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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncia Animal
Universidade Federal do Pampa

INTOXICACAO ESPONTANEA PELO HERBICIDA CLOMAZONE EM
OVINOS E REPRODUCAO EXPERIMENTAL DA ENFERMIDADE
AUTOR: MAURICIO ZACHARIAS FAGUNDES
ORIENTADOR: BRUNO LEITE DOS ANJOS
Data e Local da Defesa: Uruguaiana, 09 de agosto de 2013.

As neuropatias téxicas em animais de producdo causadas por pesticidas
correspondem a um importante grupo de enfermidades degenerativas do sistema
nervoso central e periférico. No entanto, pouco se conhece sobre os reais impactos
toxicos de muitos desses produtos em animais ¢ humanos ¢ ao meio ambiente. O
clomazone ¢ um herbicida amplamente utilizado na regido sul do Brasil por ser potente
e supostamente seguro, com baixa toxicidade para animais ¢ humanos. Até o presente
ndo hé relatos da intoxicacdo por esse herbicida em animais domésticos. O presente
trabalho relata a intoxicacdo espontanea e experimental por clomazone em ovinos. De
um rebanho com 103 ovinos, 20 animais apresentaram especialmente sinais clinicos
neurologicos e respiratorios. A intoxicagdo foi reproduzida experimentalmente em trés
ovinos com a administragdo de 134 mg/kg de peso corporal de clomazone. Tanto nos
casos naturais como experimentais o sinais clinicos incluiram taquipnéia, anorexia,
apatia e dificuldade de locomogdo com debilidade em membros toracicos e pélvicos,
além de arrastar de pingas. Macroscopicamente ndao foram observadas alteragdes
significativas. Microscopicamente, foram observadas especialmente vacuolizagdo em
substancia branca e alguns vacliolos perineuronais ¢ congestdo de vasos das
leptomeninges ¢ do neurdpilo. Ultraestruturalmente, as alteragdes vacuolares
caracterizaram-se especialmente por tumefacdo em dendritos e processos astrocitarios.
A partir dos dados obtidos conclui-se que o clomazone ¢ um agente toxico capaz de

causar neuropatia toxica em ovinos.

Palavras chaves: Doengas de ovinos, clomazone, neuropatia toxica, neuropatologia.



ABSTRACT
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SPONTANEOUS POISONING BY CLOMAZONE HERBICIDE IN SHEEP
AND EXPERIMENTAL REPRODUCTION OF DISEASE
AUTHOR: MAURICIO ZACHARIAS FAGUNDES
ADVISOR: BRUNO LEITE DOS ANJOS
Date and Place of Defense: Uruguaiana, august 09, 2013

The toxic neuropathies in farm animals caused by pesticides represent an
important group of degenerative diseases of the central and peripheral nervous system.
However, little is known about the real impact of many of these toxic products on
animals and humans and to the environment. The clomazone is a herbicide that has been
widely used in southern Brazil and includes one of the most potent herbicides and
supposedly safe, with low toxicity to animals and humans. To date, there are no reports
of this herbicide poisoning in domestic animals. This study describes the spontaneous
and experimental poisoning due to clomazone herbicide in sheep. In a flock of 103
sheep, approximately 20 showed clinical signs especially neurological and respiratory.
The poisoning was experimentally reproduced in three sheep with the administration of
134mg/kg body weight of clomazone. Both in natural and experimental cases the
clinical signs included tachypnea, anorexia, apathy and limited mobility with weakness
in forelimbs and hind limbs, drag tweezers, and gait changes. Macroscopically, there
were no significant changes. Microscopically, were observed especially vacuolization in
the white matter of brain, perineuronal vacuoles and, hyperemia congestion of the
leptomeningeal and neuropil vessels. Ultrastructurally, the vacuolar lesions in the brain
correspond to dendritic and astrocytic processes swelling. From the data obtained it was
concluded that the clomazone is a toxic agent capable of causing toxic neuropathy in

sheep.

Keywords: Diseases of sheep, clomazone, toxic neuropathy, neuropathology.
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1 INTRODUCAO

Neuropatias toxicas do sistema nervoso incluem comumente em desordens que
levam a doengas neurodegenerativas e, em menor frequéncia as axonopatias nos
animais. Estas condigdes provocam lesdo tecidual em grandes secgdes do sistema
nervoso, resultando até mesmo em perda de populagdes de células neuronais especificas
no SNC (Summers et al., 1995; Rech et al., 2006; Siso et al., 2006).

Intoxicagdes por plantas, metais pesados, herbicidas, inseticidas e intmeros
medicamentos, especialmente os destinados ao controle de endoparasitoses sdo comuns
em animais de rebanho e inclusive humanos (Jolly & Walkley, 1997; Webb, 1983;
Jortner et al., 2000; Riet-Correa et al., 2009; Souza et al., 1996; Furlan et al., 2009 b).

O uso intensivo dos pesticidas agricolas, apesar de favorecer a agricultura, levam
ao acumulo e persisténcia no ambiente. Dessa forma, pode ocorrer a contaminagdo do
solo, da 4agua e do ar, resultando em toxicidade ao meio ambiente. O solo necessita
fertilidade, que por sua vez depende de caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas,
que em equilibrio, s3o essenciais para a produtividade de um sistema agricola
sustentavel. Atualmente, o Brasil ¢ o pais que mais utiliza herbicidas no mercado
mundial, que representa cerca de 56% do total comercializado (Peters, 2011). A
utilizagdo desses produtos em lavouras pode levar a intoxicagdo em animais ¢ humanos.
No entanto, os dados sobre a capacidade de induzirem quadros toxicos em animais e
humanos sdo escassos.

Clomazone ¢ um herbicida largamente utilizado em lavouras de arroz no Brasil e
com eficacia comprovada sobre gramineas invasoras desta cultura (Crestani, 2004) e
atualmente utilizado como um produto seguro para humanos ¢ ao meio ambiente.
Porém, pouco se conhece sobre o seu efeito toxico em animais.

O Rio Grande do Sul possui um dos maiores rebanhos de ovinos do pais, com
aproximadamente 3.991.612 milhdes de cabegas (IBGE, 2011) e, ¢ um dos maiores
produtores de arroz do Brasil. Muitos pecuaristas gaichos consorciam a criagdo de
animais com a lavoura, e por isso os riscos de intoxicagcdo por herbicidas, como o
clomazone sdo elevados.

Dessa forma ¢ de extrema importancia o conhecimento detalhado de casos da
intoxicacdo por esses produtos. O presente trabalho apresentado investigou os riscos e

comprovou os aspectos que podem levar ao desenvolvimento da intoxicagdo por



clomazone em ovinos estabelecendo dados que podem auxiliar técnicos e produtores na

identificacdo, prevencao e controle dessa intoxicacao.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Principais neuropatias téxicas em animais de producio

As doengas do sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP) de animais de
produgdo apresentam etiologias variadas, das quais se destacam os agentes infecciosos ¢
toxicos e correspondem a um grupo importante de patologias que causam perdas
econdmicas impactantes em todo o mundo (Stamp et al., 1959; Jolly & Walkley, 1997,
Summers et al., 1995).

Dentre os varios grupos de doencas que afetam o SNC e SNP se enfatizam as
doencas degenerativas e as axonopatias tdxicas por sua complexidade quanto aos
mecanismos patogenéticos e variabilidade de agentes ectiologicos. As doengas
degenerativas do sistema nervoso central e as axonopatias correspondem,
respectivamente, a patologias toxicas que levam a degeneracdo da substancia branca e
cinzenta do SNC e de axdnios no sistema nervoso periférico (Summers et al., 1995;
Radostits et al., 2002; Maxie & Youssef, 2007; Zachary, 2007).

Além disso, podemos também citar as neuropatias de origem hereditaria (Gordy
et al., 1967), condigdes descritas em ovinos da raca suffolk, nos Estados Unidos,
possivelmente associadas a um gene recessivo. Nesses casos sdo descritas alteragdes
no SNC com a presenga de esferdides axonais.

Dentre as neuropatias de origem tdxica, destacam-se as intoxicagdes que
ocorrem pela ingestdo de plantas toxicas e pesticidas que sdo descritas no mundo
inteiro, como formas de doencas neuroldgicas. Plantas dos géneros Astragalus,
Swainsona e Oxytropis, causam o-manosidoses em espécies como equinos, bovinos,
ovinos e caprinos nos Estados Unidos, México, Canad4 e Australia (Van Kampen &
James, 1969; Smith, 2006).

No Brasil, as principais plantas que causam neuropatia toxica sdo Sida
carpinifolia que causa doenga do armazenamento lisossomal, caracterizada por
vacuolizacdo neuronal descritas caprinos (Driemeier et al., 2000), ovinos (Seitz et al.,
2005), bovinos (Furlan et al., 2009) e animais silvestres (Anjos, 2010) e Solanum
fastigiatum que induz neurolipidose caracterizada por vacuolizagdo total ou parcial de
neuronios de Purkinge e formacdo de esferdides axonais na camadagranular e na
substancia branca do cerebelo de bovinos(Riet-Correa et al,. 1983; Barros et al., 2006;

Rech et al., 2006).



Intoxicagdes por pastagens compostas por Helichrysum argyrosphaerum foram
diagnosticadas em ovinos e cabras, na Africa do Sul, nas quais foram descritas
alteracdes histologicas como vacuolizagdo da substancia branca no sistema nervoso
(Van der Lugt et al., 1996).

No Brasil, inimeros estudos com base na identificagdo e controle dessas
doengas vém sendo realizados especialmente para as espécies bovina ¢ equina. Embora
diversas doengas do SNC de ovinos e caprinos sejam relatadas no Brasil, seus reais
impactos sdo pouco conhecidos e muitos ainda sdo imprecisos na maioria dos estados

do pais (Guedes, 2006; Riet-Correa et al., 2007).

Na regido Sul do Brasil, bem como nos estados do Mato Grosso do Sul, Rio de
Janeiro, Minas Gerais e Sdo Paulo, s@o relatadas doengas neuroldgicas toxicas em
ovinos pela ingestdo de plantas toxicas como Ateleia glazioviana “timbo” (Stigger et al.,
2001; Raffi et al., 2006) Tetrapterys multiglandulosa (Riet-Correa et al., 2005) e
Halimium brasiliense (Riet-Correa et al., 2009).

Em se tratando de pesticidas e medicamentos também s3o descritos inumeros
casos de doenga neuroldgica em animais no Sul do pais, dos quais se destacam as
intoxicagdes por organofosforados e carbamatos em bovinos (Soares et al., 2002;
Oliveira-Filho et al., 2010), em bufalos (Grecco et al., 2009) e ovinos (Souza et al.,
1996), além da intoxicag@o por closantel em ovinos e caprinos (Ecco et al., 2008; Furlan
et al., 2009).

Clinicamente as intoxicagcdes sdo caracterizadas de modo em geral por
convulsdes, acompanhadas de tremores musculares, opistdtono, nistagmo, tetania e
movimentos de pedalagem. Outros sinais clinicos incluem incoordenagdo motora e
sialorreia, ¢ também pode ocorrer depressdo, ataxia, paralisia, midriase bilateral
irresponsiva e coma (Radostits et al., 2002; Maxie & Youssef, 2007; Zachary, 2007).

As doengas do SNC e SNP geralmente ndo cursam com alteragdes
macroscopicas o que pode dificultar o diagnoéstico. Estas enfermidades podem induzir
edema axonal, esferoides axonais, cromatodlise e degeneracdo, e necrose neuronal
principalmente no tronco encefalico ¢ medula espinhal (Summers et al., 1995; Maxie &
Youssef, 2007) semelhante ao que ocorre na intoxicagdo por Halimium brasiliense em
ovinos (Riet-Correa et al., 2009). A vacuolizagdo ou a espongiose do sistema nervoso
central também pode ser obsevada e ocorre de forma semelhante ao encontrado nos

casos de intoxicacdo por Ateleia glazioviana (Stigger et al., 2001) e Tetrapterys
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multiglandulosa (Riet-Correa et al., 2005) em ovinos e bovinos. Em virtude da
semelhanca das lesoes das doengas neurologicas em ruminantes causadas pelos varios
agentes toxicos citados anteriormente e pela dificuldade em compreender a
epidemiologia das intoxicagdes, torna necessario o uso de técnicas de diagnostico mais
acuradas, as quais muitas vezes nao estdo disponiveis em todos os laboratdrios de

diagnostico e impossibilitam o diagndstico conclusivo de algumas intoxicagoes.

2.1.1 Principais pesticidas que causam intoxicacdo em animais

A Organizagdo Mundial da Satde (OMS) define pesticida ou praguicida de
forma ampla como toda substincia capaz de controlar uma praga, que possa oferecer
risco ou incdmodo as populagdes e ambiente. Os principais inseticidas ou anti-
helminticos incluem os organofosforados e carbamatos, que possuem diferentes
composi¢des quimicas, com uso amplamente difundido na Agricultura e na Medicina
Veterinaria. Intoxicagdes acidentais em animais de importancia pecudria sdo comuns e
provocam sinais clinicos principalmente neurologicos (Guglielmone et al., 2001;
Radostits et al., 2002; Castro et al., 2007). As intoxica¢des por medicamentos e
pesticidas sdo relatadas tanto em animais domésticos € em humanos, e tem como fatores
epidemiologicos mais frequentes o contato acidental e erros na administracdo dos
produtos (Grecco et al., 2009; Oliveira-Filho et al., 2010).

Dentre os inseticidas mais utilizados estdo os organofosforados que apresentam
varias denominag¢des comercias como metaminofds, dimixion, fenitrotion, fention,
fosfomet, triclorfon, clorfenvinfos, ethion e diazinon, e com menor frequéncia os
carbamatos como carbaril, aldicarb, carbofuran, methomyl, propoxur, oxamil,
pirimidicarb e dioxacarb (Barbosa et al., 2005).

Da mesma forma, com ag@o anti-helmintica e utilizado em grande escala na
medicina veterinaria principalmente em ovinos, o closantel atua contra Haemonchus
contortus, Fasciola hepatica e larvas de Oestrus ovis interferindo na fosforilagdo
oxidativa desses parasitos (Gill et al., 1999; Ecco et al.,2006; Furlam et al., 2009).

Herbicida ¢ um grupo de compostos quimicos utilizados para o controle e
erradicagdo de plantas invasoras em culturas como exemplo a esse grupo, o paraquat, ¢
um herbicida amplamente usado para o controle pré-emergente de ervas daninhas em

culturas. Comercialmente podem ser utilizados unicamente ou associado com diquat.
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Embora estes produtos quimicos possam ser rapidamente inativados em contato com o
solo, os animais podem ser intoxicados através de pastagens ou até mesmo por racdes
expostas a0 mesmo (Philbey & Morton, 2001; Suntres, 2002; Serra et al., 2003).

O Quadro 1 demonstra o resumo de algumas caracteristicas principais desses
grupos de pesticidas. Incluindo outros pesticidas que também compdem o grupo de

maior importancia em se tratando de condigdes toxicas para os animais.



Quadro 1- Sinais clinicos, lesoes e referéncias bibliograficas dos principais pesticidas que causam intoxicagdo em animais domésticos.

Pesticidas Espécies Mecanismo de Acao Sinais Clinicos Principais Lesoes Referéncias
Afetadas
Organofosforados Ovino Inibe a Nausea, tenesmo, dispneia, Degeneragdo axonal Pugh, 1975
Bovino colinesterase bradicardia rigidez muscular, principalmente da parte distal dos Souza, et al.,
Carbamatos , - . e
Bufalo tremores musculares, debilidade, ax6nios nos nervos periféricos, 1996
paresia e paralisia. caracterizando edema e perda de Grecco, et al.
mielina. 2009
Oliveira-
Filho, et al.,
2010
Closantel Ovino Inibe a fosforilagdo Depressdo, ataxia, ‘Status spongiosus’ no sistema Gill et al.
Caprino  oxidativa incoordenacao motor e reflexo nervoso central e neuropatia 1999
pupilar diminuido a ausente e compressiva no nervo Optico, Barlow et al.,
cegueira bilateral. degeneracdo e/ou atrofia da 202
retina. Ecco et al.
2006
Paraquat Ovino Inibe a catalase Excitagdo, ataxia, diarreia, Pulmdo: congestdo, hemorragia Philbey &
Bovino dificuldade respiratoria e edema intersticial, e necrose. Morton, 2001
Cao convulsoes. SNC: esferdides axonais em
medula oblonga. Beasley,
1999,
Almeida, et

al. 2007




Continuacdo do Quadro 1

Organoclorados Ovino Interferem na Debilidade dos membros, salivagdo, Pulmdo: enfisema e edema Frank et al.,
Bovino membrana celular ataxia, tremores musculares, alveolar e intersticial. 1991
Equino hipersensibilidade, excitagdo, dectbito Rins: congestdo dos glomérulos Rivero et al.,
lateral com convulsdes tonico-clonicas e intensas hemorragias. 2011
e movimentos de pedalagem. Encéfalo: leucoencefalomalacia. Riet-Correa et
al.,2007
Abamectina Bovino Libera acido gama Hipotonia muscular generalizada e S/A Seixas et al.,
aminobutirico depressdo progressiva. 2006
Piretroides Bovino Interfere nos canais Salivagao, hiperexcitabilidade, S/A Mendonga et
de sodio tremores, convulsoes, dispneia, al., 2010
prostracdo e morte.
Amitraz Equino Inibicdo da enzima Apatia, dificuldade de apreensao, S/A Duarte et al.,
Bovino monoaminoxidase mastigacdo ¢ degluticdo, arrastar das 2003
Gato pingas dos cascos no solo, priapismo, Kizil et al.,
sensibilidade abducdo dos membros ¢ 2008

incoordenagao.

Andrade et al.,
2007




2.1.2 Intoxicacao por Organofosforados e Carbamatos

Organofosforados e carbamatos s@o produtos usados em atividades agropecuarias
como inseticidas para lavouras e antiparasitdrios para animais. Intoxicagdes acidentais
ocorrem durante aplica¢des de inseticidas em plantagdes ou uso de antiparasitarios em
concentragdes inadequadas (Barros et al., 2006). O uso incorreto desses produtos pode
acarretar grandes prejuizos na pecudria e a intoxicagdo ocorre na grande maioria das
vezes por contaminacdo da agua, alimentos, pastagens e uso de concentragdes
exageradas do produto (Boermans et al., 1984; Radostits et al., 2000) na mesma forma,
durante as aplicagdes sobre culturas, e que serdo utilizadas na forma de feno como
fonte de alimento para os animais. (Barros & Driemeier, 2007).

Esses produtos s@o rapidamente absorvidos pela pele, conjuntiva, mucosa do trato
alimentar ou inalados (Radostitis et al., 2000), sendo que a taxa de absorgao cutanea ¢é
influenciada pelo solvente utilizado (Barros et al., 2006). Existem alguns fatores de
risco relevante para ocorréncia da intoxicacdo como idade do animal, estresse, privagao
de agua, frio intenso e sexo. E, também o método de aplicagdo como pour on em
comparagdo com a pulverizacdo demonstrando um efeito em até 24horas de atraso
(Radostitis et al., 2000; Grecco, 2009).

Segundo Pugh, 1975 relatou intoxicagdo em bovinos pela ingestdo de
organofosforados em Ontario provincia do Canadd. Também em Otario, Canada foi
relatado em gado de leite (Boermans et al., 1984).

Em trabalhos de intoxicagdo experimental tem sido demonstrado que a ordem de
toxicidade desses produtos difere amplamente entre bufalos e outras espécies
domésticas, sendo assim, doses utilizadas em bovinos ndo deve ser feita para bubalinos
(Raina et al., 1990; Raina et al., 1991).No Brasil ha relatos de surtos da intoxicagao por
organofosforados em bovinos no Distrito Federal (Castro et al., 2007), no Para (Barbosa
et al., 2003), e em Santa Catarina (Gava et al., 2001) e no Rio Grande do Sul (Grecco et
al., 2009; Oliveira-Filho et al., 2010) e em ovinos (Souza et al., 1996) e por carbamatos
no Rio Grande do Sul (Soares et al., 2002).

Entre os bovinos as ragas zebuinas parecem ser mas suscetiveis (Barros &
Driemeier, 2007).Tanto os organofosforados quanto os carbamatos inibem a
acetilcolinesterase. Os organofosforados agem promovendo a fosforilagdo da enzima
formando uma ligagdo irreversivel, enquanto os carbamatos carbamilam a

acetilcolinesterase, criando uma ligacdo reversivel, ou seja, mais forte (Frank et al.,
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1991), levando ao actimulo de acetilcolina nas sinapses e juncdes neuromusculares,
resultando em constante despolarizacdo e hiperestimulagdo (Dalto et al., 2011; Zachary,
2007).

Na intoxicac¢do por organofosforados nos casos ndo letais a recuperagdo pode
ocorrer em até 48 horas. No entanto, nas intoxicagdes cronicas, que ocorrem quando o
produto ¢ aplicado varias vezes em intervalos pequenos de alguns dias, sinais clinicos
moderados podem ser observados de forma repetida em intervalos de alguns dias (Gava,
2001; Grecco, 2009).

Os sinais clinicos estdo associados com o excesso de acetilcolina acumulada e
uma hiperestimulagdo do sistema nervoso parassimpatico. Além disso, os efeitos
também podem ser divididos em trés categorias: muscarinicos, nicotinicos ¢ do sistema
nervoso central. Os efeitos muscarinicos incluem sudorese, sialorreia, lacrimejamento,
hipermotilidade gastrintestinal, nausea, vomito, diarreia, tenesmo, dispneia, bradicardia
e miose. Os efeitos nicotinicos sdo caracterizados por rigidez muscular, tremores
musculares, debilidade, paresia, e paralisia. No sistema nervoso central, o acumulo de
acetilcolina causa inquietacdo, ansiedade, ataxia hiperatividade, convulsdo, depressdo
mental profunda e coma (Pugh, 1975; Boermans et al., 1984; Barros & Driemeier,
2007).

Os sinais clinicos de um quadro cldssico de intoxicacdo aguda incluem
lacrimejamento, miose, salivag¢do, tremores musculares, bradicardia, fraqueza muscular,
ataxia, dispneia grave e diarreia. (Pugh, 1975; Boermans et al., 1984; Garcia et al.,
2006; Maxie & Youssef, 2007; Zachary, 2007; Dalto, 2011).

Como alteragdes histologicas a principal lesdo ¢ a degeneragdo axonal
principalmente da parte distal dos axonios nos nervos periféricos, caracterizando edema
¢ perda de mielina (Jones & Hunt, 2000, Maxie & Youssef, 2007). Pode ocorrer,
também, degeneracdo hepatica e renal (Maxie & Youssef, 2007).

O diagnoéstico € feito pelo histdrico que indica a exposi¢do dos animais as
substancias toxicas, pelo quadro clinico e pela auséncia de achados macroscopicos
significativos em animais necropsiados. Ocorre depressdo dos niveis normais de
colinesterase nos tecidos e no sangue. A intensidade da diminuig¢@o da colinesterase, no
entanto, nem sempre e proporcional a gravidade da intoxicagdo, e uma diminuigdo
abrupta ¢ mais significativa que uma diminui¢do gradual (Khan, 2001; Barros &

Driemeier 2007).
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Segundo Soares et al., (2002), outra forma de diagnostico importante ¢ a coleta
de contetido do rumen e abomaso e fragmentos de figado e rim para dosagem de

organofosforados e carbamatos por métodos cromatograficos.

2.1.3 Intoxicacao por Closantel

Closantel ¢ um antiparasitdrio da classe dos salicilanilideos, que atua
desacoplando a fosforilacdo oxidativa, utilizado principalmente em bovinos, ovinos e
caprinos (Barlow et al., 2002;Furlan et al., 2009; Van der Lugt & Venter, 2007).
Quando usado pelas vias oral e intramuscular tem agdo contra Haemonchus contortus,
Fasciola hepatica e Oestrus ovis. O closantel, quando administrado em doses superiores
as recomendadas leva a cegueira, com degeneragdo da retina ¢ edema intramielinico do
nervo oOptico e outras areas do sistema nervoso central (Gill et al., 1999; Sakhaeea e
Derakhshanfar, 2010) e em alguns casos, at¢ mesmo a morte (Furlan et al., 2009).

Segundo Ecco et al. (1999), um surto de intoxicagdo foi diagnosticado em um
rebanho de 27 caprinos no Rio Grande do Sul. Os animais tinham entre 7e 8 meses de
idade e foi administrado closantel com uma dose 10 vezes superior & recomendada.
Ocorreu a morte de 7 animais, 5 foram sacrificados e os demais se recuperam dos sinais
clinicos agudos, porem ficaram cegos.

Hé também relatos de intoxicacdo experimental em ovinos (Gill et al. 1999),
caprinos (Ecco et al., 20006) .

As principais alteracdes histologicas observadas em intoxicagdo por este
farmaco caracterizam-se por degeneracdo da retina, com degeneracdo das células da
camada nuclear interna e das células fotorreceptoras, picnose ¢ perda de células na
camada nuclear externa e perda de neurénios da camada ganglionar. Edema
intramielinico também pode ser observado no nervo oOptico. Posteriormente, levando
uma condi¢do de compressdo, observa-se necrose, infiltracdo por células inflamatorias,
principalmente de macréfagos e consequentemente fibrose da porgao intracanalicular do
nervo por fim resultando em degeneracdo Walleriana. Podem ainda ser observados
edema intramielinico, preferentemente perivascular e perineuronal no trato 6tico e na
substancia branca de outras regides do sistema nervoso, incluindo pedinculos
cerebelares, cerebelo e tronco encefalico (Ecco et al., 1999; Gill et al., 1999; Barlow et

al., 2002; Furlan et al, 2009; Van der Lugt & Venter, 2007; Sakhaecea &
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Derakhshanfar, 2010). Lesdes hepaticas caracterizadas por degeneragdo e necrose de
hepatocitos podem ocorrer (Ecco et al., 1999) .

O diagnostico baseia-se no historico de tratamento prévio com closantel, no
quadro clinico e na observa¢do das principais alteracdes histoldgicas caracteristicas
dessa condi¢do. Deve ser realizado o diagnostico diferencial para intoxica¢do por outras
drogas que também levam a cegueira, como por exemplo, a rafoxanida e o
hexacloretano. Quanto ao tratamento, ndo ha uma solucdo eficiente para intoxicacao.
Os sinais clinicos podem ser reversiveis, no entanto a condi¢do de cegueira pode ser
permanente. Como prevencao deve-se ter cautela no uso da dose correta a ser aplicada

no animal (Barbosa et al., 2005).

2.1.4 Intoxicacao por Paraquat

Considerado o herbicida mais efetivo contra a¢do de gramineas, o paraquat ¢
amplamente utilizado para o controle de ervas daninhas, em renovacdo de pastagens e
manutencio de forrageiras. E usado juntamente com outros produtos ap6s semeadura e
pré-colheita, controlando a vegetacdo aquatica em canais de irrigagdo, reservatorios e
acgude (Caldas et al.,2000).

O paraquat (1-1’-dimetil-4-4’-bipiridilo), ¢ um herbicida de contato ndo seletivo,
¢ considerado um sal de amoénia bi quaternaria, usualmente sintetizado na forma de sal
dicloridrico. Este herbicida interrompe o processo de fotossintese nas plantas. E
atualmente o terceiro pesticida mais vendido no mundo, justamente por conferir
vantagens como diminuir o trabalho, ter baixo custo, sendo acessivel para os
agricultores nos paises em desenvolvimento (Wesseling et al. 2001).

Comumente ¢ comercializado com Gramoxone®, Gramocil®, Agroquat®,
Gramuron®, Paraquat”®, Paraquol® e também em misturas com outros principios ativos,
como o Secamato” (Oga et al., 2003).

De todos os herbicidas, sem duvida, o paraquat tem sido o principal responsavel
pelo maior nimero de intoxicacdes humanas graves, muitas delas fatais, seja por
acidentes, pela exposi¢do ocupacional ou, ate mesmo, pelas tentativas de suicidio. Em
razdo da sua extrema toxicidade, € muito possivel que esse herbicida também possa
representar alto risco aos animais em geral, tanto pelo contato direto, como pela

exposicao indireta a tal composto (Spinosa, et al., 2008).

12



A absorc¢do oral, dérmica e respiratéria dos herbicidas bipiridilios ¢ pequena,
mas a presenca de solventes e outras substincias que facilitam a sua absor¢do pode
aumentar o risco toxicologico. No caso do paraquat, a sua toxicidade ¢ muito alta e
predominantemente pulmonar, local onde a concentragdo ocorre de forma acentuada em
comparagdo com outros tecidos. Sua elimina¢do renal é extensa, e, em estudos
experimentais, mesmo apos 21 dias de sua exposi¢do oral, ainda se encontrava na urina
(Spinosa et al., 2008).

O mecanismo de agao toxica se resume a duas fases distintas. A fase consuptiva,
que tem origem a partir da lesdo de pneumocitos tipo I e II, seguida por descamagdo
tecidual.  Ocorrendo a formacdo de edema, alveolite e exudacdo de eritrocitos e
leucocitos granuldcitos, ou seja, inflamagdo ¢ hemorragia, ¢ a fase proliferativa que se
caracteriza pela proliferagdo acentuada de fibroblastos gerando fibrose pulmonar
(alveolar e intersticial), levando a insuficiéncia respiratoria (Caldas et al., 2000). Outros
efeitos toxicos do paraquat incluem necrose do miocardio, necrose hepatica periacinar,
necrose de tibulos renais e adrenocortical (Kelly et al., 1978).

Nao estdo estabelecidos valores toxicos letais para os animais. Mas segundo
Beasley, (1999) a dose letal média (DL50) via oral é de 35mg kg-1 para gatos; 25-50mg
kg-1 para caes e suinos; 50-75mg kg-1 para ovinos e de 35-50mg kg-1para bovinos.

Os animais de rebanho pode acidentalmente ter acesso as areas pulverizadas e,
em muitas ocasides, como em areas de silvicultura e também em areas que ndo
impecam o acesso dos animais, ¢ impossivel manter o rebanho sempre afastado da
pastagem pulverizada (Calderbank et al., 1968). A intoxicagdo por dgua contaminada ja
foi descrita em ovinos (Philbey & Morton, 2001).

Apos a exposicdo, os sinais clinicos da intoxicagdo podem ter inicio em horas a
trés dias, dependendo do grau de exposi¢do. Se grandes quantidades de paraquat sdo
ingeridas os sinais clinicos agudos incluem excitagdo, ataxia, diarreia, angustia
respiratoria e convulsdes (Beasley, 1999).

As mucosas dos animais que entram em contato com o paraquat podem estar
irritadas e até ulceradas. Em cdes, o inicio dos sinais clinicos ocorre caracteristicamente
1 a 3 dias apos a sua exposi¢do. Os sinais clinicos iniciais nestes animais incluem
vomito e depressao, desidratagdo. Os efeitos pulmonares iniciais sdo dose dependente e
0s sinais respiratorios comumente iniciam 2 a 7 dias apés a sua exposic¢ao, incluindo
taquipneia, dispneia, estertor imido e cianose. A morte pode ocorrer dentro de 8 dias. A

lesdo pulmonar progressiva pode continuar se desenvolvendo até um periodo de 7 dias
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ou mais, porém, com 21 dias, o prejuizo ¢ mais acentuado observado em animais
intoxicados por este herbicida. A maioria dos animais morrem de edema pulmonar,
enquanto os outros sobrevivem somente até desenvolverem uma fibrose pulmonar
acentuada em 1 semana ou mais (Beasley, 1999, Almeida et al., 2007).

A intoxicacdo por paraquat em bovinos pode ser notada de 1 3 dias apds a
ingestao. Podem ocorrer como sinais clinicos anorexia, depressdo e diarreia, com sinais
respiratorios menos frequentes dos observados em cdes (Beasley, 1999). Em ovinos
intoxicados, os sinais clinicos notados foram depressdo, caminhar com cabega abaixada
e com andar incoordenado, perda de apetite, fraqueza, relutdncia em mover-se, orelhas
caidas e pequeno interesse em seu redor. Com menor constancia, observaram-se
membranas conjuntivais avermelhadas, diarreia aquosa amarela e desidratagdo (Philbey
& Morton, 2001; Almeida et al., 2007).

Histologicamente, em ovinos observou-se congestdo pulmonar ¢ um aumento do
nimero de leucocitos polimorfonucleares nos vasos pulmonares, edema intersticial nos
pulmdes, com hemorragias pulmonares petéquias multifocais e necrose leve nas paredes
dos alvéolos. Os hepatdcitos apresentavam-se com edema e agregagdo de leucocitos
polimorfonucleares em sinusdides hepaticos. Nucleos nessas areas foram um pouco
excéntrico ou marginalizados. Houve leve necrose dos hepatocitos individuais. Presenca
de esferdides axonais e placas eosinofilicas na medula oblonga dorsolateral, e
vacuolizacdo leve da regido do neuropilo no talamo, mesencéfalo e medula oblonga. Em
ambos os ovinos intoxicados houve alteragdes degenerativas moderadas ao longo da
medula espinhal, caracterizado pela formacdo de camaras fagociticas na substancia
branca e esferoides na massa cinzenta (Philbey & Morton, 2001).

O diagnoéstico inclui anamnese apropriada e a observacdo dos sinais clinicos e
lesoes. As alteragdes histologicas também s3o importantes no diagndstico ¢ deve ser
feita uma analise da fonte de intoxica¢do. Na maioria dos casos, por causa da rapida
excrecdo do Paraquat, a urina pode ser analisada, sendo esta analise de grande auxilio e
maior valor se for realizado nos primeiros 2 dias ou logo apds a exposigdo. Este teste
pode confirmar a exposicdo mesmo antes de ser estabelecido o diagndstico (Beasley,
1999).

Ainda ndo existe antidoto ou tratamento efetivo para amenizar os efeitos toxicos
do herbicida (Suntres, 2002). Mesmo assim, o tratamento baseia-se essencialmente em

trés pontos: prevengdo da absorcdo, rapida excrecdo do paraquat absorvido e
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modificagdo dos efeitos teciduais do paraquat absorvido e ndo excretado (Serra et al.,

2003).

2.2 Clomazone

Nos ultimos anos, um uso intensivo de herbicidas tem levantado preocupacao
crescente, principalmente por causa da poluicdo macica do meio ambiente. Em
particular, o glifosato, clomazone, e paraquat estdo entre os herbicidas de amplo
espectro mais utilizados (Kirmser et al., 2010).

O herbicida Clomazone, com a formula (2 -(2-clorofenil) metil -4,4-dimetil-3-
isoxazolidinona), representante da classe isoxazolidinona como ilustra a Figura 1, foi
desenvolvido no inicio de 1980 para o controle de gramineas anuais e ervas daninhas de

folha larga em uma ampla variedade de culturas e localizagdes (Gunasekara et al.,2009).

O

CH,

Cl

Figura 1- Formula do Clomazone (2 -(2-clorofenil)metil -4,4-dimetil-3-

isoxazolidinona). Fonte: Zanella et al., 2000

E um herbicida sistémico que é absorvido pelas raizes das plantas, inibindo a
formacdo de pigmentos fotossintéticos. Isso resulta em clareamento ou branqueamento
de plantas. E geralmente aplicado no inicio (pré planta, pré-emergente ou planta de pré-
incorporados), mas também pode ser aplicado no final do ciclo poés-emergéncia do
algoddo e arroz. Normalmente aplicado por equipamento de terra (broadcast ou em
faixas), mas também podem ser aplicados via aérea para a cultura do arroz (Sumario
clomazone, 2007). A dose de aplicagdo recomendada pelo fabricante, desse herbicida,

nas culturas de arroz irrigado ¢ de 0,4 a 0,7kg/ha (0,4- 0,7mg/L). O valor da CL 50 em
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peixes, na espécie jundia, expostos ao herbicida clomazone foi de 7.32mg/L ( Miron, et
al. 2004).

Considerado produto perigoso (classe III) ao meio ambiente, ndo pode ser
aplicado de forma aérea em areas situadas a uma distdncia minima de 500 metros de
povoagdo ¢ de mananciais de captacdo de agua para abastecimento publico; e de 250
metros de mananciais de agua, moradias isoladas, agrupamentos de animais e culturas
suscetiveis a danos (Bula do produto').

Os efeitos agudos apresentados em animais de laboratério foram DL50 oral para
ratos superior: a 2.000 mg/kg; DL50 dérmica para ratos: superior a 4.000 mg/kg; CL50
inalatdria em ratos: superior a 5,62 mg/L. No entanto, os efeitos cronicos em animais de
laboratdrio analisados em subcronicos e cronicos, em trés diferentes espécies animais,
demonstrou que o figado e alguns parametros bioquimicos (ex. aumento dos niveis de
colesterol) foram os principais alvos de toxicidade do produto. No estudo de
teratogénese em ratos e coelhos, ndo foram encontradas evidéncias de malformagdes,
embora no estudo em ratos tenha sido observado atraso no desenvolvimento dos fetos.
Também ndo foram observados efeitos sobre os parametros reprodutivos em ratos (Bula
do produto").

Em humanos e peixes ¢é relatado o aumento nos niveis de estresse nas células
sanguineas, levando a reducdo dos niveis de eritrocitos e hematocrito com consequente
anemia pela intoxicagdo do herbicida (Crestani et al., 2006; Crestani et al., 2007; Santi
et al., 2011; Pereira, 2012)

Segundo Crestani (2007), seu mecanismo de acdo para o desenvolvimento da
intoxica¢do em jundias se assemelha ao dos organofosforados e carbamatos, que sdo
capazes de alterar a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE),0o que resulta no
acumulo do neurotransmissor acetilcolina e excessiva estimulagdo dos receptores
nicotinicos e muscarinicos (Souza et al., 1996; Zachary, 2007).

A atividade da enzima acetilcolinisterase ¢ amplamente utilizada nos estudos da
toxicidade provocada por herbicidas e pesticidas em peixes e demais espécies aquaticas.
Esta enzima ¢ responsavel por degradar o neurotransmissor acetilcolina, regulando seus
niveis no sistema nervoso central, nas jun¢des neuromusculares ¢ nas sinapses

simpaticas. Se ocorrer inibi¢cdo desta enzima, o neurotransmissor ndo vai ser

! Gamit®- Herbicida Clomazone
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hidrolisado, causando uma excessiva estimulacdo dos nervos colinérgicos (Bretaud et
al., 2000).

A AChE ¢ responsavel por degradar o neurotransmissor acetilcolina, regulando
seus niveis no sistema nervoso central, nas jun¢des neuromusculares e nas sinapses
simpaticas. O acimulo de acetilcolina induz trés tipos de sinais clinicos: (1)
muscarinicos, caracterizados por sudorese, sialorreia, hipermotilidade gastrointestinal,
diarreia, tenesmo e bradicardia; (2) nicotinicos, resultantes da acdo da acetilcolina sobre
as placas motoras e caracterizados por rigidez muscular, tremores paresia ¢ paralisia e
(3) do sistema nervoso central que resultam em inquietagdo, ataxia, convulsdo,
depressdo, coma e lesdes microscopicas no SNC e SNP (Barros & Driemeier 2007,
Gava et al., 2001).

Segundo Crestani (2004), o herbicida clomazone nas concentragdes utilizadas na
cultura de arroz, causou em peixes a inibigdo da enzima acetilcolinesterase, tanto no

tecido cerebral, como no tecido muscular e vacuolizagdo em hepatdcitos .
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3 OBJETIVOS

3.10bjetivos Gerais

Relatar a ocorréncia do primeiro surto de intoxica¢do por clomazone em ovinos

no Brasil;

Descrever os aspectos epidemioldgicos, clinicopatolégicos, ultraestruturais e

toxicologicos da intoxicagdo natural e experimental por clomazone em ovinos.

3.10bjetivos Especificos

Reproduzir experimentalmente os achados clinicopatologicos, ultraestruturais e
toxicologicos da intoxicagdo por clomazone em ovinos;

Estabelecer a dose toxica de clomazone, administrada por via oral, capaz de
causar morte em ovinos;

Avaliar o potencial residual do clomazone em carne e visceras de ovinos

experimentalmente intoxicados.
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4 ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertagdo estdo apresentados sob a forma
de um artigo cientifico. As segdes referentes a Material e Métodos, Resultados,
Discussao e Referéncias Bibliograficas encontram-se no manuscrito. O manuscrito esta
apresentado da mesma forma que serd submetido ao periddico Pesquisa Veterinaria

Brasileira.
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Intoxicacio espontanea pelo herbicida clomazone em ovinos e

reproducao experimental da doenca
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The toxic neuropathies in farm animals caused by pesticides represent an
important group of degenerative diseases of the central and peripheral nervous system.
However, little is known about the real impact of many of these toxic products on
animals and humans and to the environment. The Clomazone is a herbicide that has
been widely used in southern Brazil and includes one of the most potent herbicides and
supposedly safe, with low toxicity to animals and humans. To date, there are no reports
of this herbicide poisoning in domestic animals. This study describes the spontaneous
and experimental poisoning due to Clomazone herbicide in sheep. In a flock of 103
sheep, approximately 20 showed clinical signs especially neurological and respiratory.
The poisoning was experimentally reproduced in three sheep with the administration of
134mg/kg body weight of Clomazone. Both in natural and experimental cases the
clinical signs included tachypnea, anorexia, apathy and limited mobility with weakness

in forelimbs and hind limbs, drag tweezers, and gait changes. Macroscopically, there

? Programa de Pos-graduagdo em Ciéncia Animal, area de concentragio em Sanidade
Animal/Patologia Veterinaria, Universidade Federal do Pampa (Unipampa), Uruguaiana, RS, 97500-970,
Brasil.

3 Laboratério de Patologia Veterinaria (LPV), Universidade Federal do Pampa (Unipampa),
Uruguaiana, RS, 97500-970, Brasil. *Autor para correspondéncia: anjosje(@yahoo.com.br

* Laborat6rio Regional de Diagnostico (LRD), Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Pelotas,
RS, 96010-900, Brasil.

SLaboratério de Analises de Residuos de Pesticidas (LARP), Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM), Santa Maria, Rio Grande do Sul, 97105-900, Brasil.

® Hospital Veterinario, CSTR, Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Patos,
Paraiba, 58700-310, Brasil

20



were no significant changes. Microscopically, were observed especially vacuolization in
the white matter of brain, perineuronal vacuoles and, hyperemia congestion of the
leptomeningeal and neuropil vessels. Ultrastructurally, the vacuolar lesions in the brain
correspond to dendritic and astrocytic processes swelling. From the data obtained it was
concluded that the Clomazone is a toxic agent capable of causing toxic neuropathy in

sheep.

INDEX TERMS: diseases of sheep, Clomazone, herbicide, toxic neuropathy,

neuropathology.

RESUMO.- As neuropatias toxicas em animais de producdo causadas por pesticidas
correspondem a um importante grupo de enfermidades degenerativas do sistema
nervoso central e periférico. No entanto, pouco se conhece sobre os reais impactos
toxicos de muitos desses produtos em animais ¢ humanos e ao meio ambiente. O
Clomazone ¢ um herbicida amplamente utilizado na regido sul do Brasil por ser potente
¢ supostamente seguro, com baixa toxicidade para animais ¢ humanos. Até o presente
ndo ha relatos da intoxicagdo por esse herbicida em animais domésticos. O presente
trabalho relata a intoxicacdo espontanea e experimental por Clomazone em ovinos. De
um rebanho com 103 ovinos, 20 animais apresentaram especialmente sinais clinicos
neuroldgicos e respiratorios. A intoxicagdo foi reproduzida experimentalmente em trés
ovinos com a administracdo de 134 mg/kg de peso corporal de Clomazone. Tanto nos
casos naturais como experimentais o sinais clinicos incluiram taquipnéia, anorexia,
apatia e dificuldade de locomog¢do com debilidade em membros tordcicos e pélvicos,
além de arrastar de pingas. Macroscopicamente ndo foram observadas alteragdes
significativas. Microscopicamente, foram observadas especialmente vacuolizagdo em
substdncia branca e alguns vaclolos perineuronais e congestdo de vasos das
leptomeninges e do neurdpilo. Ultraestruturalmente, as alteragdes vacuolares
caracterizaram-se especialmente por tumefacdo em dendritos e processos astrocitarios.
A partir dos dados obtidos conclui-se que o Clomazone ¢ um agente toxico capaz de

causar neuropatia toxica em ovinos.

TERMOS DE INDEXACAO: doengas de ovinos, Clomazone, herbicida, neuropatia

toxica, neuropatologia.
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INTRODUCAO

Doengas do sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP) correspondem a um
importante grupo de enfermidades que acometem animais de produgdo, principalmente
aquelas relacionadas a causas infecciosas e toxicas, que levam a perdas econdmicas
impactantes por todo o mundo (Radostits et al. 2002, Summers et al. 1995). No Brasil,
inimeros estudos com base na identificacdo e controle dessas doengas vém sendo
realizados, especialmente nas espécies bovina e equina. Nas espécies ovina e caprina,
embora sejam relatadas inumeras doencas que acometem o SNC e o SNP, seus reais
impactos sdo pouco conhecidos e muitos ainda sdo imprecisos na maioria dos estados
do pais (Guedes 2007, Riet-Correa et al. 2007).

Alguns tipos de neuropatias toxicas sdo descritas em pequenos ruminantes no
pais (Guedes et al. 2007, Grecco et al. 2011). Nos estados do Sul e Sudeste, a ingestao
de plantas como Ateleia glazioviana “timbd” (na regido sul) (Raffi et al. 2006, Stigger
et al. 2001), Tetrapterys multiglandulosa (Riet-Correa et al. 2005), Halimium
brasiliense (Riet-Correa et al. 2009) e plantas que contém swainsonina (Oliveira Junior
et al. 2013) s@o mais detalhadamente relatadas. Ja dentre as neuropatias causadas por
inseticidas, destacam-se os organofosforados e carbamatos, além dos quadros de
intoxicacdo pelo anti-helmintico closantel (Ecco et al. 2006, Furlan et al. 2009, Souza
et al. 1996). Os relatos de intoxicag@o por herbicidas em pequenos ruminantes ¢ demais
espécies animais no Brasil sdo escassos, especialmente pela dificuldade de
estabelecimento do diagnostico definitivo.

Atualmente, os herbicidas s@o a classe de agrotoxicos mais utilizados,
correspondendo a 56% do total de formulados quimicos comercializados no pais. Nos
ultimos anos, o uso intensivo de herbicidas e pesticidas tem preocupado devido ao seus
efeitos deletério sobre organismos ndo-alvos no meio ambiente, como plantas, animais e
o ser humano (Peters 2011). Em virtude da extensa atividade agricola na regido Sul do
pais, especialmente a arrozicola, o uso de herbicidas como glifosato, paraquat e
Clomazone em suas atividades vem sendo intensificado (Kirmser et al. 2010). Sao
descritos no Brasil as intoxicagdes por glifosato em peixes e humanos (Faria et al. 2009,
Glusczak et al. 2007, Modesto & Martinez 2010) e a intoxicacdo pelo herbicida
paraquat ¢ relatada em humanos, caes, ovinos ¢ bovinos (Philbey & Morton 2001, Serra

et al. 2003, Gupta 2012, , Santos et al. 2012,).
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O herbicida Clomazone (2-(2-clorofenil) metil- 4,4-dimetil- 3-isoxazolidinona) ¢
um representante da classe isoxazolidinona, desenvolvido no inicio de 1980 para o
controle de gramineas anuais e ervas daninhas de folha larga em uma ampla variedade
de culturas, como o arroz, largamente cultivado na fronteira Sul do Rio Grande do Sul
(Gunasekara et al. 2009, Crestani, 2007). Nas plantas tem agao sistémica e é absorvido
pelas raizes, inibindo a formacdo de pigmentos fotossintéticos ¢ consequentemente
induzindo & morte. Sua aplicagdo nas lavouras pode ser realizada por equipamento de
terra ou por via aérea para a cultura do arroz (Sumario Clomazone 2007). Até o
momento a intoxicagdo espontanea por Clomazone ¢é relatada apenas em peixes de agua
doce (Cattaneo et al. 2012, Crestani et al. 2007, Menezes et al. 2011, Moraes et al.
2007, Moraes et al. 2009), e foi reproduzida experimentalmente em peixes ¢
camundongos (Environmental Protection Agency 2007, Miron et al. 2004). Acredita-se
que seu potencial toxico tem como base a ag@o inibitdria da acetilcolinesterase e possa
acometer o sistema nervoso de outras espécies animais (Crestani et al. 2007).

Esse trabalho descreve o primeiro surto de intoxicacdo por Clomazone em

ovinos no Brasil e reproduz a intoxicagao experimental nessa espécie.

MATERIAL E METODOS

Epidemiologia e exame clinico

Em um atendimento a propriedade rural, foram coletados dados epidemiolédgicos
e toxicoldgicos de um rebanho de ovinos da raga Texel, que apresentaram sinais clinicos
apos exposicdo acidental decorrente da deriva (desvio da rota do herbicida durante a
pulverizag¢do) do herbicida Clomazone, nas pastagens e agua da propriedade. Todo o
rebanho foi avaliado clinicamente e um ovino que apresentou agravamento dos sinais
clinicos foi eutanasiado e necropsiado (Ovino 1). Cerca de duas semanas apds a
exposicdo do rebanho ao produto os animais foram transferidos para uma area da
propriedade livre de contaminagdo. Quatro semanas apos a exposi¢do, um dos ovinos
que anteriormente havia apresentado sinais clinicos evidentes, também foi eutanasiado e

necropsiado (Ovino 2).

Exame macroscopico e histopatolégico
Durante as necropsias, fragmentos de pele, musculo, figado, rimem, omaso,

abomaso, intestinos delgado e grosso, pancreas, adrenais, rins, bexiga, pulmoes,
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linfonodos, osso, bago, olho, nervos do plexo braquial e nervo ciatico, bem como o SNC
foram coletados fixados em formol a 10%. As amostras foram processadas
rotineiramente e coradas pela hematoxilina e eosina (HE). O SNC foi submetido a
cortes seriados nas regides do cortex frontal, cortex parietal, nicleos da base,
hipocampo, tdlamo, coliculos rostrais, ponte, dbex, cerebelo e medula espinhal. Tecidos
selecionados foram corados pela técnica de Tricromico de Masson (TM) e Acido

Periodico de Schiff (PAS).

Exame toxicolégico

Amostras de figado e rim dos ovinos 1 e 2, e musculo desse ultimo, foram
coletadas e acondicionados sob congelamento a -20°C para posterior analise de residuos
do herbicida realizada através de extracdo pelo método QuEChERS modificado e
analisado por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série (LC-
MS/MS) como descrito por Prestes (2011). Amostras de agua, solo e vegetacdo da
propriedade foram submetidas a andlise por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas em série (GC-MS/MS).

Reproducio experimental

Apdés obtengdo dos resultados epidemioldgicos, patologicos e toxicologicos do
surto, a reprodugdo experimental da doenga foi realizada em trés ovinos clinicamente
sadios (ovinos 3, 4 ¢ 5), da raca Texel, fémeas, com idade média de 8 meses e peso
médio de 26 kg. Os ovinos foram mantidos em baia durante o experimento e
alimentados com racdo comercial para ovino (1% do peso corporal/dia), alfafa e agua ad
libitum. Cada ovino recebeu por via oral 3.500 mg de Clomazone diluido em 100 mL de
agua, tendo como base a dose toxica experimental descrita para camundongos (United
States Environmental Protection Agency 2007).

Os animais foram submetidos a avaliagdo clinica diaria e avaliagdo de
parametros hematologicos e bioquimicos (AST, GGT e CK) a partir de coletas
sanguineas na veia jugular, realizadas antes da administracdo de clomazone, 24h apos,
48h apds desaparecimento dos sinais clinicos. Os ovinos foram avaliados até o
desaparecimento dos sinais neuroldgicos, sendo entdo eutanasiados e necropsiados para
coleta de fragmentos de diversos orgaos para avaliagdo histopatologica e ultraestrutural.
Amostras do tronco encefalico (talamo ¢ mesencéfalo) foram coletados e fixados em

glutaraldeido a 2% e posteriormente submersas em solu¢do de lavagem, embebidas em
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tetroxido de 6smio a 1%, em tampao cacodilato 0.4 M (pH 7,4). As amostras foram
desidratadas em etanol e embebidas em Epon 812. Cortes semifinos foram coradas com
azul de metileno e sec¢des ultra-finas de areas selecionadas foram coradas com acetato
de uranila e citrato de chumbo e avaliadas por meio de microscopio eletronico de

transmissao (West Germany Zeiss EM 109, operado a 80 kilovolts).

RESULTADOS

Intoxicacio espontianea

No més de novembro de 2011, em uma propriedade do municipio de
Macambara-RS foi observada acentuada dessecagdo de toda a pastagem (Fig. 1) causada
pela deriva acidental de herbicida aplicado de forma aérea em uma lavoura arrozicola
vizinha. A partir dos dados toxicoldgicos das amostras de solo e vegetagdo constatou-se
a presenga exclusiva do herbicida clomazone. De um rebanho de 103 ovinos, 20
ovelhas adultas da raca Texel apresentaram, cerca de 10 dias apds a exposicdo ao
herbicida, taquipneia, anorexia, apatia e dificuldade de locomog¢do com debilidade em
membros toracicos e pélvicos, arrastar de pingas com flexdo da extremidade distal dos
membros e alteracdes na marcha, semelhante a claudicacdo (Fig. 2). Na inspecdo da
area onde os animais pastavam havia um cheiro muito forte do produto, mesmo apés 10
dias da exposi¢do ao herbicida. Quatro semanas apds exposi¢do ao herbicida notou-se
auséncia dos sinais clinicos na maioria dos animais afetados.

Na necropsia do Ovino 1 foi observada area focal de hipotricose na regido da
cabega (Fig. 3, 4, 5 e 6), consolidacdo multifocal moderada dos pulmdes, figado
levemente amarelado e padrdo lobular evidente. O Ovino 2 ndo apresentou alteragdes
macroscopicas significativas. Microscopicamente, o Ovino 1 apresentou hiperqueratose
com descamacdo do epitélio e leve infiltrado linfoistioplasmocitario perianexal na pele
da regido das orelhas. Os pulmdes apresentaram espessamento moderado de septos
interalveolares, com proliferagio moderada de fibroblastos ¢ deposi¢do de fibras
colagenas, leve proliferacdo de pneumocitos, especialmente os do tipo II (Fig.7 e 8) e
areas de enfisema ¢ edema pulmonar com hipertrofia moderada de mtisculos bronquiais.
No figado havia vacuolizagao difusa moderada de hepatdcitos, especialmente em areas
periportais ¢ mediozonais, além de raros hepatocitos necréticos e raros neutrofilos em
vasos periportais e centrolobulares (Fig. 9). O bago apresentou moderada hemossiderose

e infiltrado neutrofilico circundando a polpa branca. Nos rins observou-se congestao
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difusa moderada e raros cilindros hialinos na luz de tubulos, especialmente na regido
medular (Fig. 10). Em se¢des do encéfalo foi observada vacuolizacdo em éareas de
substancia branca e congestdo acentuada em vasos das leptomeninges e do neurdpilo
(Fig. 11 e 12). Além disso, um discreto infiltrado inflamatdério misto foi observado na
regido perivascular em algumas regides (Fig.13), edema perivascular discreto e
vacuoliza¢do perineuronal proximo as células de Purkinje no cerebelo (Fig. 14). No
ovino 2 alteragdes semelhantes foram observadas (Fig.15 e 16), porém, em menor
intensidade, além dessas, notou-se leve quantidade de pigmento dourado granular no
citoplasma de neurdnios compativel com o lipofuscina. Nao foram observadas
alteracdes histoldgicas nos demais 6rgaos de ambos o0s ovinos.

Na analise de residuos de pesticidas, foi detectado residuos do Clomazone em

amostras de figado e rim dos ovinos 1 e 2 e no musculo, avaliado somente no Ovino 2.

Intoxicacio experimental

Experimentalmente, dois dias apds a administragdo do Clomazone, iniciaram os
sinais clinicos neurologicos no Ovino 3. O animal apresentou debilidade visivel dos
membros pélvicos e toracicos, dificuldade de se manter em estacdo, cruzando os
membros até a queda, tremores musculares, posicdo de cavalete, quedas frequentes e
acentuada dispneia. Periodos breves de decubito (aproximadamente 20 minutos) eram
intercalados com o retorno da posi¢do quadrupedal. Quando estimulado a caminhar o
ovino apresentava o retorno dos sinais clinicos. Quatro dias apds administragdo do
herbicida notou-se auséncia total dos sinais clinicos. O Ovino 4 ndo apresentou
alteracdes clinicas e morreu 24h apds a administragdo do herbicida. O Ovino 5
apresentou 10h apos administracdo do Clomazone, debilidade nos membros pélvicos e
queda quando submetido a movimentacdo, decubito, midriase permanente, tremores
musculares com espasmos nos membros pélvicos e toracicos ¢ evolugao para morte em
24h (Quadro 1).

A avaliagdo hematologica e bioquimica do Ovino 3 demonstrou inicialmente
discreta reducdo das concentragdes de eritrocitos (7uL - Microlitros) e do hematocrito
(22%). No periodo de 48h apos o desaparecimento dos sinais clinicos a concentragido de
eritrocitos reduziu ainda mais (6,3 pL). Ndo foram observadas alteragdes significativas
nos parametros bioquimicos. Os pardmetros hematoldgicos do Ovino 4 ndo alteraram,
somente os parametros bioquimicos demonstraram ligeiro aumento da enzima AST

(119.5 UI/L) 24h apods a administragdo de Clomazone. O Ovino 5 apresentou redugado
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significativa da concentracdo de eritrocitos imediatamente apds administracdo de
Clomazone e 24h apos correspondente a 4,2/uL e hematocrito em 21%, e discreto
aumento de AST (97,5 UI/L). Apds este periodo nenhuma alterag@o foi observada. Os
parametros hematologicos podem ser melhor observados no Quadro 2.

Na necropsia dos Ovinos 3, 4 ¢ 5 ndo foram observadas alteragdes significativas
. Microscopicamente, em todos os ovinos intoxicados experimentalmente, as alteragdes
concentraram-se principalmente no SNC. Foi observada congestdo em vasos do
neuropilo nos trés ovinos, hemorragia discreta no espago de Virchow-Robin de alguns
vasos com tumefagdo discreta de células endoteliais no ovino 3 (Fig. 17), associado a
discreto edema perivascular, além disso, vacuolizagdo na substincia branca em algumas
regides. O Ovino 4 ndo apresentou altera¢des microscopicas significativas. No Ovino 5
igualmente observou-se vacuolizacdo em substancia branca, principalmente na regido
do cortex parietal, e vacuolizagdo perineuronal (Fig. 18). Hemorragia perivascular,
edema e tumefagdo endotelial também foram vistas neste ovino (Fig. 19). O Ovino 3
apresentou pulmoes com areas multifocais de congestao, também observada nos demais
ovinos, ¢ edema alveolar moderado. No bago, somente no Ovino 5, observou-se
congestdo difusa e leve infiltrado neutrofilico em meio a polpa vermelha. No rim do
Ovino 3 e 5 observaram-se congestdo moderada, principalmente na regido medular do
orgdo, moderada quantidade de cilindros hialinos ¢ granulares na luz de tibulos da
regido cortical ¢ moderada quantidade de neutréfilos em glomérulos. Necrose tubular
com desnudamento de alguns tibulos também foi observada. As alteragdes renais foram
mais significativas no Ovino 5 (Fig. 20). Os achados microscopicos e sua distribuicdo
no SNC dos ovinos podem ser mais bem visualizados no Quadro 3.

Ultraestruturalmente, foram observados especialmente no tdlamo e mesencéfalo
acentuada tumefagdo de astrocitos, dos seus processos, bem como de dendritos
neuronais (Fig. 21 e 22). Nessas localizagdes os axonios mostravam-se tumefeitos com
dispersao dos microtubulos no axoplasma (Fig.23), tumefagdo das mitocondrias com
ruptura das membranas mitocondriais e lise das cristas. Em algumas mitocondrias foi
encontrado no seu interior restos de membranas e matriz eletrodensa. Os neurdnios
mostravam dilatacdo das cisternas do reticulo endoplasmatico liso ¢ as mitocondrias
exibiam lise das cristas (Fig. 24 e 25). Os hepatocitos apresentavam mitocondrias
tumefeitas com desorganizacao e lise das cristas, gotas lipidicas de diferentes tamanhos

e alguns vacuolos delimitados por membrana e com contetdo granular (Fig. 26).
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DISCUSSAO

O diagnostico de doenga neurologica associada a intoxicacdo pelo herbicida
Clomazone nos ovinos foi baseado nos aspectos epidemioldgicos, clinicopatologicos e
toxicologicos observados no surto e o estudo experimental permitiu uma melhor
caracterizacdo do quadro toxico. A visita técnica a propriedade foi crucial para a
obtencao do diagnostico, tanto por reforcar a suspeita de intoxicagdo baseado no forte
odor de agrotdxico na propriedade, como pela possibilidade de coleta de amostras de
solo, vegetais e 4gua na propriedade, juntamente com amostras de tecidos dos ovinos, o
que permitiu a identificagdo do Clomazone.

Segundo Gupta (2012), todo herbicida requer condigoes especificas de utilizagdo
e erros na aplicagdo sejam talvez a principal causa de intoxicagdo em humanos e
animais. Neste caso, a exposi¢do dos ovinos ao Clomazone ocorreu devido a deriva
acidental do produto por aplicacdo aérea. De acordo com a andlise toxicologica de
determinag@o do Clomazone, os residuos podem durar até 130 dias na agua e ja foram
detectados em 90% de amostras de agua recolhidas de rios em regides de cultivo de
arroz (Zanella et al. 2002). Esta afirmagao indica que mesmo ap6s o inicio da regressdo
dos sinais clinicos observados nos animais expostos espontaneamente ao produto (uma
semana apds o surto), os ovinos ainda permaneciam em contato com o herbicida até
serem retirados do local acometido.

Os ovinos intoxicados experimentalmente, com exce¢ao do Ovino 4 que morreu
agudamente, apresentaram sinais clinicos semelhantes aos observados nos ovinos do
surto, caracterizados por intensa dispneia, seguida de alteragdes motoras significativas.
Acredita-se que a auséncia de sinais clinicos um més apds exposicdo ao produto no
Ovino 2 (surto), possa estar relacionado com a metabolizagdo do principio toxico no
organismo. Da mesma forma, isso pode ter ocorrido no Ovino 3 (experimental). E
importante ressaltar que a dose utilizada na inducdo experimental da doenca foi
estimada com base na dose toxica para camundongos por ingestdo oral (United States
Environmental Protection Agency 2007), tida como importante via de contaminagao nos
ovinos do surto.

Acredita-se que os sinais clinicos observados imediatamente apds a exposi¢io ao
herbicida na doenca espontanea ¢ no Ovino 3, intoxicado experimentalmente, ¢ seu
completo desaparecimento, possui relacdo direta com a atividade da acetilcolinesterase

no SNC. Em estudo com peixes expostos ao Clomazone, foi relatada uma significativa
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reducdo da enzima acetilcolinesterase, e recuperacdo de sua atividade em 92 a 194h
apods a exposicao (Crestani et al. 2007). Experimentos realizados com peixes expostos
ao herbicida propdem a inibigdo da enzima acetilcolinesterase tanto no tecido cerebral,
como no tecido muscular (Crestani et al. 2007, Cattaneo et al. 2012). Alteragdes
semelhantes sdo descritas em casos de intoxicacdo por organfosforados e carbamatos
em ruminantes com acometimento do sistema nervoso central ¢ inducdo de lesdes
degenerativas (Barros & Driemeier 2007, Dalto et al. 2011).

No Ovino 3 os sinais clinicos se intensificavam quando o animal era submetido
ao movimento, também demonstrado na intoxicagdo por H. brasiliense, devido a
degeneracdo axonal (Riet-Correa et al. 2009). Intoxica¢des por plantas que contém
swainsonina também podem causar sinais clinicos semelhantes aos observados na
intoxicagdo por Clomazone (Oliveira Junior et al. 2013). Na intoxicagdo por
organofosforados e carbamatos na espécie ovina ¢ bovina (Barros & Driemeier 2007,
Barros et al. 2006) s3o relatados sinais clinicos muscarinicos, caracterizados por
alteracdes cardio-respiratorias, que progridem para sinais nicotinicos como paralisia
flacida, opistotono, tremores e fraqueza muscular (Osweiler 1998, Radostits et al.
2002). Na doenga espontanea e experimental em estudo, os animais apresentaram sinais
clinicos respiratorios, especialmente taquipneia, seguido por sinais neurologicos com
tremores musculares, debilidade motora e aparente déficit proprioceptivo, este tltimo,
mais acentuado no Ovino 3. Entretanto, os sinais respiratorios no caso do Clomazone,
ndo parecem estar relacionados com alteracdes muscarinicas, e sim, lesdo direta do
principio toxico, observada nos pulmoes.

As alteracdes patoldgicas dos ovinos do surto foram mais significativas no
pulmdo e SNC, compativel com os sinais clinicos respiratorios e neuroldgicos
apresentados. Ambos apresentaram alteragdes caracterizadas por pneumonia intersticial,
0 que contribuiu com os sinais clinicos respiratorios acentuados ¢ apontam para uma
acdo toxica pulmonar do clomazone em ovinos, além de incluir o sistema respiratorio
como uma importante via de inoculagdo do Clomazone, semelhante ao que ¢ descrito
para o herbicida paraquat (Serra et al. 2003). As formas da intoxicacdo pelo Clomazone
em mamiferos ainda ndo foram definidas, entretanto, nas recomendagdes feitas pelo
fabricante s@o descritas as intoxicagdes por ingestdo, por via respiratéria e cutinea.
Essas formas sdo semelhantes as que ocorrem na intoxicacdo pelo herbicida paraquat,

especialmente a forma respiratoria (Serra et al. 2003, Schmitt et al. 2006).
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A degeneracdo hepatica observada microscopicamente e ultraestruturalmente no
Ovino 1 pode estar relaciona com a acdo direta do produto em hepatocitos, semelhante
as lesdes descritas por Crestani et al. (2007) em figados de peixes intoxicados por
Clomazone. No entanto, a diminui¢do da ingestdo de alimento pode ter contribuido para
o estabelecimento desta alteragdo.

As lesdes no sistema nervoso central apresentadas pelos Ovinos 1 e 2 foram
discretas e observadas predominantemente na substancia banca do tronco encefalico.
Em vérias areas avaliadas as alteragdes caracterizaram-se por vacuolos perineuronais,
também observados nos Ovinos 3 e 5 (casos experimentais), confirmados
ultraestruturalmente como tumefacdo de dendritos. Alteragdes dendriticas sao descritas
em casos de intoxicagao por Ipomoea asarifolia, nos quais sao demonstrado tumefagéo
focal de dendritos de células de Purkinje, dilatagdo do reticulo endoplasmatico liso e
inclusdes granulares eletro densas.

Essas alterag¢bes resultam clinicamente em tremores musculares de membros e
cabega, distirbios na marcha com hipermetria, ataxia, membros em base ampla e
decubito por longos periodos. Quando os animais sdo movimentados ou assustados a
incoordenagdo agravava-se. Na intoxicagdo por I. asarifolia, ocorre recuperagio gradual
dos sinais clinicos (Aratjo et al. 2008), como observado nos ovinos intoxicados por
Clomazone. De acordo com Ikegaya et al. (2001), a tumefacdo dendritica aguda e perda
de espiculas ¢ uma caracteristica patologica de ativacdo excessiva de receptores do
glutamato ou excitotoxicidade, e foram consideradas como um mecanismo de defesa
neuronal

Além das lesdes degenerativas observadas, cabe salientar que a intensa
congestdo observada na maioria das regides avaliadas no SNC de todos os animais
afetados por Clomazone (doenga espontinea e experimental), e por vezes, associada a
discreta hemorragia e edema com tumefagdo de células endoteliais pode estar
relacionada a alteragdes vasculares induzidas diretamente pelo principio toxico. A
lipofuscinose observada em neurdnios de Purkinje do cerebelo do Ovino 2 pode ser
decorrente de acumulo de organelas lesionadas, devido a lesdo neuronal prévia como
demonstrado (Riet-Correa et al. 2009). Cabe ressaltar que este foi o Unico animal
avaliado que foi exposto a um maior periodo de contato com o herbicida, desenvolveu
sinais clinicos e apresentou regressao dos mesmos um més apos.

Nos Ovinos do surto (1 e 2) a exposi¢ao ao Clomazone foi mais prolongada que

nos ovinos experimentais e este fato provavelmente resultou na formag¢ao de lesdes mais
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significativas no SNC, enquanto os Ovinos 3 ¢ 5 desenvolveram alteragdes patologicas
mais brandas, no entanto, semelhantes as observadas na doen¢a espontanea, com sinais
clinicos neurolégicos mais evidentes. Essas variagdes podem estar relacionadas com a
dose toxica ingerida nos diferentes grupos e a via de contaminagao do principio toxico.

As alteragdes ulcerativas com hipotriquia na pele observadas podem ter
decorrido de absorg¢do do produto via cutanea, como também observado em outros
herbicidas como o paraquat, causando lesdo epitelial, decorrente da absor¢do cutanea
(Serra et al. 2003).

A via de eliminagdo dos metabolitos do principio téxico do Clomazone ndo ¢
descrita. No entanto, nos ovinos intoxicados, supde-se que uma das vias de eliminagdo
seja a via renal, e essa passagem seja responsavel pela lesdo tubular toxica observada,
especialmente no Ovino 5.

Alteragdes hematologicas promovidas por Clomazone sdo descritas em humanos
e peixes intoxicados pelo herbicida. Ha nessas espécies redugao dos niveis de eritrocitos
e hematocrito com consequente anemia devido a consideravel elevagdo nos niveis de
estresse oxidativo ocasionando lesdes nessas células (Crestani et al. 2006, Crestani et al.
2007, Santi et al. 2011, Pereira, 2012). Achados hematologicos semelhantes foram
observados em alguns dos ovinos intoxicados experimentalmente pelo clomazone. A
degeneragdo gordurosa no figado do Ovino 1, explica a elevagdo da enzima AST, que
foi igualmente vista em peixes expostos ao Clomazone (Crestani et al. 2007), havendo
reducdo significativa da lesdo apos a remocdo dos peixes da agua contendo o produto.

A avaliagdo toxicologica de amostras de figado e musculo dos ovinos 1 e 2,
respectivamente, demonstraram que o principio tdxico identificado nas amostras de
ambos foi o mesmo identificado nas amostras de agua, solo e vegetal coletados no
momento do surto da doenga na propriedade. Considerando a area dos picos
cromatograficos, o residuo de Clomazone foi observado nas amostras coletadas dos dois
ovinos do surto. A amostra de tecido muscular do ovino 2 apresentou o resultado
elevado (1.142 unidades de area), indicando uma concentracdo ainda eclevada de
Clomazone neste tecido o que pode indicar restricdes quando ao consumo da carne de
animais expostos que apresentaram sinais clinicos e se recuperaram, mesmo 30 dias
apos o contaminacao.

Considerando os aspectos clinicopatoldgicos observados na doenca espontanea e
na intoxicagdo experimental por Clomazone foi possivel estabelecer que o herbicida

promove neuropatia com alteracdes dendriticas que culminam em sinais clinicos
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motores, bem como, induz lesdes pulmonares com alteracdes respiratorias
significativas. E importante diferenciar a intoxicagio por Clomazone de outras

disturbios neurotdxicos.
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Quadro 1. Doses administradas, sinais clinicos e evolu¢do da intoxicagdo espontanea e

experimental por clomazone em ovinos.

Ovino Dose tinica de Sinais clinicos Inicio dos sinais Desfecho
clomazone clinicos
Ovino 1 I/N? Taquipneia, anorexia, Poucas horas Eutandsia  poucas
apatia, dificuldade de apos a exposi¢do horas apos
locomogao com ao herbicida exposi¢ido ao
debilidade em membros herbicida
toracicos e  pélvicos,
arrastar de pingas com
flexdo da extremidade
distal dos membros
Ovino 2 I/N* Semelhante ao Ovino 1 Poucas horas Auséncia total dos
apos a exposigdo sinais clinicos em 4
ao herbicida semanas apds a
exposicao ao
herbicida e eutanasia
Ovino 3 3.500mg Taquipneia  debilidade Dois dias apds Auséncia total dos
dos membros pélvicos, administragdo sinais clinicos 4 dias
queda e tremores do herbicida apos administracdo
musculares do  herbicida e
eutanasia
Ovino 4 3.500mg Auséncia  de sinais Auséncia de Morte aguda 18h
clinicos sinais clinicos apos administracdo
do herbicida
Ovino 5 3.500mg Taquipneia, debilidade Dez horas apdés Morte com 30h apds
dos membros pélvicos, administragdo administra¢do do
quedas e decubito do herbicida herbicida
prolongado, midriase
permanente, tremores
musculares com

espasmos nos membros
pélvicos e toracicos

?Ovinos intoxicados naturalmente por clomazone.
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Quadro 2. Valores hematoldgicos de ovinos intoxicados experimentalmente por clomazone em diferentes periodos da intoxicacao.

Ovino Analise Hemograma
Eritrograma Leucograma
Eritt Hbb Hte VCM¢ CHCMe PPTf Leus Neur Linf! Moni Eosk

Ovino 3 Antes da 9.9 10.0 30 30.3 333 6.8 4800 2736 2.016 48 -
administracdo

Ovino 3 24h ap6s 7.0 7.3 22 314 31.1 6.0 7.700  4.851 2.618 231 -
administracdo

Ovino 3 48h apos 6.3 7.0 23 36.5 30.4 5.6 4400 1452 2904 220 44
desapareciment

o dos sinais
clinicos

Ovino 4 Antes da 9.0 9.0 27 27.2 333 6.2 4800 1.920 2.688 96 96
administracao

Ovino 4 18h apos 10.5 9.0 28 26.6 32.1 6.8 6.900 4485 1.794 414 -
administracdo

Ovino 5 Antes da 6.0 8.0 25 41.6 32.0 5.6 5300 1.219 3.604 159 265
administracdo

Ovino 5 24h ap6s 4.2 7.0 21 50.0 33.3 5.4 6.400 4.160 1.792 64 -
administracdo

Valores de 8.0- 8.0- 27-46 23-48 333  6.0-75 4.000- 700- 2.000- 0-750 0-1.000
referéncia 11.0 13.0 10.000 6.000 9.000

“Eritrocitos (x10%mm’), hemoglobina(g/dl), chematocrito (%), dvolume corpuscular médio (fentolitros), cconcentragio de hemoglobina corpuscular

média (%),

fproteinas  totais

(g/dl),leucocitos

(/mm3),

mmeutr6filos

(/mm3),

linfocitos

(/mm3),

imondcitos;

keosinofilos

(/mm3)
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Quadro 3. Distribui¢do e intensidade das lesdes observadas no sistema nervoso central de ovinos intoxicados naturalmente e experimentalmente pelo herbicida

clomazone

Regides do
SNC

Ovino

Ovino 1

Ovino 2

Ovino 3

Ovino 4

Ovino 5

Cortex frontal

Nucleos da
base

Cortex
parietal

Hipocampo

Talamo

Vacuoliza¢do multifocal + a +++ na
substancia branca, congestio + + a
+++ em vasos do neurépilo e
leptomeninges, infiltrado
inflamatério perivascular

linfoplasmocitario misto multifocal +

nas leptomeninges e neuroépilo.

Infiltrado inflamatério + misto
perivascular multifocal em
leptomeninges e neurépilo.

Vacuoliza¢do multifocal + a +++
substancia branca, congestdo ++ a
+++ vasos do neurdpilo e
leptomeninges

Congestdo ++ a +++ vasos do
neuroépilo e leptomeninges, edema
perivascular + a +++.

Congestdo ++ a +++ vasos do
neuroépilo e leptomeninges.

Vacuoliza¢do multifocal + a + na
substancia branca, infiltrado
inflamatério perivascular
linfoplasmocitario multifocal nas
leptomeninges e neurdépilo ++,
congestdo difusa + em vasos do
neurdpilo.

Vacuolizagdo multifocal + a ++,
infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario multifocal ++,

congestdo difusa + vasos neurdpilo.

Vacuolizagdo multifocal + a ++,
infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario multifocal ++,

congestdo difusa + vasos neurdpilo.

Vacuoliza¢do multifocal + a ++,
infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario multifocal ++,

congestdo difusa + vasos neurdpilo.

Vacuolizagdo multifocal + a ++.

+ Discreto; ++ Leve; +++ Moderado; s/a sem alteracgdes.

Congestao difusa ++ a +++ em
vasos do neurdpilo, hemorragia
perivascular + no neurépilo,
tumefag¢do multifocal + em células
endoteliais.

Congestdo difusa ++ a +++ vasos
neuropilo, astrogliose +
multifocal.

Congestdo difusa ++ a +++ vasos
neuropilo.

Congestdo difusa ++ a +++ vasos
neurdpilo.

Congestao difusa ++

em vasos do neuropilo.

Congestao difusa ++
vasos neuropilo.

Congestdo difusa +
vasos neurdpilo.

Congestao difusa ++
vasos neuropilo.

Congestdo difusa ++ no
neuroépilo.

Vacuolizagdo substancia
branca difusa +,
vacuolizag¢do
perineuronal +.

Vacuolizag¢ao substancia
branca difusa +,
hemorragia perivascular
++ neuropilo, tumefagdo
+ células endoteliais,
congestdo difusa +++
neuropilo.

s/a

Vacuolizagido em
substancia branca + e
congestdo difusa ++.
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Continuacido do Quadro 3

Ovino 1 Ovino 2 Ovino 3 Ovino 4 Ovino 5
Mesencéfalo Congestdo ++ a +++ vasos do Vacuolizagdo multifocal + a ++ Congestdo difusa ++ a +++ vasos s/a Vacuolizagao
neurdépilo e leptomeninges; infiltrado neurdpilo. multifocal +
inflamatério + misto perivascular substancia branca.
multifocal em leptomeninges e
neuropilo.
Ponte Congestdo ++ a +++ vasos do Vacuoliza¢do multifocal + a ++ s/a s/a s/a
neurdpilo e leptomeninges
Pedinculos s/a Pigmento dourado granular + no Vacuolizacdo + de substancia s/a Congestdo difusa +
cerebelares citoplasma de neurdnios branca; congestdo difusa ++ a +++ neuropilo.
(lipofuscina). vasos neurépilo; tumefagio +
células endoteliais; hemorragia
perivascular +; edema perivascular
multifocal +.
Obex Congestdo ++ a+++ vasos do Pigmento dourado granular + no Congestdo difusa ++ a +++ vasos s/a Vacuolizacdo em
neurépilo e leptomeninges; discretos citoplasma de neurdnios neuropilo. substancia branca +.
esferéides axonais. (lipofuscina).
Cerebelo Vacuoliza¢do multifocal +++ Vacuoliza¢do multifocal + a ++. s/a s/a Vacuolizagdo
perineuronal préxima células de multifocal ++
Purkinge; 4rea focal de astrogliose no substancia branca;
neuropilo. congestdo difusa ++.
Medula Congestdo ++ a +++ vasos do Pigmento dourado granular ++ no Congestdo difusa + a ++ vasos s/a Congestdo multifocal
espinhal neuropilo e leptomeninges (cervical). citoplasma de neurdnios (lipofuscina) neuropilo. ++; edema e

(medula cervical).

+ Discreto; ++ Leve; +++ Moderado; s/a sem alteragdes.

hemorragia
perivascular
multifocal +.
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Fig.l. Area da propriedade com pastagem dessecada apés contato com deriva de

clomazone administrado por via aérea.

Fig.2. Ovino 1. Observa-se membro toracico direito com debilidade e articulagao

carpica flexionada com arrastar das pingas.
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Fig.3. Ovelha do surto com acentuada perda da 13 na regido da cabega e crostas

brancacentas nas orelhas.

Fig4. Ovino 1 intoxicado naturalmente por Clomazone com perda da 1&,pelos e

pequenas feridas com crosta na regido periocular direita.
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Fig. 5. Cordeiro exposto naturalmente ao clomazone com perda dos pelos da orelha e

crostas brancacentas nas orelhas.

Fig.6. Cordeiro exposto naturalmente ao clomazone com perda dos pelos da orelha e

crostas brancacentas nas orelhas, imagem mais proxima.
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Fig.7. Ovino 1. Secdo do pulmao com moderada proliferacao de tecido conjuntivo com
espessamento dos septos interalveolares, proliferagdo de pneumécitos 1 e congestao.

HE, Obj. 10X.

Fig.8. Ovino 1. Observa-se uma se¢dao do pulmdo com moderada proliferacao de tecido
conjuntivo corado em azul e espessamento dos septos interalveolares. Tricromico de

Masson, Obj. 10X.
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Fig9. Figado. Pode ser observada leve vacuolizagdo de hepatocitos da regido

centrolobular. HE, 10X.

Fig. 10. Ovino 1. Rim. Cilindros hialinos na luz de tibulos contorcidos.
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Fig. 11. Ovino 1. Encéfalo. Talamo. A secdo apresenta vactiolos na substincia branca e

congestdo acentuada de vasos do neurdpilo. HE, 10X.

Fig. 12. Ovino 1. Encéfalo. Obex. Grande vactiolo perineuronal que comprime o

pericario neuronal. HE, 40X.
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Fig. 13 Ovino 1. Pode ser observado leve infiltrado linfoplasmocitario em vaso do

neuropilo na regido medular do cerebelo. HE, 20X.
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Fig. 14 Ovino 1. Encéfalo. Cerebelo. A imagem apresenta vacuolos perineuronais em

células de Purkinje. HE, 40X.
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Figura 15 Ovino 2. Encéfalo. Observam-se pequenos vactolos na substancia branca

dos nucleos da base. HE, 4X.

Fig. 16. Ovino 2. Hipocampo. Observa-se leve infiltrado inflamatoério

linfoplasmocitario perivascular no neurdpilo. HE, 20X.
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Fig. 17 Ovino 3. Encéfalo. Cortex frontal. Hemorragia no espago de Virchow-Robin de

vaso do neurdpilo. HE, 20X.
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Fig. 18 Ovino 5. Encéfalo. Obex. Podem ser observados vactiolos perineuronais e na

substancia branca. HE, 20X.
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Fig. 19 Ovino 5. Encéfalo. Nucleos da base. Observa-se congestdo difusa moderada e

discreta hemorragia perivascular no neurdpilo. HE, 10X.

Fig. 20 Ovino 5. Rim. Visualiza-se uma area de necrose de células epiteliais de tubulos
contorcidos proximais. Nota-se picnose e goticulas de proteina na luz de tibulos . HE.

20X.
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Fig. 21 Ovino 5. Encéfalo. Tronco encefalico. Neurdnio (N) com as cisternas do
reticulo endoplasmatico dilatadas, mitocondrias tumefeitas e com lise das cristas e
presenca de vacuolos ao seu redor em consequéncia de processos astrocitirios muito

).

Fig. 22. Ovino 5. Encéfalo. Tronco encefalico. Dendrito tumefeito. Vesiculas de
neurotransmissores (seta). Neuronio exibindo dilatagdo das cisternas do reticulo
endoplasmatico liso. Maior aumento da figura anterior.
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Fig. 23. Ovino 5. Encéfalo Tronco encefalico. Sinapse axossomatica (entre D e N).
Axoénios tumefeitos e com restos de membrana (*). Ax6nio tumefeito e com
desaparecimento dos microtubulos (seta). Dendrito (D). Neur6nio (N).
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Fig. 24 Ovino 4. Encéfalo. Tronco encefalico. Observa-se astrocito tumefeito e
circundado por varios prolongamentos astrocitdrios tumefeitos. No axonio da seta
branca hd uma mitocondria tumefeita com a membrana rompida. Na seta preta este
evento ainda ndo aconteceu. Note uma mitocondria muito tumefeita com ruptura e
desaparecimento das cristas, presenga de um vacuolo e os microtubulos ja estio
afastados entre si pelo acimulo de liquido no axonio.
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Fig. 25. Ovino 4. Encéfalo. Tronco encefalico. Vacuolizacdo do neurodpilo. Note a
relacdo axonio/mielina (seta preta, axonio ndo afetado). Compare com o axonio
tumefeito (*) e ao lado ax6nio com uma mitocOndria tumefeita, com a matriz
eletrodensa, restos de membrana e com a ruptura da membrana mitocondrial (seta
branca).
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Fig. 26. Ovino 4. Figado. Hepatocitos. Vacuolo delimitado por membrana com
contetdo granular (regido superior). Vacuolos de lipideos de diferentes tamanhos (*).
Observam-se mitocondrias tumefeitas e com lise das cristas (note os resquicios de
cristas).
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5 CONCLUSOES

O herbicida clomazone € toxico para ovinos e estes desenvolvem quadro de
neuropatia téxica. A dose unica de 134 mgkg de clomazone, administrada
experimentalmente por via oral, causa intoxicacdo com sinais clinicos neurologicos e
morte em ovinos.

A deriva acidental do herbicida clomazone e o contato dos ovinos com grande
quantidade do produto foi o fator determinante para a ocorréncia do surto de
intoxicacao.

Apds um periodo de auséncia de exposicdo ao herbicida clomazone os sinais
clinicos regridem e os ovinos podem se recuperar.

Trinta dias ap6s a exposicdo os animais ainda apresentam vestigios do principio
toxico em musculos, figado e rim, porém em quantidades ndo quantificaveis pelos

métodos toxicologicos utilizados.
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6 PERSPECTIVAS

- Acredita-se que a principal via de inoculagdo do clomazone nos ovinos do
surto foi respiratéria. Dessa forma, a reproducdo experimental de intoxicagdo com
clomazone, por via inalatoria deve ser realizada.

- Residuos do clomazone foi detectado em um animal cerca de 30 dias apos a
exposicdo. A avaliacdo de carcagas de ovinos intoxicados poderia elucidar quanto
tempo depois da exposicdo esses animais ainda apresentam quantidades acima dos
valores aceitaveis para consumo humano.

- Elucidar partes do mecanismo patogenético da intoxicacdo ainda se faz
necessario. AvaliagOes da atividade da acetilcolinesterase no sistema nervoso central e

em outros tecidos podem fornecer dados importantes a cerca da intoxicagao.
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