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Intoxicagao por antibioticos ionoforos e leucoencefalomalacia concomitantes
pelo consumo de racao comercial contaminada em equinos

Concurrent lonophore Poisoning and Leukoencephalomalacia by Consumption
of Contaminated Commercial Ration in Horses

Mizael Machado’, Larissa Rocha Andrade?, Daniella Dianese Alves de Moraes?, Marcio Botelho de Castro’,
Antonio Raphael Teixeira Neto?, Kelly Moura Keller*, Benito Soto-Blanco® & Antonio Carlos Lopes Camara?

Background: Equidae nutritional change increased the frequency of diseases due to inappropriate administration and
storage of rations. Although there are reports of ionophore poisoning (IP) and leukoencephalomalacia (LEM) in equidae
from Brazil, the concurrent occurrence of both diseases by the same contaminated commercial ration is unprecedented.
Therefore, the present paper aims to describe the epidemiological, clinical, laboratorial and pathological findings of con-
current IP and LEM outbreaks in horses.

Cases: Eleven farmers from seven different locations in Distrito Federal, Midwestern Brazil, reported sudden clinical signs
in 27 horses after the ingestion of commercial pelleted ration. During the farm visits, it was found that the ration brand and
batches were identical, and macroscopic evaluation revealed no abnormalities. Eight horses were clinically evaluated and
presented hyporexia, apathy, hypermetria, ataxia, dehydration, dyspnea, tongue hypotonia, muscle tremors, tachycardia,
facial hypoalgesia, dysphagia, and sporadic or permanent recumbence. Laboratorial changes were restricted to creatine
phosphokinase (mean: 1,573.4 + 16.9 IU/L) and gammaglutamyl transferase (mean: 34.85 + 29.14 IU/L) serum increases.
Pathological evaluation has performed in eight horses presenting pallor and whitish striations in the gluteal, longissimus
dorsi, femoral quadriceps muscles and myocardium, varying from mild to moderate. One horse also showed a soft and
yellowish focal area on the right temporal lobe white matter. Microscopically, alterations in skeletal and cardiac muscle
tissues included striated muscle fibers and cardiomyocytes segmental necrosis, characterized by sarcoplasmic fragmenta-
tion with clusters of eosinophilic debris, cellular retraction and hypereosinophilia. Histological alterations in the central
nervous system of one horse were characteristic of LEM. Ration samples analysis revealed the presence of salinomycin
(2,384.91 + 100.7 ppm), narasin (144.15 = 7.75 ppm) and fumonisins (0.87 to 4.09 ppm). Eight hospitalized horses were
submitted to clinical therapy (gastric lavage and application of activated charcoal; fluid-electrolyte imbalance correction,
intravenous dimethylsulfoxide, tocopherol and selenium supplementation). Four (50%) horses had permanent sequelae
(muscle weakness and mild ataxia), two (25%) recovered without sequelae, and two (25%) were euthanized due to inabil-
ity to stand and poor prognosis. Considering the total number of affected horses, mortality rate reached 59.25% (16/27).

Discussion: Usually ionophores are safely used in livestock and bird production at the recommended doses. However, horses
are among the most susceptible species and do not tolerate any exposure to the substance. The outbreaks herein occurred
due accidental ionophore contamination of commercial ration at the industry probably by manufacturing process technical
failures. Similarly, fumonisins contamination may be caused by feedstock inadequate storage at the industry, or improper
ration storage in the farms. The suspicion of two concurrent diseases (IP and LEM) in the horses of these outbreaks was
confirmed through the association of epidemiology, clinical signs, pathological findings and measurement of ionophores
and fumonisins in the commercial ration. We reiterate the difficulty in diagnosing associated clinical syndromes, especially
when high-lethality diseases are involved.
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INTRODUCAO

A equideocultura é uma atividade em expan-
sdo, que cresce a cada ano e profissionalizou-se com
o fortalecimento dos esportes equestres. Atualmente,
estes animais sdo considerados atletas, necessitando de
suplementagdo para melhor desenvolvimento das novas
atividades. Tal mudanga nutricional aumentou a frequ-
éncia de enfermidades decorrentes da administracdo e
armazenamento inadequado de ra¢des [6]. Dentre elas,
destacam-se enterites, colicas, laminites € micotoxicoses,
como a leucoencefalomaldcia (LEM) [15]. Ainda, tais
racdes podem conter antibidticos ionéforos (Al), que
sdo utilizados como coccidiostaticos, antimicrobianos e
promotores do crescimento para muitas espécies animais
[4,13]. Embora considerados seguros, quando usados para
aespécie-alvo e dentro das doses recomendadas, equideos
sdo particularmente sensiveis a tais compostos [3,4,13,14].

Apesar de existirem relatos de intoxicagao por
Al[1,3,12,14] e LEM [6,8,12,18,19,21] em equideos
no Brasil, a ocorréncia simultinea de ambas as enfer-
midades pelo fornecimento da mesma ragao comercial
contaminada é inédito. Diante do exposto, objetiva-se
descrever os achados epidemiolégicos, clinicos, labo-
ratoriais e patolégicos de surtos de intoxicagdo por Al
e LEM concomitantes em equinos.

CASOS

Onze proprietarios de sete diferentes localidades
no Distrito Federal, Centro-Oeste do Brasil, notificaram a
ocorréncia de sinais clinicos stbitos em 27 equinos apds a
ingestao de racdo comercial (Tabela 1). Obteve-se o histo-
rico detalhado, durante visitas as propriedades, juntos aos
proprietarios ou médicos veterindrios. Os equinos recebiam
entre 3 e 8 kg de racdo peletizada comercial, sendo que al-
guns animais rejeitaram espontaneamente a ragao e outros
comeram menos do que o habitual. Durante as visitas as
propriedades, constatou-se que a marca e os lotes da racdo
eram idénticos, mas a avaliacdo macroscopica ndo revelou
anormalidades perceptiveis. Todos os proprietarios afirma-
ram que os primeiros sinais clinicos se iniciaram 6 a 12 h
apos a ingestao da raco, e incluiram mucosas congestas,
sudorese, salivacdo, tremores musculares e claudicag@o.
Nesta fase, alguns equinos foram tratados com antiinfla-
matorios ndo esteroidais devido a suspeita inicial de c6lica,
porém sem melhora clinica aparente. Com o passar das
horas, o quadro se tornava mais severo e os sinais clinicos
evoluiam para ataxia, quedas, dectibito lateral, e em alguns
equinos, culminou com o 6bito em até 24 h.

Oito equinos foram encaminhados para aten-
dimento hospitalar, e submetidos a exame clinico [20],
que evidenciou hiporexia (8/8), apatia (6/8), hipermetria
(6/8), ataxia (6/8), desidratac@o (5/8), dispneia (5/8),
hipotonia lingual (5/8) (Figura 1), tremores musculares
(5/8), taquicardia (4/8), hipoalgesia de face (3/8), disfa-
gia (1/8), dectbito esporddico (2/8) e permanente (2/8).
Amostras sanguineas para realizacdo de hemograma,
determinacgdo da proteina plasmatica total, ureia, crea-
tinina e dosagem de enzimas hepadticas (aspartato ami-
notransferase [AST], alanina aminotransferase [ALT]
e glutamiltransferase [GGT]) e muscular (creatina
fosfoquinase [CK]) foram coletadas. As alteracdes labo-
ratoriais se restringiram a aumentos séricos das enzimas
CK e GGT com variacio de 388 a 4.809 UI/L (média:
1.573,4 + 16,9 UI/L; valores de referéncia: < 140 U/L)
e 15 a 90 U/L (média: 34,85 = 29,14 UI/L; valores de
referéncia: 0 - 11,8 U/L) [11], respectivamente. Com
base nos achados epidemioldgicos, clinicos e laborato-
riais, suspeitou-se de intoxicacio por Al. Entretanto, a
marcante insuficiéncia de nervos cranianos, principal-
mente o V (trig€meo), VII (facial) e XII (hipoglosso)
pares, observada no exame neurolégico serviram de base
para a suspeita de envolvimento concomitante de LEM.

Todos os oito equinos internados foram sub-
metidos a terapia clinica, que consistiu de lavagem
gdstrica com posterior aplicacdo de carvao ativado
(Enterex®': 0,2 g.kg!, via oral, dose tinica), corre¢cdo
do desequilibrio hidrico-eletrolitico, administracdo de
dimetilsulféxido (Dimesol®* 1 g.kg"! em solugdo a 10%,
s.i.d., via endovenosa, 2 dias), e suplementacdo com
tocoferol e selénio (E-S-E Super®!: 20 g/animal/dia, uso
continuo). Destes, quatro (50%) equinos tiveram seque-
las permanentes (fraqueza muscular e discreta ataxia),
dois (25%) recuperaram-se sem sequelas, e dois (25%)
foram eutanasiados devido a incapacidade de assumir
estacdo e prognostico ruim. Levando em consideracio o
nuimero total de equinos acometidos nos surtos, o indice
de mortalidade alcangou 59,25% (16/27) [Tabela 1].

Do total de 16 equinos mortos ou submetidos
a eutandsia in extremis, oito (50%) foram necropsiados
(Equinos A-H). Fragmentos de musculos estriados esque-
1éticos (longissimo dorsal, quadriceps femoral e gliteo),
coragdo, pulmdes, sistema nervoso central (SNC), figa-
do, rins, bacgo, linfonodos, estdbmago e intestinos foram
fixados em formalina a 10%, processados rotineiramente
para histologia. Os achados macroscépicos consistiram
de mucosas conjuntivais, oral e genitais acentuadamente
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congestas, palidez e estriacdes esbranquicadas nas mus-
culaturas da regido gliitea, longissimo dorsal, quadriceps
femoral e miocdrdio, que variavam de discretas a mo-
deradas. O Equino D apresentou ainda 4rea focalmente
extensa amolecida e amarelada na substincia branca
do lobo temporal direito. Fragmentos do SNC foram
enviados para realizacdo de imunofluorescéncia direta
para diagndstico de raiva, com resultado negativo.
Alteracgdes histopatoldgicas foram observadas
nos tecidos musculares esqueléticos e cardiaco (Tabela
2) e compreendiam principalmente necrose segmentar,
multifocal a coalescente de fibras musculares estria-
das e cardiomidcitos, caracterizada por fragmentacao
sarcoplasmadtica com aglomerados de detritos eosino-
filicos (Figura 2A) e retracdo celular e hipereosinofilia
(Figura 2B). Dois equinos (B e G) ainda apresentaram
fibroplasia discreta multifocal no coragao e musculatu-
ra esquelética, respectivamente. Constatou-se também
edema moderado nas dreas de necrose da musculatura
esquelética do Equino A. No Equino D observou-se
maldcia focalmente extensa da substincia branca no
lobo temporal direito, preenchida e circundada por
moderada quantidade de células Gitter (Figura 3),
discreta hemorragia e moderado edema perivascular.
Amostras das racdes das propriedades foram
coletadas de sacos em uso e lacrados, e encaminhadas
para andlise de multiresiduos pelo método de croma-
tografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial no Departamento de Controle de Farmacos
e Contaminantes em Produtos para Alimentacido Animal
e Medicamentos Veterindrios, Laboratério Nacional
Agropecudrio do Rio Grande do Sul (LANAGRO/RS),
que demonstrou a presenca de 2.384,91 = 100,70 ppm de
salinomicina e 144,15 + 7,75 ppm de narasina. Amostras
das mesmas ragdes também foram enviadas para detec-
cdo e quantificagdo de fumonisinas através de ELISA no
Laboratério de Micologia e Micotoxinas, Universidade
Federal de Minas Gerais, detectando nivel total de fumo-
nisinas variando de 0,87 a 4,09 ppm (média= 2,82 ppm).

DISCUSSAO

Os Al geralmente sdo seguros e utilizados na
producdo de ruminantes e aves nas doses recomen-
dadas. Entretanto, os equinos estdo entre as espécies
mais sensiveis a intoxicag¢ao e nio toleram exposi¢ao a
substéncia [3,4,14]. Os surtos aqui descritos ocorreram
pela contaminacgao acidental da racdo na industria por
Al, devido a falhas técnicas no processo de fabricacdo.

De forma semelhante, a contaminacdo conjunta com
fumonisinas pode ser decorrente de falhas no con-
trole de qualidade ou armazenamento inadequado da
matéria prima na industria, ou ainda, armazenamento
impréprio nas respectivas propriedades, agravando os
sinais clinicos e progndstico devido a associacdo da
LEM com os efeitos toxicos dos Al

Os sinais clinicos observados sdo semelhantes
aos descritos em surtos anteriores de intoxicagao por
Al [1,2,14]. Entretanto a associa¢do da epidemiologia
com os achados de insuficiéncia de nervos cranianos
em 62,5% (5/8) dos equinos examinados, levantaram a
suspeita de LEM concomitante. Acredita-se que o fato
de alguns equinos rejeitarem espontaneamente ou inge-
rirem menores quantidades da ragdo associado a rapida
terapia instituida influenciaram diretamente a absor¢ao
das fumonisinas, e, consequentemente a severidade dos
sinais clinicos neuroldgicos; que sdo principalmente
de origem cerebral ou do tronco encefalico [6,10,15].
Esta hipdtese também explica a variacao no tempo de
evolucdo clinica e severidade das lesdes musculares e
cardiacas nos equinos intoxicados por Al.

As alteracOes laboratoriais, principalmente as
dosagens de enzimas musculares, apresentaram-se dire-
tamente correlacionadas a severidade dos sinais clinicos
[2], onde equinos com menores dosagens destas enzimas
possuiam sintomatologia mais branda, e, consequente-
mente, melhor progndstico. Naqueles equinos submetidos
a eutandsia, as altas dosagens das enzimas musculares
também tiveram correlacdo direta com o grau de lesdes
histoldgicas [14]. As elevacdes da atividade sérica da
enzima GGT em alguns equinos pode ser correlacionada
a hepatotoxicidade comprovada das fumonisinas [6].

Com relagdo aos limites maximos admissiveis
para esta classe de micotoxinas, nao ha regulamentacio
especifica, talvez justificada por sua descoberta tardia.
Em 2000, o Food and Drug Administration (FDA)
estabeleceu como normativa o limite de 5 ppm de fu-
monisinas na alimentagdo de equideos sem, contudo,
ultrapassar 20% do peso da dieta seca. Posteriormente,
estudo realizado pela Food and Agriculture Organization
of the United Nations (FAO) mostrava que, em 2003,
apenas seis paises ja haviam fixado seus valores limites,
sendo em quatro paises até 1000 ppb ou 1 ppm (equiva-
lente a 1 pg/g); um pais até 2 ppm; e um pafs até 3 ppm
[9]. No Brasil, ainda nao ha legislacdo especifica, apesar
da importancia destas micotoxinas no cultivo do milho.
Assim, os niveis de concentracao de até 4,82 ppm de fu-
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Tabela 1. Epidemiologia e distribuicdo dos casos de intoxicagdo por antibidticos ionéforos e leucoencefalomaldcia em equinos no

Distrito Federal, Centro-Oeste do Brasil.

Propriedade Localidade Equinos mortos Equinos vivos Total
Com sequelas Sem sequelas
1 Riacho Fundo 3 4 0 7
2 Planaltina 2 0 1 3
3 Samambaia 0 1 0 1
4 Gama 3 0 1 4
5 Samambaia 1 0 0 1
6 Samambaia 1 1 0 2
7 Ceilandia 2 0 1 3
8 Gama 0 0 1 1
9 Sobradinho 1 0 0 1
10 Guara 1 0 1 2
11 Gama 2 0 0 2
TOTAL 16 (59,25%) 6 (22,25%) 5 (18,5%) 27 (100%)

“Um dos equinos apresentou lesdes histoldgicas de leucoencefalomaldcia (Equino D).

Tabela 2. Principais alteragdes histolégicas no misculo esquelético e cardiaco de equinos intoxicados por antibidticos ionéforos no

Distrito Federal.

EQ HDCS FRAG REGENERACAO CONGESTAO INFI
ME CO ME CO ME CO ME CO ME CO

A ++ ++  +++ - - - - + + (LH) -

B + ++ + + ++ - - - + (HI)
C + - - - - - - - + (LH) -
D" - + + - + - + + - -

E + NA - NA - NA + NA + (NE) NA
F ++ + ++ + ++ - - + - + (NE)
G + - ++ - +4++ - - - + (LH) -

H + - + - - - - + - -

EQ: equino avaliado; ME: musculo esquelético; CO: coracdo. HDCS: hialinizag¢@o e desaparecimento das estriacdes das fibras musculares; FRAG:
fragmentac@o das fibras musculares; INFI: Infiltrado inflamatdrio (tipo: LH= linfohistiocitico; HI= histiocitico; NE= neutrofilico). NA: ndo avaliado. Grau
da lesdo: —ausente; + discreto; + + moderado; + + + acentuado. * Adicionalmente, apresentava lesdes de leucoencefalomalécia no sistema nervoso central.

monisinas nas amostras de racio associadas aos achados
patolégicos de LEM tornam consistente o diagnéstico.
Existe certa divergéncia quanto aos niveis passiveis de
toxicose, com alguns autores afirmando que alimentos
com concentra¢do menor que 10 ppm sdo seguros para
equideos [10,17]. Enquanto outros verificaram surtos
com alta mortalidade de equinos consumindo ragao
com concentragdes menores que 5 ppm [18,19]. Re-
centemente, dois surtos com mortalidade de 13 equinos
ocorreram devido a ingestao de feno com concentragao
de fumonisinas variando de 0,02 2 0,12 ppm [21]. Ao que
parece, alimentos com concentracdes de fumonisinas até

10 ppm ja sdo suficientemente nocivos, determinando
risco de 6bito se consumidas por equideos [19].

As alteracdes patoldgicas associadas a into-
xicacdo por Al caracterizaram-se por lesdes dege-
nerativo-necréticas nos grandes grupos musculares
estriados esqueléticos, ainda mais intensas que as
observadas no miocdardio [13]. De modo geral, estas
intoxicagdes produzem lesdes semelhantes, predo-
minantemente nestes grandes grupos musculares em
equinos [3,4,14], assim como regides dorsolombares,
gliteos e ombros em ovinos [5]. As lesdes teciduais
observadas ocorrem principalmente devido a inibicao
do metabolismo energético devido a alteragdo do pH
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havaad M g
Figura 2. Equino, musculo estriado esquelético. A- Seccao longitudinal
evidenciando fragmentacio sarcoplasmadtica e agregados eosinofilicos
[HE; Barra= 100 um]. B- Secc¢do transversal demonstrando retra¢do cito-
plasmética multifocal com intensa hipereosinofilia [HE; Barra= 50 pm].

i it %% o

entre as membranas e organelas e no transporte idnico
de Na*, K* e Ca**. Isso promove o aumento do influxo
celular de sédio e dgua, mobilizacao para citoplasma
dos depdsitos intracelulares de célcio, edema das or-
ganelas e morte celular [13,16]. Enquanto as lesdes
mitocondriais decorrem da perda do controle do me-
tabolismo osmético, aumento na permeabilidade das

(et ) :

Figura 3. Equino, lobo encefilico temporal direito. Malécia e cavitagdo
do parénquima encefédlico com presenca moderada de células Gitter [HE;
Barra= 100 pum].

membranas celulares e reticulo sarcoplasmatico, e
provavel alteracdo no metabolismo lipidico [7].

A contaminag¢io concomitante da ra¢do comer-
cial com fumonisinas pode ter sido a responsével pela
insuficiéncia de nervos cranianos observada no exame
neurolégico, além de causar lesdes macroscopicas
compativeis com LEM em um cavalo (Equino D). Nes-
sas areas de maldcia, as principais alteragdes histologi-
cas consistiram de hemorragia, edema, dissolucio do
parénquima e cavitacio; consideradas lesdes caracte-
risticas da doenca em equideos [6,8,10,15,19,21]. Tais
lesdes resultam da inibi¢do da enzima ceramida sintase,
levando a distirbios na biossintese de esfingolipidios.
A inibi¢do desta via metabdlica resulta em deplecao
do complexo esfingolipidio, aumento intracelular da
concentracio de esfinganina e esfingosina livre, sendo
o acumulo destas bases esfingéides a causa primdaria
da toxicidade das fumonisinas [22].

A suspeita de duas enfermidades (intoxicacio
por Al e LEM) concomitantes nos equinos destes
surtos foram confirmadas através da associacdo da
epidemiologia, sinais clinicos, achados patolégicos e
mensuragdo dos Al e fumonisinas na ragdo comercial.
Reitera-se a dificuldade no diagndstico de sindromes
clinicas associadas, principalmente quando envolvidas
doengas de alta letalidade.
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