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RESUMO

A doenca de Lafora é uma desordem neuroldgica grave, cronica e progressiva, de base
genética autossdmica recessiva, resultante do acimulo sistémico de formas andmalas de
glicogénio sob a forma de inclusdes que recebem o nome da doenca. Nesse trabalho foi
relatado um caso da doenca de Lafora em um bovino, descrevendo os principais achados
anatomopatologicos dessa condi¢do. Uma vaca mestiga de 3 anos de idade foi encontrada
morta em uma propriedade de bovinos leiteiros. Os achados histolégicos significativos
estavam confinados ao encéfalo, figado e mdsculo esquelético, e tratavam do intenso
acumulo intra e extracelular dos corpos de Lafora, confirmados histoquimicamente (&cido
periodico de Schiff-diastase positivo, Gomori-Grocott positivo, azul de toluidina
negativo, vermelho congo negativo, azul alciano positivo) e ultraestruturalmente
(inclusbes ndo revestidas por membrana, compostas por filamentos ramificados
anastomosantes). A causa da morte foi explicada pela ocorréncia concomitante de um
quadro de encefalite, cuja base etiolégica é ainda desconhecida. Este €, portanto, o
primeiro relato da doenca de Lafora em um bovino do Brasil.

Palavras-chave: Poliglucosanos; corpos de Lafora; Brasil; vaca; Girolando.



ABSTRACT

Lafora disease is a severe, chronic, and progressive neurologic disorder of an autosomal
recessive genetic basis, that results in systemic accumulation of anomalous glycogen
structures as inclusions named as the disease. Here it was reported a case of Lafora’s
disease in a bovine, describing the main anatomopathological findings of this condition.
A 3-year-old mixed-breed cow was found dead in a dairy cattle property. Significant
histological findings were confined to the brain, liver and skeletal muscle, and consisted
of marked intra and extracellular accumulation of Lafora bodies, confirmed
histochemically (periodic acid Schiff-diastase positive, Gomori-Grocott positive,
toluidine blue negative, Congo red negative, alcian blue positive) and ultrastructurally
(non-membrane bound inclusions composed of anastomosing branching filaments). The
cause of death was explained by the simultaneous occurrence of encephalitis, which
etiological basis is still unknown. Therefore, this is the first Brazilian report of the

condition in a bovine.

Keywords: Polyglucosans; Lafora bodies; Brazil; cow; Girolando.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Lafora, também denominada glicoproteinose neuronal (Cusick et al.,
1998), constitui uma desordem progressiva rara de base genética, ocasionada por um
defeito autossémico recessivo (Vandevelde et al.,, 2012; Cantile e Youssef, 2015;
Desdentado et al., 2019). Tal defeito interfere no metabolismo de carboidratos e resulta
no acumulo de inclus@es citoplasmaticas corpusculares que recebem o nome da doenca.
A condicdo foi primeiramente descrita na espécie humana em 1911 pelo neuropsiquiatra
espanhol Gonzalo Rodriguez Lafora em parceria com o psiquiatra forense Bernard
Glueck, a partir de estudos observacionais de pacientes internados no entdo Hospital de
Insanidade de Washington nos Estados Unidos (Lafora e Glueck, 1911; Nanduri et al.,
2008). Desde entdo, relatos esporadicos da doenca tém sido documentados em diferentes
espécies animais, tais como caes (Holland et al., 1970; Schoeman et al., 2002; Chambers
et al., 2018), gato (Hall et al., 1998) e vacas (Kreeger et al., 1990; Simmons, 1994).

Em humanos, a doenca estd associada a ocorréncia de epilepsia mioclonica
progressiva (Turnbull et al., 2016; Nitschke et al., 2018; Desdentado et al., 2019), mas
outras sindromes neurolégicas tem sido igualmente relatadas, bem como a ocorréncia do
acumulo isolada de qualquer sintomatologia neuroldgica, como observado em pacientes
geriatras (Cavanagh, 1999; Minassian et al., 2001), fato igualmente descrito em cées
(Borras et al., 1999) e bovinos com idade avancada (Yanai et al., 1994; Wohlsein et al.
2012).

Devido a sua baixa prevaléncia, pouco ainda se sabe sobre a condi¢do na medicina
veterinaria, especialmente sobre sua ocorréncia em animais de producdo. Portanto, o
presente trabalho tem como objetivo relatar um caso da doenca de Lafora em um bovino,

descrevendo os principais achados anatomopatoldgicos dessa condico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia das doengas neuroldgicas de bovinos

No Brasil, as doengas neuroldgicas contabilizam cerca de 10-30% das causas de
morte em bovinos (Sanches et al., 2000; Galiza et al., 2010; Ribas et al., 2013), resultando
em perdas econdmicas significativas para a pecuaria do pais (Barros et al., 2006).
Algumas dessas doencas sdo zoonoses graves com implicancia na satde pablica, como a
encefalopatia espongiforme bovina e a raiva, fazendo com que o diagndstico etioldgico
das doencas neuroldgicas mereca grande notoriedade (Barros et al., 2006; Clarke et al.,
2019).

As doencas neuroldgicas dividem-se basicamente em causas virais, prionicas,
bacterianas, protozoarias, toxicas, genéticas e/ou congénitas, carenciais e/ou metabdlicas,
e neoplasicas (Barros et al., 2006; Cantile e Youssef, 2015). Dentre as causas virais, a
raiva, a herpesvirose bovina e a febre catarral maligna sdo as de maior importancia. Em
animais jovens, as doencas bacterianas tomam destaque, citando-se alguns dos principais
agentes causadores de meningoencefalite, como Escherichia coli, Trueperella pyogenes,
Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Histophilus somni, este ultimo, causador da
meningoencefalite tromboembolica (Sanches et al., 2000; Barros et al., 2006; Rissi et al.,
2008; Galiza et al., 2010; Dore e Smith, 2016; Clarke et al., 2019).

Outras causas importantes de morte associadas a doengas neuroldgicas incluem
ainda a polioencefalomalécia e a encefalopatia hepatica, a Gltima, particularmente em
regides em que ha plantas hepatotdxicas, tais como a Crotalaria retusa no Nordeste do
pais, ou ainda o Senecio brasiliensis no Sul do Brasil (Sanches et al., 2000).

Uma representatividade ainda menor da mortalidade é observada no grupo de
doencas genéticas/hereditarias. Essa baixa prevaléncia faz com que esse grupo de doencas
se tornem esquecidas e/ou subrepresentadas, trazendo consequéncias desastrosas na

producdo animal caso negligenciadas, tendo-se como base que a maioria dessas desordens
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genéticas possuem carater recessivo (Barros et al., 2006; Gholap et al., 2013). Esse é o
caso de algumas doencas endogenas do armazenamento, como a glicogenose hereditaria,
de ocorréncia documentada em algumas ragas de corte, como bovinos Brahman e
Shorthorn (Cieploch et al.,, 2017). Qutras condicOes, ainda mais raras e menos
compreendidas, como a doenca de Lafora, de ocorréncia bem documentada em humanos,
representa ainda uma incognita em animais de producéo, tendo em vista os poucos relatos

da condicdo em bovinos (Kreeger et al., 1990; Simmons, 1994).

2.2 Epidemiologia da doenca de Lafora

Em humanos, a doenca de Lafora surge em uma frequéncia média de quatro casos
a cada milhdo de individuos (Turnbull et al., 2016), tendendo a ocorrer com maior
frequéncia em paises mediterraneos, norte da Africa e sul da india, locais onde ha alta

taxa de consanguinidade (Turnbull et al., 2016; Desdentado et al., 2019).

As manifestacdes clinicas costumam ter inicio em idade jovem, com curso crénico
e progressivo da sintomatologia neuroldgica e com tempo médio de evolucdo variando
entre 5-10 anos para humanos, quando culmina em um desfecho fatal (Turnbull et al.,
2016; Nitschke et al., 2018; Desdentado et al., 2019).

Na medicina veterindria ha diversos relatos da doenca em cédes (Holland et
al.,1970; Davis et al., 1990; Jian et al., 1990; Kaiser et al., 1991; Schoeman et al., 2002;
Gredal et al., 2003; Fitzmaurice et al., 2008; Hajek et al., 2016; Swain et al., 2017;
Chambers et al., 2018), com um unico relato em gato (Hall et al., 1998) e apenas trés
casos documentados em vacas (Kreeger et al., 1990; Simmons, 1994). A condig&o € ainda
descrita em uma raposa (Honnold et al., 2010), um periquito (Loupal, 1985) e um rato
(Jayaraj, 1980). Em cées, a doenca € mais estudada em Dachshunds miniatura de pelo
cerdoso puros, onde Lohi et al. (2005) descreveram que mais que 5% dos cdes desta raca
sofrem da condigdo no Reino Unido. Quando comparada com a doenga em humanos, o

inicio dos sinais clinicos costuma ocorrer tardiamente em cées, com idade aproximada
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quase sempre igual ou maior que 5 anos (Kaiser et al., 1991; Gredal et al., 2003; Lohi et
al., 2005). Em bovinos, a idade de acometimento descrita varia de 3 a 6 anos, com tempo

médio de evolugdo dos sinais de poucos dias (Kreeger et al., 1990; Simmons, 1994).

2.2.1 Patogenia

As bases moleculares da condi¢cdo em humanos se concentram na ocorréncia de
um defeito genético localizado em um ou em ambos os genes EPM-2A, locus 6q24, e
EPM-2B (NHLRC1), locus 6p22. Ambos loci estdo localizados no cromossomo 6,
responsaveis por codificar a producdo de laforina (fosfatase) e malina (ubiquitina ligase),
respectivamente (Figura 1). Em cdes, uma mutagdo simples no gene EPM-2B levando a
perda de expressdo e funcdo do gene foi identificada em cdes das racas Dachshund
miniatura de pelo cerdoso, Beagle e Bassett Hound com doenca de Lafora (Lohi et al.,
2005; Hajek et al., 2016).

[ | -
6p22 .—NHLRCI codificagiio de malina ===========scscomaceeau=x > —m

A
) 6p12. _@—NHL NHLINHLINHLINHLINHL ,
(»] <
E . ou
g 6q14 |l |
£ | -
o
o GqZZE I . W—»
624 B8 «——FPM2A codificagio de laforina «==-- - i

Doenca
- CBM20 DSP de Lafora

Figura 1: MutagOes causativas na doenca de Lafora em humanos. Genes de codificagéo
para laforina e malina (EPM2A e NHLRC1, respectivamente) localizados no mesmo
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cromossomo (cromossomo 6). A laforina contém um mddulo de ligacdo ao carboidrato
aminoterminal da familia 20 (CBM20) e um dominio de fosfatase carboxiterminal de
dupla especificidade (DSP). A malina contém dominios RING e NHL. Adaptado de
Nitschke et al. (2018).

O glicogénio consiste em um tipo de polissacarideo de reserva encontrado
principalmente em animais. Estruturalmente, é também classificado como um polimero
de alfa-D-glicose de alto peso molecular. Ainda que haja semelhanga funcional e
histoquimica, com forte reatividade histoquimica a coloracdo de acido periddico de Schiff
(PAS), o glicogénio difere do amido (polissacarideo de reserva de origem vegetal), por
se tratar de uma estrutura sollvel em agua. Sua sintese depende da acdo concomitante de
enzimas especificas (glicogénio sintase e enzimas de ramificacdo) sobre um primer
proteico inicial (Manners, 1991; Andrade et al., 2007).

Em condicdes fisioldgicas, complexos formados por ambas as enzimas (laforina-
malina) trabalham para a reducdo da disponibilidade da enzima glicogénio sintase e
proteina fosfatase 1, subunidade R5, através de processos que envolvem desfosforilacdo
e poliubiquitinacdo. Ocorre assim modulacdo da producdo endogena de polissacarideos e
aumentam as ramificacbes simétricas nas cadeias de glicogénio recém-formadas, o que
torna o carboidrato soltvel e reduz a possibilidade de acimulo da molécula, evitando sua

precipitacdo no citosol da célula produtora (Sullivan et al., 2017).

Em humanos e animais com doencga de Lafora, a auséncia da funcdo da malina e
laforina leva ao acimulo de glicogénio mal ramificado e insoltvel (poliglucosanos) em
compartimentos neuronais somatodendriticos (Figura 2) sob a forma de corpos de Lafora
(corpos de poliglucosanos). Ao longo do tempo, o acimulo resulta em neurodegeneracao

e desenvolvimento de epilepsia miocldnica progressiva (Turnbull et al., 2016).
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Glicogénio insoluvel

@m (corpos de Lafora)
( Malina l

Doenga de Lafora

Figura 2: Simplificacdo da patogénese da doenca de Lafora. Geracédo de formas insoliveis
de glicogénio por defeito no complexo laforina-malina. Adaptado de Nitschke et al.
(2018).

2.2.2 Diagndstico

O diagnéstico da condicdo em humanos se sustenta principalmente na observagao
da sintomatologia clinica e nos achados anatomopatol6gicos classicos, seguidos pela
confirmacdo de mutacdo g@énica, apesar de que métodos de monitoramento
eletrofisiologico estejam sendo empregados com sucesso no diagnostico dessa condigédo
(Turnbull et al., 2016).

Os principais sintomas descritos em humanos consistem em mioclonias
deflagradas por acéo e/ou estimulos, convulsGes refratarias, psicoses, ataxia e disartria.
As mioclonias progridem para um padrdo de espasmos assimétrico e segmentar
praticamente constante (Minassian, 2001; Striano et al., 2008). Cées portadores da

condicdo geralmente apresentam histdrico de fasciculagbes musculares ou contragdes
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miocl6nicas progressivas e crises epiléticas, podendo incluir deméncia, hiperestesia,
depressao/letargia ou agressividade, cegueira, surdez e incontinéncia urinaria/fecal
(Holland et al., 1969; Davis et al., 1990; Jian et al., 1990; Schoeman et al., 2002;
Fitzmaurice et al., 2008; Hajek et al., 2016; Swain et al., 2017). Em bovinos, 0s principais
sintomas concentram-se em tremores corporais, apatia, incoordenacdo motora, ataxia e

comportamento apreensivo/nervoso (Kreeger et al., 1990; Simmons, 1994).

Em humanos, altera¢des eletroencefalogréficas costumam se iniciar com atividade
paroxistica focal ou generalizada e uma discreta reducéo do ritmo de base, que tende a se
intensificar com o passar dos anos, evoluindo para ondas de descargas epiléticas difusas,
acrescidas de convulsdes occipitais, mioclonias e, frequentemente, sensibilidade

luminosa (Minassian, 2001; Striano et al., 2008).

Macroscopicamente, ndo héa alteraces que indiquem a ocorréncia da doenca. No
entanto, os achados histopatolégicos consistem na observancia de depositos de
corpusculos de centro denso e basofilico, circundado por uma camada palida externa,
denominados poliglucosanos ou corpos/corpusculos de Lafora. Tal acimulo se cora
fortemente positivo pela coloracdo de acido periodico de Schiff, sendo resistente a
diastase (PAS-D). Frequentemente, as inclusdes sdo encontradas em cortes cerebrais que
envolvem a substancia negra, ndcleo denteado e nucleos talamicos, onde € visualizado no
corpo celular (pericario) e nos dendritos de neurdénios. Na doenca de Lafora, acimulos de
poliglucosanos sdo também comumente encontrados no citoplasma de hepatocitos e
cardiomidcitos, sendo adicionalmente observados em diversos outros sitios corpéreos,
incluindo musculo esquelético e anexos cutaneos (Turnbull et al., 2016; Nitschke et al.,
2018; Desdentado et al., 2019).

Desse modo, na medicina humana, a observacdo dos classicos corpusculos de
Lafora em glandulas sudoriparas apdcrinas e ecrinas de bidpsias cutaneas possui valor
diagndstico presuntivo para a condicao (Turnbull et al., 2016; Nitschke et al., 2018), ainda
que alguns refutem sua real aplicabilidade pela possibilidade de falsos positivos (Andrade

et al., 2003) e falsos negativos (Lesca et al., 2010).
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Em humanos, os testes moleculares sdo necessarios para o diagndstico definitivo
da condicéo, sendo observadas mutacdes em um ou em ambos os genes deflagradores da
doencga [EPM2A e EPM2B (NHLRC1)] (Nitschke et al., 2018).

2.2.3 Diagndsticos diferenciais

A condicdo é atualmente classificada como uma doenca do armazenamento,
compreendida dentro do ambito das doencas degenerativas. Em humanos, os principais
diferenciais incluem a doenca de Unverricht-Lundborg, epilepsia mioclénica associada a
fibras vermelhas, ceroide-lipofuscinoses neuronais e sialidose (Turnbull et al., 2016). Em
animais, outros diferenciais devem ser listados, tais como esfingolipidoses,
glicoproteinoses, mucopolissacaridoses, glicogenoses hereditarias, manosidoses,
mucolipidoses e ceroide-lipofuscinoses (Barros et al., 2006; Vandevelde et al., 2012;
Cantile e Youssef, 2015). A Tabela 1 representa as principais caracteristicas de alguns
desses diferenciais em bovinos. E importante mencionar que corpos de poliglucosanos se
acumulam no sistema nervoso central de bovinos e cdes com o avancar da idade, sendo
observados principalmente em animais a partir dos 8 anos. Nestes animais com idade
avancada, os corpos de poliglucosanos também sdo chamados de corpora amylacea e sao
considerados achados incidentais que ndo causam sinais neurolégicos (Wohlsein et al.,
2012).

Tabela 1. Doencas de acumulo intracelular de origem genética em bovinos. Adaptado de
Barros et al. (2006).

Doenca Deficiéncia Racas Principal metabolito

enzimatica afetadas acumulado

Glicogenoses
- Tipo Il Brahman Glicogénio
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- Tipo Il

(presumivel)

Lafora-l 12

Esfingolipidoses

- Gangliosidose
GM1

Manosidoses

- a-manosidose

- B-manosidose

a-1,4-
glucosidade
a-1,4-
glucosidade
Laforina

Malina

B-galactosidase

o-manosidase

-manosidase

Shorthorn

Holandés e
Hereford/Angu
S

Holandés

Aberdeen
Angus,
Murray,
Galloway

Salers

Glicogénio

Formas andmalas de

glicogénio

Gangliosideo GM,
oligossacarideo contendo

maltose

Oligossacarideos
contendo manose
Oligossacarideos

contendo manose

Lista de abreviacdes: L1, Kreeger et al. (1990); L2, Simmons et al. (1994).

2.2.4 Tratamento e progndstico

Até o presente momento, ndo ha tratamento curativo para a doenca de Lafora.

Nesta linha, drogas antiepiléticas tém sido utilizadas com a finalidade de amenizar a

sintomatologia e desacelerar a progressdo da doenga (Turnbull et al., 2016; Nitschke et
al., 2018; Desdentado et al., 2019).

Para os humanos portadores da condigdo, 0 prognostico € invariavelmente

desfavoravel, com um desfecho fatal, tendo em vista a auséncia de drogas especificas de
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alta eficacia e a piora progressiva da sintomatologia apesar dos esforcos em retarda-la
(Turnbull et al., 2016). Resultados contrastantes tém sido observado no ambito da
medicina veterinaria (Holland et al., 1970; Davis et al., 1990; Jian et al., 1990; Honnold
etal., 2010; Hajek et al., 2016; Chambers et al., 2018), ainda que modelos animais tenham
se mostrado promissores ao se utilizar de técnicas de engenharia genética e terapia génica
(Turnbull et al., 2016).
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3 DESENVOLVIMENTO

3.1 Historico clinico

Uma vaca mestica (girolando) de trés anos de idade foi encontrada caida ao chao
com salivagdo profusa e mugidos “roucos”. O animal estava com temperatura corporal de
42°C e apresentou movimentos de pedalagem, vindo a ébito em cerca de 30 minutos. A
vaca era proveniente de uma criacdo leiteira em Desterro de Entre Rios, Minas Gerais,
sendo criada em regime de Compost Barn. A alimentacéo consistia de caroco de algodao,
feno, fubd, soja, silagem de milho e nucleo (Vacinar®). De acordo com a veterinaria
responsavel, a vaca morreu cerca de seis dias ap6s 0 seu segundo parto. Até onde se tem
conhecimento, ndo hé historico de alteracdes comportamentais de ambos os filhotes até o
presente momento. Por informacdo, ndo havia sido realizada qualquer alteracdo de
manejo antes do inicio da sintomatologia neuroldgica. O animal ndo possuia
comorbidades prévias e estava alocado em um lote de 200 bovinos, todos vacinados
regularmente para raiva. Havia historico de outras mortes com evolucdo clinica
semelhante na mesma propriedade, totalizando outras cinco vacas adultas de idade

aproximada e com ébito no periodo puerperal, sem grau de parentesco genético entre si.

3.2 Material e métodos

Ap0s a verificagdo do 6bito, a carcaca foi encaminhada para o servico de necropsia
no setor de Patologia Animal no Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria (DCCV)
da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Durante o
exame cadavérico, fragmentos de diferentes 6rgéos foram coletados e encaminhados para
exames complementares nos seguintes laboratorios/centros/instituicdes: California

Animal Health and Food Safety Laboratory System, sediado na Universidade de UC
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Davis na California; Laboratorio de Saude Animal (LSA) do Instituto Mineiro de
Agropecuéria (IMA); Laboratério de Protozoologia Veterinaria (LPV) do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG; e Laboratério de Pesquisa em Virologia Animal
(LPVA) da UFMG.

3.2.1 Macroscopia e histopatologia

O transporte da carcaca foi realizado em carroceria aberta ndo refrigerada. Ao
chegar ao Laboratorio de Patologia Animal da UFMG, passadas oito horas do obito, o
animal foi submetido ao exame necroscopico completo. Fragmentos de encéfalo [cOrtex
telencefélico, ndcleos basais, talamo, cerebelo e tronco encefalico (mesencéfalo, ponte e
bulbo)], rede admiravel, medula espinhal, figado, baco, rim, pulmao, coracdo, musculo
esquelético, esbfago, pré-estbmagos, abomaso, intestino delgado, intestino grosso,
linfonodos mesentéricos e glandula mamaria foram coletados e fixados em formalina
neutra tamponada a 10%. Apos 48 horas, as amostras foram clivadas e processadas
rotineiramente para a histopatologia. Os tecidos emblocados em parafina foram
seccionados a 5 um de espessura, corados por Hematoxilina e Eosina (HE) e examinados
em microscopio Optico convencional, com base no preconizado por Luna (1968).
ColoracGes especiais complementares pelo &cido periédico de Schiff (PAS), PAS-
diastase (PAS-D), metanamina de prata de Grocott (GMS), azul de toluidina, vermelho
Congo, azul alciano e Ziehl-Neelsen foram realizadas em cortes do sistema nervoso
central (SNC). Os corantes histoquimicos PAS e PAS-D foram adicionalmente utilizados

em seccodes histologicas de musculo esquelético e figado.
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3.2.2  Analise semiquantitativa dos corpos de poliglucosanos no SNC

Cortes histologicos sequenciais do sistema nervoso central foram realizados a fim
de contemplar os principais sitios anatdmicos: cortex frontal, cortex parietal, cortex
temporal, cértex occipital, nlcleos da base (nucleo caudado, putamen, globo pélido e
substancia negra), talamo [ndcleo ventral lateral, ndcleo dorsal medial, nicleo central
medial, nicleo ventral caudal, ndcleo lateral caudal e nicleo geniculado lateral (dorsal)],
hipocampo (giro denteado), cerebelo [camada molecular e substancia branca

(pedunculo)], tronco, rede admirdvel e medula espinhal cervical.

A analise sistematica dos corpos de poliglucosanos de cada um dos referidos sitios
partiu da avaliacdo de cortes histoldgicos observados a microscopia dptica de luz em
campos de grande aumento (400x). O processo consistiu de duas etapas: avaliacdo do
neurdpilo e do corpo celular de neurdnios (quando aplicavel). Para tanto, os corpos de
poliglucosanos foram contados individualmente em cada campo representativo e
graduados de acordo com a frequéncia de observacdo: acimulo ndo observado, acimulo
leve (até 1 corplsculo/campo), acimulo moderado (de 2 a 5 corpusculos/campo) e

acumulo intenso (acima de 5 corpusculos/campo).

3.2.3 Microscopia eletrdnica de transmissdo (MET)

Blocos parafinizados do talamo foram pdés-fixados em cacodilato tamponado a
0.166 M, solucdo de glutaraldeido a 3% e em solucdo de tetroxido de dsmio a 1%,
desidratados e incluidos em EMbed® (Electron Microscopy Sciences, Hatfield,
Pennsylvania 19440, USA). SeccBes de um micrémetro de espessura, coradas por azul de
metileno foram utilizadas para avaliar as alteragdes histologicas e para selecionar as areas
para serem examinadas ultraestruturalmente. Entdo, sec¢des selecionadas foram cortadas
a 70-80 nm, coradas com acetato de uranil e citrato de chumbo e examinadas em

microscopio eletronico.
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3.2.4 Reacdo de imunofluorescéncia direta (IFD) e inoculagédo intracraniana em

camundongos

Amostras de lobo caudal telencefalico, tronco encefalico, tdlamo, cerebelo e
medula espinhal cervical foram submetidas & imunofluorescéncia direta e inoculacéo
intracraniana em camundongos no LSA do IMA para diagnostico de raiva, conforme o

preconizado pela Organizacdo Mundial de Saude (Meslin et al., 1996).

3.2.5 Extragdo de material genético

Para a pesquisa de hemoparasitas (Trypanosoma sp., Babesia/Theileria e
Anaplasma marginale), o acido desoxirribonucleico (DNA) gendmico das amostras de
figado, encéfalo (tronco encefélico, cerebelo e lobo caudal telencefalico), rim e baco foi
extraido utilizando o kit comercial DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen®, Germany),

seguindo as instrucdes do fabricante.

Para a deteccdo do DNA do Ovine gammaherpesvirus 2 (OvHV-2), Bovine
herpesvirus 1 (BoHV-1) e Bovine herpesvirus 5 (BoHV-5) e &cido ribonucleico (RNA)
do West Nile virus, o material genético das amostras de tronco enceféalico, cerebelo e lobo
caudal telencefalico foi extraido utilizando o kit comercial DNA/RNA mini spin, Kasvi®,
K9-1050, seguindo as instrucdes do fabricante.

Todas as amostras de DNA e RNA extraidas foram armazenadas a -20°C até a

realizacéo das reacdes em cadeia da polimerase.
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3.2.6 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Todas as amplificacOes de DNA utilizadas para pesquisa de hemoparasitas foram
realizadas para um volume final de 10 pL, contendo uma mistura de 1 pL de DNA-
amostra; 0,2 pM de concentragéo de cada primer; 5 puL de GoTag® Green Master Mix,
2X (Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos); 400 mM de dNTP; 3 mM de
MgClz; e agua ultrapura esterilizada (Nuclease-Free Water, Promega®, Madison,
Wisconsin, Estados Unidos) g.s.p. 10 pL. As reacdes de nested PCR foram realizadas
seguindo as mesmas especificacdes citadas anteriormente, utilizando 1 pL de produto

amplificado da primeira reacao.

Ensaios de PCR para detectar DNA de Trypanosoma vixax e Trypanosoma evansi
foram realizados conforme descrito por Lima et al. (1994), Omanwar et al. (1999) e

Ravindran et al. (2008), cujas descri¢des estdo na Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores, regido génica para 0s ensaios de

PCR convencional para Trypanosoma vivax e Trypanosoma evansi.

Tamanho
Sequéncia dos Oligonucleotideos do produto Regiao o
. ] Referéncia
iniciadores (5°-3) amplificado génica
(pb)
DTO154 Dominio
(ACAGAATTCCAGGGCCAATGCGGC cataliico
TCGTGCTGG) dogeneda M2 €Al
DTO155 500 Catepsina (1999
(TTAAAGCTTCCACGAGTTCTTGAT L
GATCCAGTA) (Trypanoso

ma vivax)
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Glicoprotei
TevF (TGCAGACGACCTGACGCTACT na de Ravindran
(21) superficie et al.
TevR 997 variante- (2008) e
(CTCCTAGAAGCTTCGGTGTCCT) especifica  Omanwar
etal.
(22) (Trypanoso
_ (1999)
ma evansi)

As reacOes de amplificacdo para o dominio catalitico do gene da Catepsina L de
Trypanosoma vivax foram conduzidas de acordo com a sequéncia térmica: desnaturago
inicial a 94°C por 10 minutos, 35 ciclos a 94°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto e 72°C
por 1 minuto, seguidos de uma extensao final a 72°C por 10 minutos. Para o gene da
glicoproteina de superficie variante-especifica de Trypanosoma evansi, as reacdes de
amplificacdo foram conduzidas de acordo com a sequéncia térmica: desnaturacao inicial
de 95°C por 4 minutos, 30 ciclos a 95°C por 60 segundos, 55°C por 40 segundos e 72°C

por 30 segundos, seguidos de uma extensdo final a 72°C por 4 minutos.

Para deteccdo de DNA de parasitos dos géneros Babesia/Theileria as amostras de
DNA foram submetidas a ensaios de nested PCR, baseados nos genes 18S rRNA de
Babesia/Theileria utilizando os oligonucleotideos iniciadores descritos por Zahler et al.

(2000) e Silveira et al. (2011), cujas descri¢des estdo na Tabela 3.

Tabela 3. Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores, regido génica para 0s ensaios de
nested-PCR para Babesia/Theileria.

Tamanho
Sequéncia dos Oligonucleotideos do produto  Regido o
o o Referéncia
iniciadores (5°-3) amplificado  génica

(pb)
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RIB19
(CGGGATCCAACCTGGTTGA
TCCTGC)

RIB20
(CCGAATTCCTTGTTACGAC
TTCTC)

1% reacdo

BAB-rumF
(ACCTCACCAGGTCCAGAC
AQG)

BAB-rumR
(GTACAAAGGGCAGGGACG
TA)

2% reacao

1700

430

18S
rRNA/
Babesia/
Theileria

Zahler et al.
(2000)

Silveira et
al. (2011)

As reacoes de amplificacdo para os genes 18S rRNA de Babesia/Theileria foram

conduzidas de acordo com sequéncia térmica no primeiro e segundo ciclo: desnaturacdo

inicial a 94°C por 5 minutos, 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, 63°C por 1 minuto e 72°C

por 2 minutos, seguidos de uma extensao final a 72°C por 2 minutos. Para o gene MPSP

de T. orientalis: desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos a 95°C por 30

segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, seguidos de uma extensdo final a

72°C por 5 minutos.

A pesquisa de DNA de Anaplasma marginale foi realizada por ensaios de nested-

PCR baseados no gene msp4, utilizando os oligonucleotideos iniciadores descritos por

De la Fuente et al. (2008), Silveira et al. (2012), respectivamente, cujas descri¢es

constam na Tabela 4.



31

Tabela 4. Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores, regido génica para 0s ensaios de

nested PCR para Anaplasma marginale.

Tamanho
Sequéncia dos Oligonucleotideos iniciadores do produto Regido .
- . Referéncia
(5°-3’) amplificado génica
(pb)
MSP45
De la
(GGGAGCTCCTATGAATTACA
Fuente et
GAGAATTGTTTAC)
12 reagéo 872 al. (2008)
¢ MSP43 mspa/A
(CCGGATCCTTAGCTGAACAG naplas
GAATCTTGC) ma
margin
AnapF ale/A.
(CGCCAGCAAACTTTTCCAAA) : o
OVIS Silveira et
2% reacao AnapR 294
al. (2011)
(ATATGGGGACACAGGCAAAT
)

As reacOes de amplificagdo para Anaplasma marginale foram conduzidas de
acordo com sequéncia térmica no primeiro e segundo ciclo: desnaturacéo inicial a 94°C
por 5 minutos, 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, 63°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos,

seguidos de uma extenséo final a 72°C por 2 minutos.

A nested-PCR para detecgdo do DNA do Ovine gammaherpesvirus 2 baseou-se
na amplificagcdo de parte do gene que codifica a proteina do tegumento viral, utilizando
os oligonucleotideos iniciadores desenhados por Baxter et al. (1993), cujas descri¢des
constam na Tabela 5. As amplificagdes de DNA foram realizadas para um volume final
de 25 pL, contendo uma mistura de 2 pL de DNA-total; Buffer 1X (Phoneutria®); 2 mM
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de MgClI2; 200 mM de dNTP (Phoneutria®); 0,4 uM para cada primer; 1,5 U de Tag DNA
polimerase (Phoneutria®); e 4gua livre de DNA/RNAse. Para a segunda reagdo, 2 mL do
amplicon da primeira reagdo foram utilizados como alvo para a amplificagdo da segunda

reacao.

Tabela 5. Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores, regido génica para 0s ensaios de

nested PCR para Ovine gammaherpesvirus 2.

Tamanho )

A . ] Regido o
Sequéncia dos Oligonucleotideos doproduto Referénci

- génica do

iniciadores (5°-3) amplificado
OVHV-2
(pb)
556
(AGTCTGGGGTATATGAATC
y ) CAGATGGCTCTC) - Baxter et
reacdo

¢ 75 Geneda  al. (1993)

(AAGATAAGCACCAGTTATG proteina

CATCTGATAAA) do
tegumento
556 e 555
Baxter et
2%reacdo (TTCTGGGGTAGTGGCGAGC 238
al. (1993)
G AAGGCTTC)

As ciclagens das reagdes de amplificacdo para Ovine gammaherpesvirus 2 foram
idénticas nas 2 reacOes de amplificacdo da nested-PCR, sendo: desnaturacgdo inicial a
95°C por 5 minutos, 30 ciclos a 94°C por 1 minuto, 46°C por 1 minuto e 72°C por 1

minuto, seguidos de uma extenséo final a 72°C por 7 minutos.
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A nested-PCR para deteccdo do DNA do Bovine herpesvirus 1 e Bovine
herpesvirus 5 baseou-se na amplificacdo de parte do gene que codifica uma regido
altamente conservada da glicoproteina B, utilizando os oligonucleotideos iniciadores
desenhados por Van Engelenburg et al. (1993), cujas descri¢cées constam na Tabela 6. As
reacOes de amplificacdo para BoHV-1/BoHV-5 foram conduzidas de acordo com
sequéncia téermica: 40 ciclos a 95°C por 30 segundos, 52°C por 45 segundos, 72°C por 45

segundos, seguidos de uma extensao final a 72°C por 7 minutos e 4°C overnight.

Tabela 6. Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores, regido génica para 0s ensaios de
PCR convencional para Bovine herpesvirus 1 e Bovine herpesvirus 5.

Tamanho do
Sequéncia dos Oligonucleotideos produto Regido o
- . Referéncia
iniciadores (5°-3) amplificado génica
(pb)
Regido van
Glicoproteina B (forward
P ( ) altamente  gpgelenbur

(CTGCTGTTCGTAGCCCACAACG)
Glicoproteina B (reverse) 173
(TGTGACTTGGTGCCCATGTCGC)

conservada da getal.
glicoproteina (1993)
B (BoHV-
1/BoHV-5)

As amplificacdes de DNA foram realizadas para um volume final de 25 pL,
contendo uma mistura de 200 ng de DNA-total; 1,5 mM de MgClz; 200 uM de dNTPs
Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), tampéo da enzima Tag DNA polymerase 1X; 0,4 uM
de cada primer; 0,3 U/reacdo de Taq DNA polymerase (Phoneutria®); e agua ultrapura

estéril g.s.p.

A investigacdo do RNA do West Nile virus foi realizada por ensaios de nested RT-

PCR baseados no gene NS5, utilizando na primeira reacdo oligonucleotideos iniciadores
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para Flavivirus género especificos, conforme descrito por Fulop et al. (1993), seguidos
de uma segunda reacdo, que utiliza oligonucleotideos iniciadores especificos para West

Nile virus, segundo Silva et al. (2018), cujas descri¢Ges constam na Tabela 7.

Tabela 7. Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores, regido génica para 0s ensaios de
nested RT-PCR para West Nile virus.

Tamanho
Sequéncia dos Oligonucleotideos do produto  Regido o
. . Referéncia
iniciadores (5°-3) amplificado  génica

(pb)

NS5 (forward)
(TCAAGGAACTCCACACATG
AGATGTACT)

1% reacdo NS5 (reverse) 958
(GTGTCCCATCCTGCTGTGTC
ATCAGCATACA)

NS5/Fla  Fulop et al.
vivirus (1993)

NS5 (forward)
(AACCKCCAGAAGGAGTSAA
NS5/We )
y R) _ Silvaetal.
2% reacédo 370 st Nile
NS5 (reverse) ) (2018)
(AGCYTCRAACTCCAGRAAG

C)

A reacdo de RT-PCR foi realizada utilizando SuperScript™ 111 One-Step RT-PCR
System with Platinum™ Tag DNA Polymerase, para um volume final de 25 pL, contendo

uma mistura de 5 pL de RNA-total; 12,5 ul de tampao 2x Reaction mix contendo 0,4 mM
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de cada dNTP e 3,2 mM de MgSO4; 0,6 uM de cada primer (forward e reverse), 1 U de
SuperScript™ 11 RT/Platinum™ Taq Mix) e agua livre de DNA/RNAse.

Para a segunda reacéo, foi utilizado um volume final de 25 pL, contendo uma
mistura de 2 pL de amplicon da primeira reacdo-total; 2,5 ul de 10 x tampao para PCR
(200 mM Tris-HCI [pH 8.4], 500 mM KCI), 1,5 mM MgCI2, 0,4 uM de cada primer
(forward e reverse), 0,8 uM de cada ANTP, 1 U de Taq DNA polimerase (Platinum Taq
DNA polymerase: Invitrogen®) e agua livre de DNA/RNAse.

As reacdes de amplificacdo para West Nile virus foram conduzidas de acordo com
sequéncia térmica: 40 ciclos a 94°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto e 72°C por 2

minutos, seguidos de uma extensdo final a 72°C por 5 minutos.

3.2.7  Eletroforese de DNA em gel de agarose

Para a pesquisa de hemoparasitas, os produtos amplificados por meio dos ensaios
de PCR e nested-PCR foram submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose a
2,0% (m/v) corado com GelRed™ (Biotium, Fremont, USA), em tampéao de corrida TAE
0,5X (TRIS 400 mM, Acido Acético 1% e EDTA 20 mM). Para a pesquisa viral, 0s
produtos amplificados por meio dos ensaios de nested-PCR e nested RT-PCR foram
submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose a 1,5% (m/v), no Ovine
gammaherpesvirus 2, e 1,0% nos amplificados do West Nile virus. Ambos foram corados
com brometo de etidio (Sambrook e Russel, 2001), sendo utilizado o tampéo de corrida
TBE 1X (Tris-HCI 0,09 M; &cido bdrico 0,09 M e EDTA 0,002 M).

Em todas as amostras, a eletroforese foi realizada a 100 /400 mA durante 60
minutos. Para a determinacdo do tamanho em pares de bases dos produtos amplificados
de interesse utilizou-se um marcador de peso molecular de 100 pares de base de DNA
Ladder (Promega® Madison, Wisconsin, Estados Unidos). Os resultados foram

visibilizados e analisados através de um transiluminador de luz ultravioleta.
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3.3 Resultados

Macroscopicamente, ndo foram observadas alteracbes significativas que
justificassem o 6bito. Os principais achados histopatologicos estavam confinados ao
encéfalo, figado e mdasculo esquelético. Nos nucleos talamicos, havia acumulo
intraneuronal e extracelular (neurdpilo) de material circular de centro basofilico denso,
circundado por um halo claro periférico de bordos radiados, variando de 2 a 20 um de
diametro (corpos de poliglucosanos/Lafora). Em menor grau, os acumulos foram
observados em areas do neuropilo de diversos segmentos encefalicos. Dados
correlacionando o padrdo de distribuicdo e intensidade dos acimulos no encéfalo estéo
listados na Tabela 8. Os acumulos foram corados fortemente positivos a coloracdo de
GMS, azul alciano e PAS, mantendo positividade em secc¢des teciduais tratadas com
diastase (PAS-D), sendo negativos a coloracdo de azul de toluidina, vermelho Congo e
Ziehl-Neelsen, conforme disposto na Tabela 9 e na Figura 3. Os corpos de poliglucosanos
foram adicionalmente observados no citoplasma de hepat6citos e no sarcoplasma de

rabdomidcitos (Figura 4).

Tabela 8. Padrdo de distribuicdo por area anatdbmica e analise semiquantitativa das

inclusdes de Lafora no sistema nervoso central.

Intensidade
Area anatdmica Neurdépilo Neurdnios (corpo
celular)
Cortex frontal + -
Cortex parietal + -
Cortex temporal + -
Cortex occipital + -

Nucleos da base

- Nucleo caudado + -
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- Putdmen
- Globo palido
- Substancia negra
Talamo
- Nucleo ventral lateral
- Nucleo dorsal medial
- Ndcleo central medial
- Ndcleo ventral caudal
- Nucleo lateral caudal
- Nucleo geniculado lateral
(dorsal)
Hipocampo
- Giro denteado
Cerebelo
- Camada molecular
- Substancia branca
(peddnculo)
Tronco
Rede admiravel

Medula espinhal cervical

++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

++

+

+

+++

+++

+++

+++

+++

+++

Lista de abreviac@es: -, acimulo ndo observado; +, acimulo leve; ++, acimulo moderado;

+++, acUmulo intenso.

Tabela 9. Marcacéo histoquimica dos corpos de Lafora comparada a relatos anteriores.

Coloracgéao

histoquimica

Kreeger et al.

Presente caso

PAS
PAS-D
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GMS

Azul de toluidina
Vermelho Congo
Azul alciano

Ziehl-Neelsen

X

+

Lista de abreviacdes: +, marcado; -, ndo marcado; x, dado ndo disponivel.
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Figura 3: Histoguimica dos corpos de poliglucosanos no encéfalo (tdlamo). A. Corpos de
Lafora no pericario de neurénios. HE, 400x. B. InclusGes intra e extracelulares com forte
marcacao histoquimica. Alguns corpusculos apresentam padrao fibrilar externo (aspecto
de couve-flor), com centro denso e radiado (cabeca de seta). PAS, 400x. C. Numerosas
inclusdes intra e extracelulares resistentes a diastase. PAS-D, 400x. D. Inclusdes
fortemente marcadas pela prata. GMS, 400x. E. InclusGes intraneuronais sem afinidade
pelo corante histoquimico. Azul de toluidina, 400x. F. Inclusdes intraneuronais sem
afinidade pelo corante histoquimico. Vermelho Congo, 400x. G. Corpos de Lafora intra
e extracelulares com marcacéo histoquimica positiva. Azul alciano, 400x. H. Inclusdes

intra e extracelulares sem afinidade pelo corante histoquimico. Ziehl-Neelsen, 400x.
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Figura 4: Histoquimica dos corpos de poliglucosanos no figado e no musculo esquelético.
A. Figado. Hepatdcitos com acumulo intracitoplasmatico difuso e intenso de material
homogéneo e fracamente basofilico (aspecto de vidro fosco). HE, 400x. B. Figado.
Acumulo citoplasmético fortemente marcado. PAS, 400x. C. Figado. Material
intracitoplasmatico parcialmente resistente a diastase. PAS-D, 400x. D. Mdusculo
esquelético. Sarcoplasma com area central de degeneracdo por acimulo de material
basofilico e finamente granular (cabecas de seta). HE, 200x. E. Musculo esquelético.
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Acumulo sarcoplasmatico fortemente marcado. PAS, 400x. F. Musculo esquelético.

Material sarcoplasmatico resistente a diastase. PAS-D, 400x.

Em areas adicionais do encéfalo (cortex telencefalico, ndcleo caudado, nucleos
basais, tdlamo, substancia branca cerebelar e tronco encefélico), e medula espinhal
cervical, havia focos discretos de degeneracdo axonal (esferoides) com infiltrado de
linfdcitos, histidcitos e raros neutrofilos integros perivasculares, formando manguitos
com duas a quatro camadas celulares, acompanhados de moderada reatividade endotelial
(encefalomielite ndo supurativa). No neurdpilo e parénquima nervoso havia acumulo
multifocal discreto de astrécitos e células da micréglia, por vezes acompanhados de
necrose individual de neurénios multifocal discreta. No ganglio trigeminal havia
infiltrado linfocitario multifocal minimo. As principais alteracdes inflamatdrias vistas no
encéfalo estdo exemplificadas na Figura 5. Nos fragmentos de pulméo analisados foi
observado edema difuso acentuado e congestdo difusa intensa. Ndo foram observadas
alteracdes histoldgicas significativas nos outros tecidos examinados (baco, rim, coracao,
esdfago, pré-estbmagos, abomaso, intestino delgado, intestino grosso linfonodos

mesentéricos e glandula mamaéria).
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Figura 5: AlteracGes inflamatorias no sistema nervoso central. A. Substancia branca
telencefalica. Neuroparénquima com area focal de gliose central. Perifericamente, raros

linfocitos perivasculares. HE, 200x. B. Cortex telencefalico. Vaso sanguineo central com
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acumulo moderado de linfocitos e plasmaocitos no espaco perivascular (manguito). HE,
200x.

No exame de microscopia eletrdnica, os corpos de poliglucosanos eram
arredondados, sem revestimento por membranas. Os corpos tinham 5,71 a 9,94 um de
didmetro e consistiam em emaranhados de filamentos lineares curtos de 10 a 12 nm
(Figura 6).
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Figura 6: Aspecto ultraestru

e R

tural do corpusculo de Lafora. Talamo. Inclusdo intraneuronal
circular ndo revestida por membrana, composta por filamentos ramificados
anastomosantes de 10-12 nm de comprimento, com ocasionais granulos eletrodensos

aleatoriamente distribuidos. MET, barra = 2 pm.

Acerca dos testes complementares adicionais, as amostras de encéfalo e medula
espinhal, submetidas aos exames para diagnéstico de raiva, tiveram resultado negativo
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para ambos os exames (IFD e inoculagéo intracraniana em camundongos). Os ensaios de

nested-PCR resultaram negativo para todos os agentes testados.
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4 DISCUSSAO

Os achados histopatoldgicos, histoquimicos e ultraestruturais, combinados a
auséncia de alteracbes macroscopicas possibilitaram o diagndstico de doenca de Lafora

neste bovino.

Com base no conjunto de achados anatomopatoldgicos, as principais alteracdes
histopatoldgicas estavam confinadas aos ndcleos talamicos, figado e mdsculo esquelético,
semelhante ao relatado por Kreeger et al. (1990) e Simmons (1994). Esses dois s&o 0s
unicos relatos da doenca em bovinos, os quais também correlacionam o aparecimento da

doenca dentro da faixa etaria de 3 a 6 anos.

O painel histoquimico utilizado foi elaborado com base no preconizado para caes
e bovinos (Holland et al., 1970; Davis et al., 1990; Jian et al., 1990; Kreeger et al., 1990;
Simmons, 1994; Schoeman et al., 2002; Turnbull et al., 2016). O padrdo de afinidade
tintorial do presente caso diferiu do observado na maioria dos outros relatos unicamente
na resposta ao corante azul de toluidina, apresentando metacromasia negativa. No
entanto, esse achado assemelha-se ao observado por Schoeman et al. (2002), sendo
possivel que essa caracteristica esteja sujeita a variacGes laboratoriais individuais.
Adicionalmente, as coloragdes de PAS e GMS maximizaram a observacdo dos corpos de
poliglucosanos, muitas vezes imperceptiveis a avaliacdo convencional com HE, devido a

escassez em numero e diametro de alguns dos acimulos em determinadas areas do SNC.

A ocorréncia do acuimulo de corpos de poliglucosanos isolada de qualquer
sintomatologia clinica € ainda descrita por Yanai et al. (1994) em bovinos velhos. Este
fato intrigante é também visto em cées senis (Borras et al., 1999; Marquez et al., 2010),
quando o acumulo passa a receber a denominagdo de corpora amylacea (Suzuki et al.,
1978; Suzuki et al., 1980; Kamiya et al., 1983; Yamanami et al., 1992; Duran e Guinovart,
2015). Apesar de se assemelharem em termos morfotintoriais, estes incidentais
corpusculos diferem das inclusdes de Lafora por serem exclusivamente extracelulares,

localizando-se preferencialmente na superficie telencefalica e cerebelar, espaco
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perivascular e em areas da substancia branca circunventricular (Cavanagh, 1999;
Wohlsein et al., 2012; Navarro et al., 2018).

Outros tipos de acUmulos, ainda menos frequentes, mas de morfologia
semelhante, também merecem destaque, € 0 caso dos incidentais corpos de Buscaino
(“mucdcitos”), 0s quais se assemelham aos corpos de Lafora por serem fracamente
basofilicos e positivos a coloracdo de PAS. Frequentemente, no entanto, esses acumulos
apresentam grandes dimens0es, chegando a medir aproximadamente 100 pm de didmetro,
sendo considerados artefatos de fixacdo e estando restritos ao neurdpilo

preferencialmente da substancia branca (Garman, 2011; Wohlsein et al., 2012).

Um dos principais diferenciais desta forma atipica de acimulo de glicogénio
(doenca de Lafora) consiste na glicogenose hereditaria generalizada, condi¢do também
descrita em bovinos, ocorrendo a partir do acimulo sistémico de glicogénio por reducéo
da atividade da enzima glicosidase alfa acida (Barros et al., 2006). Apesar de a
distribuicdo sistémica ser também uma caracteristica da glicogenose hereditaria, essa
condicdo diverge da estudada por diferir no formato e na afinidade tintorial dos acimulos
por determinados corantes histoquimicos, sendo sensivel a atividade enzimatica da
diastase (PAS-D negativo). Esta mesma coloracdo possibilitou ainda a diferenciacéo de
formas anémalas de glicogénio dos acumulos fisiologicos de glicogénio no tecido

muscular e hepatico.

O padrédo de distribuicdo dos corpos de poliglucosanos no tecido nervoso
comprova a severidade da doenga, ainda que ndo tenha sido possivel determinar a real
parcela de contribui¢do dos acumulos sistémicos dentro do quadro clinico apresentado
devido as lesdes inflamatdrias concomitantes. De acordo com a literatura, ndo é esperada
reacao inflamatdria nos casos de doenca de Lafora (Minassian, 2001). Portanto, apesar de
n&o ter sido elucidada a causa especifica para o disturbio inflamatorio no sistema nervoso
central neste animal, é levado a crer que a encefalite tenha contribuido substancialmente
para o 6bito, possibilitando o exame necroscopico em uma fase ainda precoce da doenca
de Lafora, o que é respaldado pela auséncia de sintomatologia clinica crénica e
progressiva previamente documentada. Nesta linha, encefalites por Trypanosoma spp.,
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Herpesvirus, ou ainda pelo virus rabico, sdo epidemiologicamente importantes em
bovinos do Brasil (Galiza et al., 2010; Ribas et al., 2013; Terra et al., 2018), do mesmo
modo que Babesia bovis e Theileria parva, eventualmente relacionados a alteracfes
clinicas neuroldgicas (Sanches et al., 2000; Valli et al., 2015). No presente caso, todos

estes agentes foram desconsiderados com base nos resultados de PCR apresentados.

De acordo com Gavier-Widen et al. (2001), baixos graus de inflamagéo no sistema
nervoso podem ndo ter necessariamente repercussées clinicas. No entanto, a distribuicdo
e intensidade dos achados inflamatorios de certas areas deste caso levam a considerar as
causas infecciosas de encefalite como a hipdtese mais provavel. Portanto, € possivel que
outros agentes infecciosos, ndo testados molecularmente, estejam associados a
contraparte inflamatéria da doenca neuroldgica, tais como Listeria monocytogenes ou
mesmo Chlamydophila sp. ainda que, histologicamente, ndo tenha sido possivel a
observacdo de caracteristicas etiologicas especificas, tais como microrganismos ou
corpusculos de inclusdo intralesionais, impossibilitando o direcionamento do diagnostico.
A infeccdo pelo Astrovirus foi também incluida na lista de agentes virais possivelmente
associados a encefalite neste caso, sendo um agente frequentemente reportado na Europa
(Bouzalas et al., 2014; Selimovic-Hamza et al., 2016) e nos Estados Unidos (Li et al.,
2013). Entretanto, ainda que nunca antes documentado no Brasil, com um Unico relato do
agente causando doenca neurolégica em bovinos descrito no Uruguai (Giannitti et al.,
2019).

Outros diferenciais, como intoxicacdo por plantas toxicas, micotoxinas e metais
pesados, foram prontamente descartados frente aos achados anatomopatoldgicos aqui
apresentados. Adicionalmente, embora o historico de outras mortes noticiadas dentro do
mesmo periodo na propriedade possa sugerir a ocorréncia de doengas infecciosas ou de
importancia para o rebanho, ndo foi possivel fazer qualquer associacdo entre as mortes

devido a néo realizacdo do exame cadaverico dos outros animais.
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5 CONCLUSOES

O diagnostico da doenca de Lafora em animais deve ser procedido com cautela,
amparado ndo somente pela observacdo dos classicos corpos de poliglucosanos no
sistema nervoso central, mas também pela utilizacdo de coloragbes especiais
histoquimicas, salientando o padrdo de distribuicdo, seguida por andlise ultraestrutural e,
principalmente, pelo estudo da correlacdo clinica e do seu aparecimento em animais

jovens como etapas para confirmacdo da desordem.

Estudos adicionais fazem-se necessarios para o entendimento da dindmica
epidemioldgica da doenca em bovinos, bem como para a compreensao dos mecanismos
fisiopatoldgicos associados a doenca clinica nesses animais, possibilitando comparac6es

com outros modelos animais e com a doenga em humanos.
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