato de eucalipto foi vedado. E
mencionado também que o “mal do eucalipto” j& havia sido mencionado em outras regides de
Minas Gerais como Uberlandia, Araxa, Alto Parnaiba e Jodo Pinheiro.

A intoxicagdo foi posteriormente relatada em Campinas, Sao Paulo (PASCHOAL et
al., 1983) com morbidade de 3,6% em bovinos que tiveram acesso a um bosque de eucalipto
com abundancia de R. flavo-brunnescens. A doenga ocorreu no verdo; os sinais clinicos, os
achados de necropsia e a histopatologia foram semelhantes ao que ja havia sido descrito para
a intoxicacao por R. flavo-brunnescens em bovinos (BAUER et al., 1966, FREITAS et al.,
1966, SANTOS et al., 1975) acrescidos de pigmentacdo amarelada ao redor dos olhos e do
pescoco. Exames quimicos do cogumelo revelaram 87,5% de agua, 28,5% de proteinas,
0,30% de sodio e 1% de potéssio.

Na década de 1980, alguns autores relatam que a freqiiéncia da intoxicagdo por R.
flavo-brunnescens em bovinos parecia ter diminuido no Estado do Rio Grande do Sul, devido
a divulgagdo da doenga e conscientizagcdo dos veterindrios e proprietarios que passaram a
cercar os bosques de eucalipto. Esses autores relatam ainda um caso da intoxicagdo em ovino
que havia penetrado no mato de eucalipto através de um defeito na cerca, mas nao descrevem
os sinais clinicos ou achados de necropsia (RIET-CORREA et al., 1983). O mesmo grupo de
autores (RIET-CORREA et al., 1985) descreve a intoxica¢dao por R. flavo-brunnescens em
bovinos no municipio de Rio Grande, Rio Grande do Sul. Num periodo de 30 dias, a doenga
afetou um lote de 15 bovinos com taxas de morbidade, mortalidade e letalidade,
respectivamente, de 33,3%, 20% e 60%. Além dos sinais clinicos, achados de necropsia e
histopatologia comumente descritos em associagdo com essa toxicose, os autores relatam o
achado de um exsudato amarelado nas areas brancas da pele.

Ainda em meados da década de 1980, os primeiros surtos da intoxicagao por R. flavo-
brunnescens sao descritos em bovinos na Argentina, nas Provincias de Corrientes e Entre
Rios (ZURBRIGGEN et al., 1985). A doenga, denominada pelos autores “mal de los
eucaliptales”, ocorreu entre janeiro e junho com uma mortalidade de 10%, e foi reproduzida
pela administracdo de 13,8 g/kg/dia por via oral a um bovino de 210 kg durante 30 dias. O
animal adoeceu no sexto dia e foi sacrificado no 30° dia do experimento. A doenga ocorreu no
verdo; os sinais clinicos, achados de necropsia e histopatologia foram semelhantes ao que ja
havia sido descrito para a intoxicacdo por R. flavo-brunnescens em bovinos (BAUER et al.,

1966; FREITAS et al., 1966; SANTOS et al., 1975).



17

Também na Argentina, no final da década de 1980, dois pesquisadores (TOLEDO &
PETERSEN, 1989) relataram a identificagdo (como R. foxica) de um cogumelo
(aparentemente idéntico a R. flavo-brunnescens) associado a intoxicacdo em bovinos
(causando doenga aparentemente idéntica a intoxicacao por R. flavo-brunnescens). A validade
da existéncia de duas espécies de cogumelos do mesmo género, causando doenga
praticamente idéntica em bovinos ndo nos parece definitiva ou clara.

J& no inicio da década de 1990, autores argentinos (PERUSIA & RODRIGUEZ, 1992)
descrevem R. flavo-brunnescens como um cogumelo (“macrofungo”) em forma de couve-flor
que pode alcancar até 8-10 cm de altura e 6-8 cm de largura, amarelo-ocre e com vida média
de 5-10 dias. Definem a doenga produzida em bovinos pela ingestdo desse cogumelo como
gangrenosa, inclusive com necrose da ponta da cauda, e sugerem que o “macrofungo” seja
infectado por “microfungos” que produzem ergotoxinas responsaveis pelas lesdes. Relatam
que aos 7-8 dias se produz o desprendimento dos chifres e, mais tarde, dos cascos.

Também no inicio da década de 1990 e da década de 2000 (SALLIS et al., 1993;
2000), sdao publicados dois trabalhos que relatam a intoxicacdo em varios ovinos pela
administracdo oral do cogumelo R. flavo-brunnescens. Sinais clinicos observados incluiam
disturbios neuroldgicos como incoordenagdo, nistagmo, paralisia flacida do labio inferior,
hipermetria e outros como politria, dispnéia, tremores musculares, ptialismo, perda de 13,
ulceras na lingua e hemorragias na cdmara anterior do olho. Esses autores apresentam a
hipdtese que as lesdes da intoxicacdo por R. flavo-brunnescens pelos ovinos sejam causadas
pela isquemia resultante do espessamento da musculatura de arteriolas, uma lesdo
denominada miopaquinse, ¢ da degeneracao do endotélio dessas arteriolas, algo semelhante ao
que ¢ descrito no ergotismo em bovinos. A miopaquinse, seguir-se-ia degeneragio, necrose e
ulceragdo dos epitélios Os autores mencionam que o principio ativo de R. flavo-brunnescens ¢é
desconhecido, mas que um alcaldéide termolabil foi detectado nele. Adicionalmente,
demonstram que a toxicidade de R. flavo-brunnescens diminui apds o congelamento e,
desaparece apos o dessecamento.

Novos experimentos em bovinos foram realizados em meados da década de 1990,
KOMMERS & SANTOS, 1995). Sete bezerros foram submetidos a administragdo, por via
oral, com R. flavo-brunnescens. Desses, trés morreram em conseqiiéncia da toxicose, trés
foram eutanasiados com sinais clinicos da doenca e um se recuperou. O bovino que se
recuperou, recebeu o cogumelo previamente congelado e os outros bovinos receberam o
cogumelo recém-colhido. Os sinais clinicos apareciam 3-6 dias ap6s o inicio da administragao

do cogumelo e incluiam sialorréia, corrimento nasal seromucoso, avermelhamento do rodete



18

coronario, aumento da sensibilidade dos cascos, alisamento da superficie dorsal da lingua,
perda dos pélos da vassoura da cauda e do dorso, claudicagao, diarréia, anorexia, decréscimo
dos movimentos ruminais, emagrecimento e afrouxamento dos cascos. Os autores
demonstraram que as alteracdes histopatoldgicas sao mais acentuadas onde ocorre o processo
de queratinizacdo dura, onde ha uma alta percentagem de aminoacidos ricos em enxofre,
como a cistina, envolvidos no processo de queratinizagdo. E sugerido que na intoxicagdo por
R. flavo-brunnescens ocorra um disturbio do metabolismo de proteinas com alto teor de
enxofre, presentes nos queratinocitos. Isso resultaria na perda da estabilidade nas ligacdes
moleculares da queratina dura e, conseqiientemente, no afrouxamento dos cascos, pélos e
chifres e na atrofia das papilas filiformes. Essa hipotese parece bastante plausivel quando se
considera que as lesdes tegumentares encontradas em bovinos intoxicados por R. flavo-
brunnescens sdo semelhantes as da intoxicacdo cronica por selénio em bovinos (O 'TOOLE &
RAISBECK, 1995).

Em 2001 (RIET-CORREA et al. 2004) uma revisdo sobre a intoxicagdo por R. flavo-
brunnescens em animais domésticos foi apresentada no sexto International Symposium of
Poisonous Plants, realizado em Glasgow, Escocia. Nesse trabalho os autores revisaram a
epidemiologia, os sinais clinicos, a patologia, as doses toxicas, o principio ativo do cogumelo
e a patogénese da intoxicagdo. Com relagdo a patogé€nese, sdo citadas as hipoteses ja
mencionadas de que as 1) lesdes seriam devidas a interferéncia no metabolismo dos
aminodcidos sulforosos nos queratindcitos, principalmente cistina, com resultante alteragdo na
estrutura molecular da queratina dura ou 2) que as lesdes resultariam da acdo de substancias,
presentes em R. flavo-brunnescens, com acao biologica semelhante aos ergoalcaldides.

Experimentos foram realizados em ovinos em meados da década de 2000 para
comparar a toxidez do cogumelo previamente congelado ou dessecado com a toxidez do
cogumelo fresco (SALLIS et al., 2004). A doenca produzida em ovinos que receberam o
cogumelo congelado foi menos intensa que a induzida pelo cogumelo fresco; o cogumelo
dessecado a sombra ndo produziu a doenca, demonstrando que ha perda da toxicidade do
cogumelo dessecado e diminui¢do da toxicidade do cogumelo congelado. Os autores sugerem
que as pesquisas sobre o principio ativo de R. flavo-brunnescens podem ser realizadas com o
cogumelo congelado ou liofilizado. Os ovinos que receberam o cogumelo previamente
congelado apresentaram disturbios nervosos como incoordenacdo motora, membros pélvicos
afastados e crises epileptiformes, de aproximadamente um minuto de duracdo, com quedas

para um dos lados, tetania, opistotono e nistagmo. Outros achados incluiam apatia,
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hipertermia, congestao da esclera, hemorragias na camara anterior do globo ocular, opacidade
da cornea e lesdes do rodete coronario.

Nessa mesma época a intoxicagdo pelo cogumelo R. flavo-brunnescens foi relatada
pela primeira vez em butifalos de uma propriedade em Guaiba, no Rio Grande do Sul (ROZZA
et al., 2004). Entre 9 ¢ 16 de junho, 91 bufalos tiveram acesso a um mato de eucalipto onde
havia o cogumelo R. flavo-brunnescens e seis desses animais apresentaram sinais clinicos de
emagrecimento progressivo, sialorreia e alisamento da superficie dorsal da lingua. A ponta da
cauda e das orelhas perderam os pélos e apresentavam necrose. Dois animais mais afetados

mostraram claudicagdo. Nao foram relatadas mortes.
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Two oubreaks of poisoning by the mushroom Ramaria flavo-brunnescens are reported in
cattle from two farms located in the municipalities of Santa Maria and Sao Gabriel, state of
Rio Grande do Sul, during April-May 2005. Out of a total of 180 yearling calves that had
access to a pasture with eucalyptus woods, 19 were affected and 10 died. The clinical courses
were 8-15 days and clinical signs included depression, weight loss, dehydration, drooling,
loosening and loss of the long hairs of the tip of the tail, smoothening of the dorsal surface of
the tongue with occasional ulceration, loosening of the corneal encasement of horns, hard and
ball-shaped feces covered with a film of mucous, hypopion, hyphema and corneal opacity.
Two calves had leucocytosis due to mild regenerative left shift. Nine calves were necropsied.
Necropsy findings confirmed the clinical observation and additionaly included fibrinonecrotic
esophagitis, mainly in the distal third of the esophageal mucosa. Histopathological changes in
the skin of the tail included orthokeratotic hyperkeratosis; hair folicles with irregular contours,
thickening of the tricolemmal keratin layer with occasional formation of keratin plugs, and
degeneration and necrosis of the outer root sheath. At the laminar region of the hooves, there
was hyperplasia of the top of epidermal laminae with irregular keratinization and retention of
nuclei; several epidermal laminae were shortened and fused. There was hemorrhage, fibrin
and neutrophilic infiltrate in the dermal laminae. In the mucosa of the tongue there was
thinning of the covering epithelium, atrophy and loss of filiform papillae, multifocal areas of

dyskeratosis, and spongiosis of the basal cell layer. In some parts the epithelium was lost and
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the surface consisted of granulation tissue and mixed inflammatory cell infiltrate. The
esophageal mucosae of six calves had varying degree of epithelial necrosis and inflammation.
The loss of the covering epithelium revealed an underneath area of granulation tissue with
heavy inflammatory infiltrate composed predominantly of neutrophils and macrophages. In
six calves there were focal symmetric bilateral areas of malacia observed at the level of obex
in the medulla oblongata and affecting the white matter and parts of the dorsal nucleus of the
vagus and of the hypoglossal nucleus. The epidemiology, clinical signs, pathology, and

pathogenesis of poisoning by R. flavo-brunnescens in cattle are discussed.

INDEX TERMS: Poisonous plants, Ramaria flavo-brunnescens, Clavariaceae, plant poisoning,
mushroom poisoning, keratinization defect, focal symmetric encephalomalacia, diseases of cattle,

pathology.

RESUMO.- Dois surtos de intoxicagdo pelo cogumelo Ramaria flavo-brunnescens sio
relatados em bovinos de duas fazendas localizadas nos municipios de Santa Maria ¢ Sao
Gabriel, no Rio Grande do Sul, no periodo de abril-maio de 2005. De um total de 180 bovinos
de sobreano que tiveram acesso a bosques de eucaliptos, 19 adoeceram e 10 morreram. A
evolucdo clinica foi de 8-15 dias e os sinais clinicos incluiam depressdo, perda de peso,
desidratacdo, salivacdo excessiva, afrouxamento e perda dos pélos longos da cauda,
alisamento da superficie dorsal da lingua com ocasional ulceragdo, afrouxamento do estojo
corneo dos chifres, fezes em forma de cibalos e recobertas por pelicula de muco, hipopion,
hifema e opacidade da coérnea. Dois novilhos tinham leucocitose devido a leve desvio
regenerativo a esquerda. Os achados de necropsia confirmaram as observacdes clinicas e
adicionalmente incluiam esofagite fibrinonecrotica, principalmente no tergo distal do es6fago.
Alteracdes histopatologicas na pele da cauda incluiam hiperqueratose ortoqueratdtica,
foliculos pilosos com contornos irregulares, espessamento da camada de queratina tricolemal
e formacgdo ocasional de tampdes de queratina; degeneragdo e necrose da bainha radicular
externa também era observada. Nos cascos havia hemorragia, fibrina e infiltrado neutrofilico
nas laminas dérmicas, hiperplasia do topo das laminas epidérmicas com queratinizagao
irregular e retencdo dos nucleos; varias laminas epidérmicas estavam encurtadas e fundidas.
Na mucosa da lingua o epitélio de revestimento estava adelgagado, com atrofia e perda das
papilas filiformes, areas multifocais de disqueratose e espongiose das células da camada
basal. Em algumas por¢des havia perda do epitélio e a superficie da lingua era formada por

tecido de granulagdo e infiltrado inflamatorio misto. A mucosa esofagica de seis novilhos
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apresentava varios graus de necrose epitelial e inflamagdo. A perda do epitélio de
revestimento revelava uma area subjacente de tecido de granulagdo com marcado infiltrado
inflamatorio predominantemente neutrofilico e macrofdgico. Em seis novilhos, o bulbo, na
altura do Obex, apresentava areas focais bilaterais e simétricas de malacia que afetava a
substancia branca e partes do nucleo dorsal do vago e do nucleo hipoglosso. Sao discutidos a
epidemiologia, os sinais clinicos, a patologia e a patogénese da intoxicagdo por R. flavo-

brunnescens em bovinos.

TERMOS DE INDEXACAO: Plantas toxicas, Ramaria flavo-brunnescens, Clavariaceae, intoxicacao
por planta, intoxicagdo por cogumelo, disturbio da queratinizacdo, encefalomalacia focal simétrica,

doengas de bovinos, patologia.

INTRODUCAO

O cogumelo Ramaria flavo-brunnescens, da familia Clavariaceae, cresce exclusivamente em
solos de matas de eucaliptos (Fidalgo & Fidalgo 1970), é palatavel e sua ingestdo espontianea
tem causado intoxica¢ao em bovinos (Bauer et al. 1966, Santos et al. 1975, Paschoal et al.
1983, Kommers & Santos 1995), ovinos (Prucoli & Camargo 1965/66, Riet-Correa et al.
1983, Riet-Correa et al. 2001) e, menos freqiientemente, bufalos (Rozza et al. 2004) e eqiiinos
(Santos et al. 1975, 1993), das regides Sul e Sudeste do Brasil. A intoxicacdo ¢ também
registrada em bovinos no Uruguai (Freitas et al. 1966, Quindnes-Sowerby 1973) e Argentina
(Zurbriggen et al. 1985). Devido a consistente associacdo entre a toxicose € o pastoreio em
matas de eucalipto a doenca foi denominada “mal do eucalipto”. No Uruguai, o acrénimo
bocopa foi empregado para designar a doenga em razdo das lesdes ocorrerem na boca, cola e
patas (Freitas et al. 1966). O mal do eucalipto tem ocorréncia sazonal definida que coincide
com o ciclo de vida do cogumelo (fevereiro-junho) que ¢ especialmente abundante em
outonos quentes e chuvosos apos verdes secos (Paschoal et al. 1983, Tokarnia et al. 2000).

Desde o primeiro relato da doenga em bovinos (Barros 1958), a intoxica¢do tem sido
reproduzida em bovinos (Bauer & Laranja 1966, Santos et al.1975, Zurbriggen et al. 1985,
Kommers & Santos 1995) e ovinos (Prucoli & Camargo 1965/66, Sallis et al. 2000, 2004).

Os aspectos clinicos e patologicos da doenga em bovinos incluem depressdo, anorexia,
salivacdo excessiva, alisamento da superficie dorsal da lingua, afrouxamento e perda dos
pélos da vassoura da cauda, afrouxamento e perda da por¢do cornea dos cascos e chifres,
opacidade da cornea, hemorragia da camara anterior do olho e ulceragdes focais ou

multifocais na lingua e es6fago (Santos et al.1975, Kommers & Santos 1995, Riet-Correa et
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al. 2001). O curso clinico varia de 8-30 dias, apos os quais os bovinos afetados morrem ou se
recuperam (Santos et al.1975, Kommers & Santos 1995).

Este trabalho descreve os aspectos epidemiologicos, clinicos e anatomopatologicos de dois
surtos espontaneos da intoxicagdo por R. flavo-brunnescens, incluindo a descricdo de malacia
focal simétrica no tronco encefalico, lesdo que ndo tinha ainda sido associada a essa

intoxicagao.

MATERIAL E METODOS

Os dados epidemioldgicos e clinicos da intoxicagdo pelo cogumelo Ramaria flavo-
brunnescens (Atk.) Corner foram obtidos através de visitas as propriedades onde ocorreram os
surtos, designadas Propriedades A e B. Duas visitas foram realizadas na Propriedade A e uma
visita na Propriedade B. Os dados foram complementados por questionarios aplicados aos
proprietarios e veterinarios que atenderam aos surtos. Seis bovinos (identificados por nimeros
de 1-6) e 3 bovinos (identificados por numeros de 7-9) foram necropsiados pelos autores
respectivamente nas Propriedades A e B. Hemogramas foram realizados em 4 bovinos (2, 4-6)
da Propriedade A. Dos 9 bovinos necropsiados, 8 foram submetidos & eutanisia quando
moribundos e um deles (Bovino 7) teve morte espontanea. De todos os bovinos necropsiados,
foram colhidos para histopatologia fragmentos dos seguintes 6rgaos: abomaso, casco (digito
do membro toracico direito), coracdo, encéfalo, esofago, figado, globo ocular, lingua, omaso,
pele (corte transversal da ponta da cauda), pulmao, reticulo, rim e rimen. Foi colhido também
um conjunto de tecidos que incluia a rete mirabile carotidea, os ganglios do nervo trigémeo e
a hipofise. Trés regides da lingua foram amostradas: apice, corpo e raiz. Cada um dos 9
encéfalos colhidos foi fixado inteiro em 6 litros de formol a 10%, por duas semanas. De cada
caso, os seguintes fragmentos do encéfalo foram selecionados para exame histologico apos a
fixagdo: (1) bulbo na altura do ébex, (2) cerebelo, (3) ponte com pedunculos cerebelares, (4)
mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais (5), diencéfalo através da massa intermédia e (6)
lobo frontal na altura do joelho do corpo caloso e dos nucleos da base. Os fragmentos de
encéfalo e dos outros tecidos foram processados rotineiramente para histologia e corados pela
hematoxilina e eosina (HE).

Os indices de precipitacao pluviométrica mensal no Rio Grande do Sul, desde janeiro de
2002 até setembro de 2005, foram obtidos junto a Estagdo Climatoldgica do Departamento de

Fitotecnia do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade Federal de Santa Maria.
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RESULTADOS

Epidemiologia

As Propriedades A e B sdo localizadas respectivamente nos municipios de Santa Maria e
Sao Gabriel, no Rio Grande do Sul. Na Propriedade A, 24 novilhos de 18 meses estavam num
potreiro de 20 hectares, dos quais 15 eram de mata de eucalipto. Os novilhos comegaram a
adoecer em 15 de abril. Até meados de maio de 2005, 12 novilhos haviam adoecido, 6 deles
foram eutanasiados quando moribundos e 6 se recuperaram. Na Propriedade B, 156 novilhos
de 18 meses estavam num pasto de 200 hectares, dos quais 40 eram de mata de eucalipto.
Entre 18 de abril e 10 de maio de 2005, 7 novilhos adoeceram e 4 morreram. Em ambas as
propriedades as matas de eucalipto eram infestados por abundante quantidade de Ramaria
flavo-brunnescens (Fig.1). Os indices de precipitacdo pluviométrica mensal no Rio Grande do

Sul, desde janeiro de 2002 até setembro de 2005 constam da Fig.2.

Sinais clinicos

Todos os bovinos afetados estavam em mau estado nutricional, enquadrando-se no Grau 1
na classificagdo de estado corporal adotada (Stober et al. 1990). A doenca apresentou uma
evolugdo clinica de 8-15 dias. Sinais clinicos observados em todos os novilhos afetados
incluiam depressao, emagrecimento, desidratagdo, salivagao abundante (Fig. 3), afrouxamento
e queda dos pélos da vassoura da cauda (Fig.4) e alisamento da superficie dorsal da lingua
que, em 5 casos, mostrava ulcera arredondada de 2 a 4 cm de diametro na superficie dorsal do
apice. Sinais clinicos encontrados em apenas alguns dos novilhos afetados incluiam
afrouxamento da por¢do cornea dos chifres (Fig.5), fezes em forma de cibalos e recobertas

por pelicula de muco, hipdpion, hifema e opacidade da cornea.

Achados hematologicos

Os Bovinos 2 e 5 apresentaram leucocitose, que variou de 16.000 a 22.100 leucocitos/mm?
de sangue. Nesses dois novilhos a leucocitose resultou de um leve aumento na quantidade de
neutréfilos segmentados (5.120 e 12.155/mm’ de sangue) e bastonetes (640 ¢ 2.210/mm’ de
sangue), isto ¢, desvio regenerativo a esquerda. No Bovino 2, além do desvio, havia

monocitose leve (1.105/mm’ de sangue).

Achados de necropsia
Todos os 9 bovinos necropsiados estavam em mau estado nutricional e havia desidratacao

do cadaver que variava de moderada (Bov. 5 e 6) a acentuada (Bov. 1-4, 7 ¢ 9). Nos Bovinos
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1, 3 e 6 havia formagdo de crostas no focinho com desprendimento focal do epitélio. Uma
lesdo caracteristica ¢ comum a todos os novilhos afetados era a perda dos pélos da
extremidade da cauda. Em 6 novilhos (Bov. 1, 3, 5, 6, 8 ¢ 9), a perda de pélos era total e nos
outros dois bovinos a perda era parcial, mas os pélos remanescentes eram facilmente
destacéveis. Em todos os bovinos era notavel o alisamento da superficie dorsal da lingua, em
razao da atrofia das papilas filiformes (Fig.6); essas alteracdes eram acompanhadas, em 4
casos, por desprendimento do epitélio lingual que era recoberto por fibrina (Bov. 1, 6, 7 € 9).
Em 5 novilhos (Bovinos 2-6) havia papilomas aleatoriamente distribuidos na pele da face;
alguns deles, principalmente os localizados nas comissuras labiais do lado direito,
apresentavam miiase. Em 3 casos (Bov. 1, 5 e 6) percebeu-se um tom amarelado na pele da
regido interna do pavilhdo auditivo e no esmalte dos dentes.

Em 5 dos novilhos necropsiados (Bov. 2, 3, 5, 6 ¢ 8) havia uma ulcera arredondada e
deprimida, com didmetros que variavam de 2-4cm, localizada na superficie dorsal do &pice da
lingua. No Bovino 5, a tlcera era recoberta por coagulos de sangue (Fig.7) e no Bovino 6 por
fibrina. Mesmo nos outros bovinos em que essas Ulceras ndo ocorriam, o epitélio da area
correspondente a localizagdo das Ulceras era mais delgado. No Bovino 4 havia multiplas
ulceras bilaterais na regido lateroventral da lingua; nesse caso, as ulceras eram parcialmente
cicatrizadas pois tinham os bordos espessos ¢ salientes.

O esdfago dos Bovinos 6, 8 e 9 era normal, mas nos demais 6 bovinos havia erosdes ou
ulceragdes lineares que podiam atingir toda a extensdo da mucosa (Bov.1 e 2), mas, que, em
todos os bovinos, poupavam os primeiros 30cm da extensdo da mucosa e eram mais
pronunciadas no seu ter¢o final. Na por¢cdo proximal do eséfago as erosdes tinham
aproximadamente 0,5cm de didmetro e eram semelhantes as que ocorrem em casos de
infec¢do pelo virus da diarréia viral bovina (BVD). No terco final, as lesoes tinham carater
fibrinonecroético e estavam recobertas por material escuro ou branco-esverdeado e eram
semelhantes as da esofagite fibrinonecrotica que se observa em casos de uremia em bovinos
(Fig.8). Nos Bovinos 5 e 7 havia edema respectivamente moderado e acentuado da mucosa do
esofago. A mucosa do abomaso dos Bovinos 4 e 5 estava acentuadamente avermelhada e
havia tlceras de 0,4cm de diametro na por¢do fundica da mucosa do abomaso do Bovino 5.

Afrouxamento do estojo corneo dos chifres estava presente em dois casos (Bov. 4 ¢ 9).
Nos Bovinos 2 e 5 fluia abundante quantidade de liquido cefalorraquidiano a abertura do
cranio e as leptomeninges do encéfalo estavam moderadamente hiperémicas. Em ambos os
globos oculares dos Bovinos 2 e 9 respectivamente havia sangue (hifema) e exsudato branco

opaco (hipopion) na camara anterior do olho.
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Achados histopatologicos

Na pele da ponta da cauda as lesdes eram qualitativamente as mesmas em todos os
bovinos, com algum grau de variacdo da intensidade das lesdes entre eles. Na epiderme havia
hiperqueratose ortoqueratdtica moderada ou acentuada e os foliculos pilosos da derme
superficial apresentavam espessa camada de queratina tricolemal, formando tampdes
queratinicos; as glandulas sudoriparas estavam dilatadas e os vasos sangiiineos estavam
integros (Fig.9a); somente em raros foliculos observava-se a haste do pélo e grande nimero
deles tinham o contorno irregular. Nos foliculos da derme profunda havia intensa
vacuolizacdo, degeneragdo e necrose, principalmente da bainha radicular externa (BRE), com
algumas células em apoptose e alguns foliculos apresentavam tampdes queratinicos ou
acimulos irregulares de queratina tricolemal. Alguns foliculos estavam fechados e com a
bainha radicular fibrosa espessada, caracteristicas de foliculos em fase telogénica (Fig.9b). No
interior de alguns foliculos pilosos havia hastes de pélo degeneradas com intensa pigmentacao
de melanina que se espalhava pela BRE degenerada. Na luz folicular havia detritos necroticos
e neutrofilos associados a incontinéncia pigmentar. Em alguns casos observava-se leve
hemorragia na papila dérmica. Entre os foliculos pilosos mais afetados, havia infiltrado
mononuclear multifocal composto por linfocitos e macréfagos (Fig.9c).

Nas secoes do apice, corpo e raiz da lingua as lesdes eram essencialmente iguais; havia
adelgacamento (atrofia) do epitélio de revestimento, atrofia com desaparecimento das papilas
filiformes, areas multifocais de disqueratose e areas de espongiose da camada de células
basais. No apice da superficie dorsal da lingua dos Bovinos 2, 3, 5, 6 ¢ 8, o adelgagamento do
epitélio era continuo com darea ulcerada que se estendia até a lamina propria, onde havia
tecido de granulacdo imaturo infiltrado por neutroéfilos, macréfagos, linfocitos e plasmocitos.
O infiltrado inflamatorio na lamina prépria do 4pice da lingua do Bovino 5 incluia ainda
eosinodfilos e células gigantes que cercavam fibras vegetais. Nos Bovinos 4 ¢ 6 observou-se
incontinéncia pigmentar na lamina propria (Fig.10).

Em cinco novilhos (Bovinos 1-5) ndo foram observadas alteragdes histoldgicas na regido
laminar do casco. No Bovino 7 observava-se hemorragia, fibrina e infiltrado neutrofilico nas
laminas dérmicas (coérion laminar). No Bovino 8 havia hiperplasia leve no topo das laminas
epidérmicas com queratinizacdo irregular e permanéncia dos nucleos. Havia hiperplasia
epitelial multifocal leve no topo das ldminas epidérmicas no casco do Bovino 9 e no casco do
Bovino 6, varias laminas epidérmicas estavam encurtadas com fusdo distal de queratina
laminar irregular (flocular) (Fig.11). Nessa area, as laminas epidérmicas apresentavam

hiperplasia epitelial com vacuolizacdo associada a queratina irregular e persisténcia de
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nucleos. Havia auséncia de formagdo abrupta de queratina no interior das laminas
epidérmicas. O corion laminar apresentava dilatagdo dos vasos, edema e neutrofilos
perivasculares.

Nao foram encontradas alteracdes histologicas nos esdfagos dos Bovinos 6, 8 € 9, a ndo
ser cistos de Sarcocystis sp nas fibras da camada de musculo esquelético. Os demais bovinos
mostravam varios graus de necrose epitelial e inflamacdo. Essas lesdes eram mais
pronunciadas no ter¢o final do es6fago. De modo geral havia 4reas focalmente extensas de
perda total do epitélio expondo tecido de granulacdo infiltrado por neutréfilos e células
mononucleares (Fig.12). Nas areas com epitélio remanescente havia vacuolizagdo e atrofia do
epitélio com exocitose neutrofilica. Sobre o tecido de granulagdo observavam-se bactérias e
fibrina. No Bovino 4 observaram-se ainda numerosos trombos em vasos da lamina propria.
No Bovino 5 havia uma ulcera focalmente extensa com tecido de granulagcdo imaturo,
continua com areas de epitélio delgado (reepitelizagdao). Abaixo da area reepitelizada havia
pequenas areas com fibrina e tecido de granulacdo. Em todos os casos observavam-se cistos
de Sarcocystis sp nas fibras da camada de musculo esquelético.

Ulceras focais ou focalmente extensas foram observadas na mucosa do abomaso dos
Bovinos 1, 2 ¢ 5. No Bovino 2, a ulcera¢do focalmente extensa invadia a submucosa e era
associada a colonias bacterianas. Hiperemia difusa e moderada foi anotada na mucosa do
abomaso do Bovino 3. Na regido cranioventral dos pulmdes dos Bovinos 1 e 6 havia fibras
vegetais nos bronquiolos, congestdo moderada dos septos alveolares, edema e discreto
infiltrado inflamatério misto. A presenga de fibras no pulmio foi interpretada como um
evento terminal ou mesmo um artefato de ocorréncia poés-mortal. No rim do Bovino 4 havia
grande quantidade de cilindros hialinos e granulosos no interior dos tubulos da cortical e
medular. Vérios desses tibulos estavam degenerados e alguns poucos apresentam regeneracao
do epitélio e infiltrado linfoplasmocitario multifocal na jun¢ao cortico-medular.

Hifema e hipopion foram observados respectivamente nos globos oculares do Bovino 2 e
9. Lesdes no encéfalo ocorreram em seis novilhos (Bov. 1-3, 5-7). Em todos os seis casos a
lesdo era focal, simétrica, restrita ao bulbo, na altura do 6bex, e afetava a substancia branca
dorsolateral a area postrema e partes do nucleo dorsal do vago e do nucleo do nervo
hipoglosso. A lesdao consistia de rarefacdo desses nticleos por degeneragdao neuronal e edema.
Em 4 desses casos (Bov. 1, 2, 5 e 6) havia substituicdo da neurdpila por agregados de células
Gitter (Fig.13). No encéfalo dos bovinos 4, 8 ¢ 9 ndo foram encontradas alteracdes

histologicas.
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DISCUSSAO

O diagnostico de intoxicagdo por Ramaria flavo-brunnescens nos bovinos das Propriedades A
e B baseou-se em dados epidemioldgicos (época do ano e acesso irrestrito dos bovinos a
bosques de ecucalipto que continham grande quantidade do cogumelo), -clinicos
(principalmente salivagdo excessiva, afrouxamento e perda dos pélos longos da cauda,
alisamento da superficie dorsal da lingua com ocasional ulceracdo, afrouxamento do estojo
corneo dos chifres, hipopion, hifema e opacidade da cérnea) e patoldgicos (confirmagdo das
lesdes orais e tegumentares e esofagite fibrinonecrotica). Esses dados sdo bastante
caracteristicos da intoxicagdo por R. flavo-brunnescens em bovinos (Bauer et al. 1966, Freitas
et al. 1966, Quindnes-Sowerby 1973, Santos et al. 1975, Paschoal et al. 1983, Zurbriggen et
al. 1985, Kommers & Santos 1995). As taxas de morbidade, mortalidade e letalidade foram
respectivamente 50, 25 e 50% na propriedade A e 4,4, 2,5 ¢ 67,1% na Propriedade B o que ¢
esperado para a toxicose.

E reconhecido que a toxidez do cogumelo R. flavo-brunnescens pode variar de ano a ano
(Sallis et al. 2000, Sallis et al. 2004) e tem sido relatado que a intoxicagdo ¢ comum apos
verdes com estiagem seguidos de fortes chuvas (Paschoal et al. 1983, Zurbriggen et al. 1985,
Tokarnia et al 2000). Nos surtos da doenga aqui relatados observou-se que a quantidade de R.
flavo-brunnescens nos bosques de eucalipto era maior que nos 3-4 anos que antecederam os
surtos e que a ocorréncia da doenga coincidiu com um periodo de fortes chuvas no outono que
se seguiram a acentuada estiagem no verao.

Os achados hematologicos encontrados em dois novilhos deste estudo ndo sao especificos,
mas indicam inflamagdo subaguda. Sinais indicativos de inflamag¢do aguda em bovinos
incluem aumento na quantidade de neutréfilos segmentados (neutrofilia), que leva a inversao
da relagdo linfocitos:neutrofilos, e aumento no nimero de bastonetes e/ou células precursoras
menos diferenciadas, como metamielocitos e mieldcitos (desvio a esquerda regenerativo).
Essas alteracdes sdo freqiientemente observadas em diferentes doengas inflamatérias de
carater agudo e se mantém por alguns dias, dependendo do agente etioldgico e do tipo de
injaria. Inflamagdes cronicas caracterizam-se por aumento na quantidade de mondcitos e, em
alguns casos, por linfocitose, principalmente quando resulta da infecgdo por microorganismos
que causam estimulacdo antigénica persistente. Inflamagdes subagudas, como as observadas
nos bovinos destes surtos, sdo vistas hematologicamente como desvio a esquerda associado ou

nao a monocitose (Kramer 2000).
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As lesdes de malacia focal simétrica encontradas no bulbo de 6 dos 9 novilhos
necropsiados nao tinham ainda sido relatadas em associagdao com a toxicose por R. flavo-
brunnescens; em um relato (Freitas et al. 1966) degeneracdo neuronal e cromatdlise sdo
descritas no tronco encefalico de bovinos afetados pela toxicose, mas malacia focal nio ¢
mencionada. Embora ndo seja possivel afirmar de forma definitiva que as lesdes de malacia
focal simétrica encontradas em nossos casos foram causadas pela(s) toxina(s) presentes no
cogumelo, ¢ improvavel que a alta percentagem (66,6%) dos bovinos necropsiados com a
lesdo seja apenas coincidéncia. Além disso, durante o exame rotineiro de 3.378 encéfalos de
bovinos, utilizando a mesma metodologia, na rotina do LPV/UFSM durante os ultimos 4
anos, nenhuma lesao semelhante foi observada nessa localizagdo anatomica. Embora nao se
tenha observado nenhum sinal clinico de distirbio nervoso associado a essas lesdes nos
bovinos desse relato, deve ser considerado que o exame clinico desses animais foi bastante
superficial. Retrospectivamente, ¢ possivel inferir que o alto indice de miiases na comissura
labial seja reflexo de déficits de nervos cranianos (por ex., nervo hipoglosso) que impediam o
animal lamber os ferimentos nessa regido. Sinais clinicos neurolégicos como ataxia, tremores
musculares e convulsdes sdo relatados em ovinos em que os sinais clinicos eram associados a
congestdo e hemorragias perivasculares, principalmente nos coliculos mesencefalicos e no
cerebelo (Sallis et al. 2000). Congestao, edema, tumefacdo endotelial e hemorragia
perivascular sdo estdgios iniciais na malacia focal simétrica que ocorre em suinos intoxicados
com sementes de Aeschynomene indica (Oliveira et al. 2005). A susceptibilidade de
determinados locais do sistema nervoso central para malacia ¢ bastante conhecida (Innes &
Saunders 1962) e focos de malacia simétricos ocorrem em animais, associados a outras
intoxicagoes e toxinfecgdes. Essas incluem a ingestdo de plantas do género Centaurea em
eqiiinos (Cordy 1978), doenga do edema de suinos (Kurtz et al. 1969), toxifencao pela toxina
de C. perfringens tipo D em ovinos (Buxton et al. 1978) e intoxicacdo por selénio em suinos
(Harrison et al. 1983, Casteel et al. 1985). Essas semelhancas sugerem uma natureza vascular
para as lesdes do encéfalo dos novilhos deste estudo.

As lesdes causadas pela(s) toxina(s) de R. flavo-brunnescens em ovinos foram atribuidas a
isquemia resultante do espessamento da musculatura (miopaquinse) e degeneragdo do
endotélio de arteriolas (Sallis et al. 2000), algo semelhante ao que ¢ descrito no ergotismo
(Coppock et al. 1989). A miopaquinse seguir-se-ia degeneracio, necrose e ulceragdo dos
epitélios (Sallis et al. 2000). Em nenhum dos nove novilhos deste relato se observaram lesdes
vasculares semelhantes as descritas em associagdo ao ergotismo (Coppock et al. 1989) e ou a

intoxicagao por R. flavo-brunnescens em ovinos (Sallis et al. 2000). A patogénese das lesdes
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encontradas nos novilhos deste relato parece se enquadrar mais ao que ja foi descrito para
bovinos (Kommers & Santos 1995). Esses ultimos autores demonstraram que as alteragdes
histopatologicas sdo mais acentuadas onde ocorre o processo de queratiniza¢do dura, onde hé
uma alta percentagem de aminoacidos ricos em enxofre, como a cistina, envolvidos no
processo de queratinizacdo; € sugerido que na intoxicacdo por R. flavo-brunnescens ocorra um
distarbio do metabolismo de proteinas com alto teor de enxofre, presentes nos queratinocitos.
Isso resultaria na perda da estabilidade nas ligacdes moleculares da queratina dura e,
conseqiientemente, no afrouxamento dos cascos, pélos e chifres e na atrofia das papilas
linguais. Essa hipdtese parece bastante plausivel quando se considera que as lesdes
tegumentares encontradas em bovinos intoxicados por R. flavo-brunnescens sao semelhantes
as da intoxicacdo cronica por selénio em bovinos (O Toole & Raibek 1995). Na intoxicacao
cronica por selénio, conhecida também como alkali disease, ¢ proposto que, devido a
semelhanca 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
(O'Toole D. & Raibek 1995). A semelhanca morfologica entre a intoxicagdo por R. flavo-
brunnescens e a alkali disease explica o fato do mal do eucalipto ter sido inicialmente
atribuido a intoxicagdo por selénio (Barros 1958).

A intoxicacdo por R. flavo-brunnescens em bovinos tem sido confundida com a febre aftosa
(FA) devido a sialorréia e lesdes da lingua, semelhantes nas duas doengas (Bauer et al. 1966,
Freitas et al. 1966, Zurbriggen et al. 1985, Rech et al. 2005). O diagndstico diferencial com a
FA ¢ particularmente importante e ndo apresenta grandes dificuldades. A intoxicacao por R.
flavo-brunnescens esta sempre associada ao acesso dos bovinos a bosques de eucalipto no
periodo de outono, ndo estd associada a formagao de vesiculas na lingua (presentes na FA),
causa alisamento da superficie dorsal da lingua por atrofia das papilas filiformes (lesdao
ausente na FA) e apresenta taxas de morbidade mais baixas e de mortalidade mais altas que a

FA, embora alguns relatos da intoxicagdo por R. flavo-brunnescens indiquem uma morbidade

de 90% (Freitas et al. 1966).
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Fig. 1. Espécime do cogumelo Ramaria flavo-brunnescens que era abundante no solo dos
matos de eucalipto das duas propriedades onde ocorreram os surtos da intoxicagdo. O
cogumelo ¢ algo semelhante a uma couve-flor, amarelo-alaranjado e tem o ciclo de vida entre

fevereiro e junho. Foto tomada em maio de 2005 na Propriedade B.

Fig. 2. Indices de precipitagdo pluviométrica mensal no Rio Grande do Sul. Dados tomados de
janeiro de 2002 até setembro de 2005. As barras pretas representam os meses de verdo
(dezembro-fevereiro). Observe que no verdao de 2004/05 houve uma forte estiagem seguida de
elevada precipitagcdo pluviométrica nos meses de abril e maio, quando ocorreram os surtos de
intoxicagdo por Ramaria flavo-brunnescens em bovinos. Fonte: Estacdo Climatoldgica do
Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade Federal de Santa

Maria.
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Fig. 3. Intoxicagdo por Ramaria flavo-brunnescens em bovinos. Bovino 8 com sialorréia.

Fig. 4. Intoxicagdo por Ramaria flavo-brunnescens em bovinos. Perda dos pélos longos da

cauda do Bovino 6.
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Fig. 5. Intoxicagdo por Ramaria flavo-brunnescens em bovinos. Afrouxamento do estojo

corneo do chifre esquerdo do Bovino 9.

Fig. 6. Intoxicagdo por Ramaria flavo-brunnescens em bovinos. Bovino 2 com atrofia das

papilas linguais e conseqiiente alisamento da superficie dorsal da lingua (ver Fig. 10)
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Fig. 7. Intoxicagdo por Ramaria flavo-brunnescens em bovinos. Uma ulcera arredondada e
deprimida com aproximadamente 3 cm de diametro aparece na superficie dorsal do apice da

lingua do Bovino 5. A tlcera esta recoberta por coagulos de sangue.

Fig. 8. Intoxicacdo por Ramaria flavo-brunnescens em bovinos. Bovino 4. No ter¢o distal do

es0fago a mucosa estd ulcerada e recoberta por exsudato fibrinonecrotico.
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Fig. 9. Intoxicacdo por Ramaria flavo-brunnescens em bovinos. Histopatologia da pele da
extremidade da cauda do Bovino 9. A. Moderada hiperqueratose ortoqueratotica. Os foliculos
pilosos apresentam espessa camada de queratina tricolemal, formando tampdes de queratina.
HE, obj. 20. B. Foliculo piloso da derme superficial em fase telogénica com contorno
irregular e espessamento da bainha radicular fibrosa. HE, obj. 40. C. Na luz folicular ha
detritos necroticos associados a queratina; ao redor do foliculo piloso ha infiltrado

mononuclear composto por linfécitos e macrofagos. HE, obj. 40.
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Fig. 10. Intoxicag¢do por Ramaria flavo-brunnescens em bovinos. Histopatologia da lingua do
Bovino 4. O epitélio estd mais delgado que o normal e ha desaparecimento (atrofia) das
papilas filiformes. Na lamina propria observa-se tecido de granulagdao imaturo, infiltrado por

neutrofilos, macrofagos, linfocitos e plasmocitos e incontinéncia pigmentar. HE, obj. 40.
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Fig. 11. Intoxicacdo por Ramaria flavo-brunnescens em bovinos. Regido laminar do casco. A.
Aspecto histologico normal. B. Bovino 6. Varias laminas epidérmicas estdo encurtadas com
fusdo distal de queratina laminar irregular (flocular). As laminas epidérmicas apresentam

hiperplasia epitelial e auséncia de formacao abrupta de queratina no interior das ldminas. HE,

obj. 20.
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Fig. 12. Intoxicagdo por Ramaria flavo-brunnescens em bovinos. Histopatologia do esdfago
do Bovino 2. Mucosa integra a esquerda. Area focalmente extensa de perda total do epitélio a
direita com exposicdo de lamina propria substituida por tecido de granulagdo infiltrado

predominantemente por neutréfilos e macréfagos HE, obj. 20.
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Fig. 13. Intoxicagdo por Ramaria flavo-brunnescens em bovinos. Bovino 2. Bulbo na altura
do obex. A. Aspecto submacroscdpico mostrando duas areas focais simétricas de malacia
(setas). HE, obj. 2,5. B. Maior aumento da area de malacia mostrada em A. HE, obj. 20.
Detalhe: borda da lesdo mostrando acumulo de células Gitter. HE, obj. 40. C. Rarefacdo do
nucleo dorsal do vago com degeneragao neuronal e edema. H4 um manguito de células Gitter
em vaso na parte central superior da foto. Neste caso, o espago perivascular atua como vaso
linfatico drenando os macrofagos espumosos (células Gitter) que contém detritos fagocitados

do foco de necrose. HE, obj. 40.



4 DISCUSSAO

Todos os surtos da intoxicagdo por Ramaria flavo-brunnescens em animais de
producdo ocorrem devido a entrada prévia dos animais em bosques de eucalipto onde havia
grande quantidade do cogumelo. A enfermidade ocorre no outono ou verdo, coincidindo com
o ciclo de R. flavo-brunnescens (FREITAS et al., 1966; SANTOS et al., 1975; PASCHOAL
et al., 1983; TOKARNIA et al., 2000), como ¢ o caso desse relato, embora exista um relato
dessa intoxicagdo na primavera (QUINONES-SOWERBY, 1973). O principio ativo de R.
flavo-brunnescens ¢ desconhecido, mas sugere-se que seja um um alcaldide termolébil e
bastante volatil (SALLIS et al., 2004). Isso, em parte, explica porque a intoxica¢do ¢ mais
grave nos casos espontaneos. Provavelmente, ocorra perda do principio ativo entre a colheita
do cogumelo e sua administracdo aos animais do experimento.

As impressdes do Dr. Nicanor Carlos Spreckelsen (NCS) transcritas no livro Fundagao
e Evolucdo das Estancias Serranas (GOMES, 1966), nos parecem bastante precisas para os
recursos diagnosticos a disposicao de veterinarios no municipio de Tupanciretd em meados da
década de 50, no século passado. Algumas consideracdes devem ser feitas sobre essas
observagdes. Primeiro, a participacdo do ergotismo na causa do mal do eucalipto (em paginas
subseqiientes, NCS corrige o engano do técnico australiano C. W. Strutt em associar o
ergotismo a Claviceps paspali e menciona C. purpurea como o fungo que causa a lesdo)
voltou a ser considerada na década de 1970 (PERUSIA & RODRIGUEZ, 1973), que definem
a intoxicagdo por R. flavo-brunnescens como de “caracteristicas gangrenosas”, inclusive com
necrose da ponta da cauda. Em relacdo a intoxicacdo em ovinos, descrevem-se espessamento
da muscular de arteriolas (lesio denominada miopaquinse) e degeneracdo de células
endoteliais e trombose ocasional (SALLIS et al., 1993; 2000). Essas alteracdes seriam
responsaveis por isquemia e conseqiiente gangrena seca das extremidades, algo semelhante ao
que acontece no ergotismo. E interessante também ressaltar que em bufalos foi descrita a
intoxicacao por R. flavo-brunnescens associada a necrose da ponta das orelhas e da cauda
(ROZZA et al., 2004). No entanto, na intoxicagdo em bovinos, essas lesdes vasculares
(miopaquinse, degeneragdo vascular e trombose) e necrose da ponta da cauda ndo tém sido
verificadas e parecem ndo ter participacdo na patogénese da lesdo nessa espécie. Além disso,
na patogénese do ergotismo ¢ sugerido que a estimulagao sist€émica do musculo liso da tinica
média resulte em miopaquinse de varios 6rgdos como areas profundas da derme, pulmdes,

rins, submucosa do intestino delgado, bago e miocardio (COPPOCK et al., 1989). O segundo
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ponto a considerar nos comentarios de NCS ¢ a afirmacao de que “a ocorréncia da doenca ¢
verificada em determinadas €pocas do ano e outonos chuvosos, segundo observagao geral, ¢
favoravel ao seu aparecimento e intensidade”, Isso corresponde ao que foi encontrado no
nosso estudo (BARROS et. al., 2006, ver Fig. 2) que relata a ocorréncia dos surtos apoés uma
estiagem de verdo, seguida por precipitacdo pluviométrica acentuada. O fato de que chuvas
fortes favorecem o aparecimento da intoxicacao ja foi mencionado na literatura (PASCHOAL
et al., 1983; ZURBRIGGEN et al., 1985; TOKARNIA et al., 2000). E, finalmente, a descrigao
de NCS de que “nos eqiiinos verificamos, apenas, queda das crinas, pélos da cauda e lesoes
dos cascos, que se traduzem pela formagdo de um sulco circular proximo a coroa”
corresponde ao que observamos em um eqiiino em maio-junho de 2005. Esse animal
apresentava queda de pélos da cauda (Figura 1), das crinas (Figura 2), e dos pélos; um sulco
em forma de circulo aparecia proximo ao rodete corondrio (Figura 3). O estudo radioldgico de
projegoes lateromedial e dorsopalmar dos membros toracicos revelaram distanciamento entre
0 processo extensor da terceira falange e a banda coronaria; esse achado ¢ compativel com
deslocamento distal da coluna d6ssea. O cortex dorsal da terceira falange ndo se encontra
alinhado com o aspecto dorsal da muralha do casco, indicando rotacdo da terceira falange
(Figura 4). No membro toracico esquerdo a muralha apresenta 55° em relagdo ao solo e a
terceira falange aproximadamente 68° em relagdo ao solo. No membro toracico direito esses
valores sdo 50° e 65°. Em ambos os posicionamentos radiograficos nota-se uma banda
radiopaca com largura aproximada de 2,5 cm, sugestiva de distirbio da queratinizacdo das
camadas do casco. Nas projecdes dorsopalmares observa-se que essa banda radiopaca
estende-se de um taldo ao outro na altura do ter¢o médio da muralha do casco (Figura 5). Essa
lesdo corresponde ao sulco em forma de circulo mostrado na Figura 3. Os achados
radioldgicos indicam degeneragdo laminar bilateral dos membros toracicos.

Em alguns animais deste ¢ de outros casos de intoxicagdo por R. flavo-brunnescens
(xxxxx) em bovinos tem sido relatada uma pigmentagao amarelada ao redor dos olhos e do
pescogo (e também nos dentes, nos nossos casos).

Os dados epidemiologicos, clinicos e anatomopatologicos sdo semelhantes ao que ja
foi descrito para a intoxicagdo por R. flavo-brunnescens em bovinos, porém as lesdes de
malacia focal simétrica relatadas no tronco encefalico de seis dos nove bovinos ndo tinham
sido ainda associadas a intoxicacao por R. flavo-brunnescens. Em um relato (FREITAS et al.,
1966), degeneracdo neuronal e cromatolise sdo descritas no tronco encefalico de bovinos

afetados pela toxicose, mas malacia focal ndo ¢ mencionada.
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Em dois novilhos deste estudo (Bovinos 2 e 3) foram realizados estudos ultra-
estruturais. Os resultados da microscopia eletronica indicam que os queratinocitos da camada
espinhosa do epitélio da lingua revelavam diminuicao dos tonofilamentos (Figura 6), quando
comparados aos queratinocitos da mesma regido de um bovino normal (Figura 7). Foi
verificado também, nessa regido, acentuada dilatacdo dos espacos intercelulares
ocasionalmente preenchidos por material finamente granular. Os desmossomos estavam

integros.
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Figura 1 — Intoxicacdo por Ramaria flavo-brunnescens em eqiliino. A. Perda de pélos da

cauda. B. Maior aproximagdo de A
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Figura 2 — Intoxicagdo por Ramaria flavo-brunnescens em eqiiino. Perda de pélos das crinas.

Figura 3 — Intoxicagdo por Ramaria flavo-brunnescens em eqiiino. Observa-se sulco circular

no casco, proximo ao rodete coronario.
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Figura 4 — Intoxicacdo por Ramaria flavo-brunnescens em eqiiino. Aspecto radiolédgico,
projecao lateromedial do membro toracico direito. Rotacao da terceira falange, indicada pela
imagem do cortex dorsal da terceira falange desalinhado com o aspecto dorsal da muralha do
casco. Uma 4rea radiopaca com largura aproximada de 2,5 cm aparece logo abaixo do rodete

coronario.

Figura 5 — Intoxicacdo por Ramaria flavo-brunnescens em eqiiino. Aspecto radiolédgico,
projecdo dorsoplantar do membro toracico direito. Observa-se uma banda radiopaca, que se
estende de um taldo ao outro, na altura do ter¢o médio da muralha do casco. Essa lesao
corresponde ao sulco em forma de circulo mostrado na Figura 3 e a area radiopaca mostrada

na projecao lateromedial da Figura 4.
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Figura 6 — Intoxicagdo por Ramaria flavo-brunnescens. A. Bovino controle mostrando a
distribuicao normal dos tonofilamentos nos queratinocitos da camada espinhosa do epitélio da

lingua. Observar a auséncia de granulos de querato-hialina. Barra =2 um.

Figura 7 — |Intoxicagdo por Ramaria flavo-brunnescens. Bovino 2, intoxicado
espontaneamente por Ramaria flavo-brunnescens. Observa-se diminui¢do dos tonofilamentos
nos queratinocitos da camada espinhosa do epitélio da lingua, dilatacdo dos espagos
intercelulares e presenca de acimulos de um material finamente granular (seta). Observa-se

também dilatagdo excéntrica da cisterna perinuclear (cabeca de seta). Barra = 2 pm.



5 CONCLUSOES

1. Bovinos intoxicados espontaneamente por Ramaria flavo-brunnescens desenvolvem focos

simétricos de malacia no tronco encefalico, especificamente na medula oblonga.

2. Os sinais clinicos, hematoldgicos e anatomopatologicos desenvolvidos por bovinos
intoxicados espontaneamente por R. flavo-brunnescens incluem depressdo, perda de peso,
desidratacdo, salivacdo excessiva, afrouxamento e perda dos pélos longos da cauda,
alisamento da superficie dorsal da lingua com ocasional ulceragdo, afrouxamento do estojo
corneo dos chifres, hipopion, hifema, opacidade da coérnea, leucocitose ¢ esofagite

fibrinonecrotica.

3. As alteragdes histopatoldgicas desenvolvidas por bovinos intoxicados espontaneamente por
R.  flavo-brunnescens incluem alteragdes tegumentares que sugerem distirbios da

queratinizagao.

4. Os achados ultra-estruturais no epitélio da lingua bovinos intoxicados espontaneamente por
R. flavo-brunnescens incluem diminuicdo dos tonofilamentos e dilatagdo dos espacos

intercelulares.

5. Os sinais clinicos em eqiiino intoxicado espontaneamente por R. flavo-brunnescens incluem
queda das crinas, dos pélos da cauda e depressdo em forma circular da por¢do cornea proxima

ao rodete coronario.

6. Os achados radioldgicos em eqiiino intoxicado espontaneamente por R. flavo-brunnescens

indicam degeneragao laminar (l1aminas dos cascos) bilateral dos membros toracicos.
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