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Resumo

A raiva é uma doenca zoonotica causada por um virus RNA, envelopado, altamente
neurotropico, da familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus. Esta dissertacdo identificou
e mapeou as lesdes ocasionadas pelo virus da raiva na medula espinhal de bovinos e
equinos. Os casos foram obtidos no periodo entre janeiro de 2013 a novembro de 2014,
através de necropsias realizadas pelo Setor de Patologia Veterinaria da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS) de animais que apresentaram sindrome
neuroldgica. Destes, 33 casos (26 bovinos e sete equinos) foram selecionados com
diagnéstico final de raiva, confirmados através do exame histopatoldgico e imuno-
histoquimico (IHQ). Todos os casos foram submetidos ao exame de imunofluorescéncia
direta (IFD), e 0s negativos a este teste, submetidos a inoculacdo intracerebral em
camundongos (ICC). O material foi processado rotineiramente para histologia e corados
com hematoxilina e eosina (HE). O exame de IHQ foi realizado na medula espinhal de
todos os animais com anticorpo primario policlonal anti-virus rabico. A medula
espinhal foi subdividida nas porcdes cervical (C), intumescéncia cervical (IC), toracica
(T), lombar (L), intumescéncia lombar (IL) e sacral (S) para avaliacdo. As estatisticas
descritivas foram feitas no software IBM SPSS Statistics 18° e um indice de severidade
das lesbes observadas foi criado, baseado na soma dos graus das lesdes e posteriormente
dividido pelo numero total de animais de cada espécie. O indice agrupou manguitos
perivasculares + microgliose + neuroniofagia e analisou separadamente a presenca de
células gitter e a intensidade de marcacdo IHQ. Utilizou-se, ainda, o teste exato de
Fisher com nivel de significancia de 5% através do software Epi Info" 7.1.4 para
avaliacdo do risco relativo entre a presenca ou auséncia de lesdo entre encéfalo e medula
espinhal. Todos os casos obtiveram imunomarcacao positiva no exame de IHQ (100%).
Na IFD dois equinos foram positivos (28,5%). Todos os resultados negativos na IFD
foram confirmados na ICC, como negativos. Nos bovinos, a IFD foi positiva em 20
casos (76,9%). Os resultados negativos foram submetidos a ICC, onde cinco casos
foram negativos e um positivo. A avaliacdo da medula espinhal, todos os bovinos e
equinos apresentaram lesBes histoldgicas. Nos equinos, as lesdes inflamatérias se
revelaram discretas nas regides C, IC; moderada em T, L e S e acentuada na sec¢édo de
IL. Células gitter estiveram discretamente presentes em C, IC e T; em moderada
quantidade nas regides L e S e acentuada em IL. A marcacdo IHQ nos fragmentos
medulares variou de moderada a acentuada. Nos bovinos as lesdes inflamatorias foram
moderadas em todos os segmentos medulares. Diferente do observado nos equinos,
células gitter foram predominantemente discretas. A marcacdo IHQ foi acentuada e
homogénea em todos os segmentos medulares. Nos equinos observou-se uma maior
frequéncia de lesdes a partir do segmento T, no entanto, a marcacdo IHQ revelou
discreta variacdo entre 0s segmentos. Na distribuicdo lesional dos bovinos evidenciou-
se variagao apenas no quesito malacia, que se mostrou mais frequente nos segmentos L,
IL e S. Identificou-se, através do método de Fisher, que a coleta da medula espinhal em
equinos possibilita uma chance 3,5 vezes maior na deteccdo de lesdes de raiva quando
comparado a andlise individual do encéfalo.

Palavras chaves: Raiva, medula espinhal, bovino, equino, histologia, imuno-
histoquimica.



Abstract

Rabies is a zoonotic disease caused by an enveloped ribonucleic acid (RNA) virus,
highly neurotropic, from the Rhabdoviridae family, Lyssavirus genus. This thesis
identified and mapped the lesions caused by the rabies virus in the spinal cord of cattle
and horses. The samples were obtained within the period from January 2013 to
November 2014 from necropsies carried out by the Setor de Patologia Veterinaria of
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS). We selected the thirty three
animals (26 cattle and seven horses) that presented neurological syndrome and
diagnosis of rabies. Samples from the brain and spinal cord were collected and
routinely processed for hematoxylin and eosin (HE) and immunohistochemistry (IHC).
The IHC was carried out at the spinal cord of all the animals, with a polyclonal anti-
rabid virus as primary antibody. The spinal cord was sectioned at the cervical (C),
cervical intumescence (CI), thoracic (T), lumbar (L), lumbar intumescence (LI) and
sacral (S) portions to be evaluated. The descriptive statistics of this work was
performed using the IBM SPSS Statistic 18® software and an index of the severity
observed in the lesions was created based on the grades of the lesions and later divided
by the total number of animals of each species. The index grouped cuffs of perivascular
inflammatory cells, microgliosis and neuronophagia. Then, separately analyzed the
presence of gitter cells and their IHC intensity. To evaluate the relative risk between the
presence or absence of lesions between the encephalon and the spinal cord the exact
Fisher test was carried out with 5% of significance level runned with the Epi Info™
7.1.4 software. All the cases were positive for the IHC. At the DIF two horses (28.5%)
and 20 cattle (76.9%) were positive. To all the samples negative to DIF, the test of
inoculation was applied resulting in all horses and five cattle negative, and one cattle
positive. Under the HE evaluating of the spinal cord, all the animals presented
histologic lesions. In the horses, the inflammatory lesions were discrete in the C and IC
sections; moderate in T, L and S; and accentuated in LI. Gitter cells were discretely
present in the C, Cl and T sections; moderate in L and S; and accentuated in LI. IHC of
the spinal cord fragments varied from moderated to accentuate. The inflammatory
lesions from cattle samples were moderate in all of the spinal cord sections. Differently
from the observed in horses, gitter cells were predominantly discrete. The IHC staining
was accentuated and homogenous in all spinal cord sections. In the horses lesions in
the T section were frequently observed; however, IHC staining revealed discrete
variation between the sections. The lesions distribution from cattle samples highlighted
variation only in the issue concerning malacia, which was frequently demonstrated in
the L, LI and S sections. The Fisher test identified that the gathering of horses spinal
cords allows a 3.5 times higher chance of detection of rabies lesions than when the
individual analysis of the brain is made.

Key words: Rabies, spinal cord, cattle, horse, histology, immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

Distarbios do sistema nervoso central (SNC) em bovinos e equinos abrangem
um importante grupo de enfermidades responsaveis por grandes perdas econémicas em
todo o mundo. Em um levantamento realizado de 6.021 bovinos necropsiados no Rio
Grande do Sul, cerca de 10% dos casos apresentaram sinais neurologicos (SANCHES et
al., 2000) e representaram no estado do Mato Grosso do Sul 47,38% dos casos
necropsiados (MORI; LEMOS, 1998). Em equinos, existem diversas doengas
neuroldgicas, criando assim Vvarios diagndsticos diferenciais. As anormalidades mais
comumente observadas incluem malformacGes de corpos vertebrais, traumas, infeccdes
(virais, bacterianas, parasitarias), abiotrofia e ainda lesGes idiopaticas e degenerativas
(REED et al., 1981). A raiva em equinos € considerada rara na literatura internacional
(WHO, 1986), entretanto, no Brasil, entre os anos de 1980-1994 foram diagnosticados
111 casos de raiva em equinos (PEIXOTO et al., 2000). No estado do Rio Grande do
Sul, em um levantamento realizado no periodo de 1978-1998 foram diagnosticados 12
casos em equinos e 77 em bovinos (RIET-CORREA et al., 1999).

A raiva é uma doenca zoonética (SUMMERS; CUMMINGS; LAHUNTA,
1995) de notificacdo obrigatoria, invariavelmente fatal, que afeta 0 SNC de humanos e
de quase todas as espécies de mamiferos domésticos e silvestres (BARROS et al.,
2006). E causada por um virus RNA, envelopado, altamente neurotropico, da familia
Rhabdoviridae, género Lyssavirus (RADOSTITIS et al., 2002). Possui os ciclos urbano,
rural, silvestre e aéreo. O ciclo urbano caracteriza-se pela ocorréncia da doenca em cées
e gatos. O ciclo rural é constituido por herbivoros e outros animais de producédo, e 0
silvestre inclui animais silvestres como raposas, guaxinins, gambas e primatas. O
referido ciclo aéreo é importante na manutencdo do virus entre as varias espécies de
morcegos que disseminam esse agente etioldgico (FERNANDES; RIET-CORREA,
2007).

Na América do Sul, a raiva dos herbivoros ocorre em surtos ciclicos e €
geralmente transmitida pelo morcego hematéfago Desmodus rotundus (HUDSON et al.,
1996, BARROS et al., 2006). Condicdes climaticas favoraveis, a existéncia de abrigos
naturais ou artificiais e a distribuicdo da populacdo de bovinos séo responsaveis pela

extensdo e estabilidade enzodtica da raiva em uma regido (BARROS et al., 2006).



12

A raiva pode cursar com uma forma furiosa e uma forma paralitica, a primeira
relacionada a lesdes cerebrais e mais frequente em caninos. A raiva paralitica esta
associada a lesbes em medula espinhal e tronco encefalico e € mais comum em
herbivoros (FERNANDES; RIET-CORREA, 2007). O quadro clinico da raiva em
bovinos é varidvel, e muitos dos sinais clinicos sdo comuns a outras enfermidades que
afetam o SNC. Estes sinais clinicos sdo determinados, principalmente, pela
concentracdo do indcuo viral, pela patogenicidade da cepa infectante, pela distancia
entre o local da inoculagcdo e o encéfalo e pelo estado imune do animal (JUBB;
HUXTABLE, 1993). Os sinais clinicos mais comumente observados incluem
incoordenacdo dos membros pélvicos, evoluindo para paresia e paralisia, relaxamento
do esfincter anal, auséncia de reflexo anal, paralisia de cauda, tremores de cabeca,
diminuicdo da visdo, opistotono, bruxismo, salivagdo, fezes ressequidas e escassas,
retencdo ou incontinéncia urindria e mugidos roucos (MORI; LEMOS, 1998;
LANGOHR et al., 2003). Na forma furiosa hd mugidos constantes, agressividade,
hiperexcitabilidade, hiperestesia, prurido intenso e manifestacdo de irritacdo cuténea
(SWANEPOEL, 1994; LANGOHR et al., 2003).

Na macroscopia ndo ha lesdes significativas na raiva (FERNANDES; RIET-
CORREA, 2007), no entanto hiperemia das leptomeninges (BARROS et al., 2006) e
lesbes secundarias como pneumonia aspirativa e distensdo da bexiga podem ser
observadas (FERNANDES; RIET-CORREA, 2007). Pedroso et al. (2010) descreve
ainda areas de hemorragias acentuadas na substancia cinzenta da medula espinhal de
equinos necropsiados com a doenca. Achados patoldgicos importantes sdo visualizados
na microscopia e incluem meningoencefalite e meningomielite com acimulos
perivasculares de linfdcitos, e em menor grau de macréfagos e plasmacitos, associado a
ganglioneurites (LANGOHR et al.,, 2003; RECH et al., 2006; MAXIE; YOUSSEF,
2007). Além disso, a visualizagdo de corplsculos de inclusdo eosinofilicos
intracitoplasmaticos, denominados de corpusculos de Negri, sdo indicadores especificos
da infeccdo (JONES; HUNT; KING, 2000). E possivel observar ainda, gliose com
proliferacdo da micréglia, degeneragdo neuronal, satelitose e neuroniofagia
(FERNANDES; RIET-CORREA, 2007). Em bovinos, caprinos, ovinos e equinos as
lesbes mais proeminentes sdo em tronco encefalico e medula espinhal, no entanto,
lesbes em cerebelo e cérebro sdo encontradas na maioria dos animais (LANGOHR et
al., 2003; LIMA et al., 2005).
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O objetivo deste trabalho consiste na caracterizacdo morfoldgica e imuno-
histoquimica das les6es ocasionadas pelo virus da raiva na medula espinhal de bovinos

e equinos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2. 1 Historico

A raiva, palavra derivada do sanscrito, que significa “fazer violéncia”, é uma
entidade arcaica e uma das doencas infecciosas mais antigas a ser reconhecida
(RODRIGUEZ et al., 2007). O primeiro registro escrito da doenca ocorreu no seculo
XXIIl a.C., através do cddigo de Eshunna, elaborado na Mesopotamia: “Se um céo ¢é
louco e as autoridades levarem o fato ao conhecimento de seu proprietario, se ele ndo
manté-lo sob sua guarda e ele morder um homem e causar sua morte, entdo o
proprietario devera pagar dois tercos de uma mina de prata” (THEODORIDIS, 1986). O
cédigo de Eshunna ja evidencia, nesta época, a relacdo entre a mordida e o perigo de
morte. Desde entdo, inimeras referéncias e citagdes sdo feitas a respeito da doenca e
individuos infectados, geralmente envoltos por mitos e crencas religiosas.

No século IV a.C., Aristoteles mencionou a “loucura dos cdes” e associou
corretamente o envolvimento da doenca com animais. No século 1 d.C. o romano Celsus
descreve 0s aspectos clinicos da infec¢ao humana: “O paciente é torturado pela sede e
ao mesmo tempo pela repulsa invencivel a agua” (BAER; NEVILLE; TURNER, 1996).

Em 1546, periodo da Renascencga, surgiu um notavel tratado intitulado de “A
ferida incuravel” de Fracastoro, um médico italiano que claramente relata que seres
humanos sdo susceptiveis a raiva e descreve um caso apresentando as manifestacoes
clinicas em um homem infectado e o periodo de incubacdo da doenca (KAPLAN;
KOPROWSKI, 1980).

A ocorréncia da enfermidade no Novo Mundo €, no entanto, menos
compreendida, devido a uma escassez de registros da época. Nas Américas a doenca foi
reportada no México em 1709 (BRAVO, 1978). Em 1753 foi descrita na América do
Norte em uma colbnia na Virginia e em 1768 em Boston (FITZPATRICK, 1931).
Acredita-se que a introducdo da doenca no Novo Mundo tenha sido em decorréncia a

colonizacdo europeia, de seus cées e suas doencas (SMITH et al., 1992).
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Apenas em 1804, Zinke provou que através da saliva de um céo infectado
quando colocada sobre uma ferida aberta de um cdo normal, era capaz de transmitir a
doenca. Em 1879, Galtier, realizou uma transmissdo experimental em coelhos e mostrou
que a doenca podia ser desenvolvida a partir de inoculagdo e da mordida
(KOPROWSKI, 1985).

O estudo sobre a interacao viral-neuronal ocorreu apenas em 1903, por Negri,
com deteccdo de corpusculos intracitoplasmaticos em neurénios de animais afetados, o
que tornou possivel o diagnostico da doenca (KRISTENSSON et al., 1996).

A pesquisa de Pasteur talvez tenha sido a maior e mais conhecida conquista
historica sobre a enfermidade. Pasteur concluiu a partir da sintomatologia clinica e dos
achados histoldgicos, que o sistema nervoso central e principalmente o bulbo que une a
medula espinhal ao encéfalo estavam particularmente ligados a doenca (STEELE;
FERNANDEZ, 1991). Além disso, entre 1881 e 1885 desenvolveu o método de
passagens do virus da raiva em coelhos, originando o termo “virus fixo” que causava
morte de coelhos aos 11-12° dia. Essa amostra foi a base para que Pasteur e sua equipe
desenvolvessem a primeira vacina contra a doenga. Para tanto, inativou o agente atraves
de calor brando, mantendo medulas de coelhos dessecando em estufa a 37°C. Apds nove
a dez dias de incubacdo, a patogenicidade era reduzida (BAER, 1991). No dia 6 de julho
de 1885, um menino de nove anos de idade foi mordido por um cédo raivoso
(apresentava mordidas em vérias partes do corpo, inclusive na cabeca) e recebe a
profilaxia pés-exposicdo com a vacina desenvolvida por Pasteur. O menino sobrevive, e
este dia torna-se um marco na historia da raiva (KOPROWSI, 1985). A vacina de
Pasteur, com modificacbes posteriores, é a medida profilatica aceita e seu protocolo é
difundido por todo mundo no século XX. Babes em 1889 descreve um novo método
profilatico para o combate a doenca. O método consiste na administracdo simultanea do
soro anti-rabico, contendo anticorpos contra o virus da raiva, juntamente com a vacina
(BABES, 1912). Este método foi considerado pela Organizacdo Mundial de Saude, em
1954, como mais eficiente do que o uso da vacina isoladamente (HABEL;
KOPROWSKI, 1955).

Em 1960 realizou-se a cultura do virus em células diploides humanas,
inaugurando uma nova época da virologia e a segunda geracao de vacinas contra o virus
da raiva. Essa nova producédo possibilitou o desenvolvimento de vacinas mais eficientes

e seguras (KOPROWSKI, 1985), j& que eliminava muitos dos problemas relacionados
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aquelas produzidas a partir de tecido nervoso, especialmente, relacionados a reagdes
alérgicas. Também nesta déecada, a imunofluorescéncia direta tornou-se, em funcédo de
sua grande sensibilidade e especificidade, o principal método de diagnostico rapido de

raiva, permanecendo como tal até o presente (RODRIGUEZ et al., 2007).

2.2 Etiologia

A raiva é causada por um virus RNA, envelopado, pertencente a ordem
Mononegavirales, que compreende todos os virus que possuem o genoma formado por
uma Unica molécula de RNA de polaridade negativa (SWANEPOEL, 2004). Dentro
desta ordem, o virus da raiva € classificado na familia Rhabdoviridae, género
Lyssavirus, juntamente com outros denominados ‘“virus relacionados a raiva”
(RODRIGUEZ et al., 2007). Os componentes da familia Rhabdoviridae infectam uma
grande variedade de espécies, incluindo artropodes, plantas e vertebrados. Séo
classificados em seis géneros, quatro destes de interesse em medicina veterinaria:
Lyssavirus, Vesiculovirus, Ephemerovirus e Novirhabdovirus. Os géneros
Cytorhabdovirus e Nucleorhabdovirus sdo exclusivos de plantas (LYLES;
RUPPRECHT, 2007).

Os Lyssavirus sdo um conjunto de virus adaptados para a replicagdo no sistema
nervoso central. Possuem sete gendtipos: virus da raiva (RABV; gendtipo 1), virus do
morcego de Lagos (LBC; gendtipo 2), virus de Mokola (MKV; genoétipo 3), virus de
Duvenhage (DV; genotipo 4), lissavirus do morcego europeu 1 (EBLV-1; genotipo 5),
lissavirus do morcego europeu 2 (EBLV-2; gendtipo 6) e lissavirus do morcego
australiano (ABLV; gendtipo 7) (QUINN et al., 2005; LYLES; RUPPRECHT, 2007;
MAXIE; YOUSSEF, 2007). Outro lissavirus associado a morcegos (virus Aravan) foi
recentemente descrito na Asia central e um novo gendtipo tem sido proposto (ARAI et
al., 2003). Os lissavirus foram classificados em dois filogrupos em relagdo a sua
patogenicidade e imunogenicidade: | - compreende todos os que causam encefalites
fatais semelhantes a raiva em humanos e inclui os genétipos 1, 4-7; 1l - formado pelos
virus Mokola e virus do morcego de Lagos (gendtipos 2 e 3), menos patogénicos para
0s humanos (RODRIGUEZ et al., 2007; MAXIE; YOUSSEF, 2007). O virus da raiva é
ainda dividido em dois biotipos: virus “fixo”, base das cepas vacinais, suas propriedades
sdo estabilizadas em laboratério através de passagens intracerebrais seriadas. Este

biotipo é altamente neurotrdpico, no entanto, ndo é detectado na saliva e ndo produz
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corpusculos de Negri. Outro biotipo, denominado de virus “de rua”, é a forma que se
mantém enzooticamente e epizooticamente, provoca lesdes degenerativas em neurénios,
produzindo corpusculos de Negri. Além do neurotropismo, este biotipo possui tropismo
pelas glandulas salivares, se replicando neste tecido e se fazendo presente na saliva
(MAXIE; YOUSSEF, 2007; GRACA et al., 2010). O virus “de rua” ¢, entdo, o biotipo
isolado nos casos de campo (FEKADU et al., 1988).

O virus da raiva apresenta forma de projétil, caracteristica da familia, com 75 nm
de didametro e comprimento entre 100 e 300 nm. A particula apresenta-se como um
cilindro denso formado pelo genoma em formato de mola e envolto por uma proteina
denominada nucleoproteina (N), que juntamente com outras trés proteinas estruturais
(P, M e L) formam o nucleocapsideo com simetria helicoidal. O nucleocapsideo é
envolto por um envelope derivado das membranas celulares, onde estdo inseridos
trimeros de moléculas da glicopreoteina G. O genoma codifica cinco proteinas, na
seguinte ordem: nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), proteina da matriz (M),
glicoproteina (G) e a RNA polimerase dependente de RNA (L) (RODRIGUEZ et al.,
2007).

O virus da raiva, como todos os virus envelopados, € sensivel a detergentes e
solventes lipidicos. Sua resisténcia fora do hospedeiro € baixa e é rapidamente inativado
a temperaturas altas, de modo que é destruido a 50°C por 15 minutos. Além disso, é
sensivel ao dessecamento, luz solar, radiacdo ultravioleta, hipoclorito de sédio, soda
caustica a 2%, solventes de gordura e formalina. No entanto, poderd manter-se viavel
por longos periodos a 4°C e por tempo indefinido quando em temperaturas mais baixas
que -70°C (RODRIGUEZ et al., 2007).

2.3 Epidemiologia

A raiva afeta animais de sangue quente de todas as idades. Acomete o0 homem e
quase todas as espécies de mamiferos domeésticos e silvestres, que apresentam graus
variados de susceptibilidade (ACHA; SZYFRES, 1986). E uma enfermidade endémica
em muitas partes do mundo e uma importante zoonose (FERNANDES; RIET-
CORREA, 2007) com mortalidade mundial estimada 55.000 obitos de humanos por
ano, a maioria transmitida por cées, principalmente na Africa e Asia (KNOBEL et al.,
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2005). Ainda ndo registrada na Australia e considerada erradicada em algumas regides
como Gra Bretanha, Nova Zelandia e Islandia (GRACA et al., 2010), a doenca ocorre
em todo o Brasil com importancia em todos estados e regides. Em areas enzodticas,
como América Latina, estima-se que a populacdo de bovinos sob risco é de 70 milhes,
com uma mortalidade anual de 100.000 a 500.000 animais (SWANEPOEL, 1994) e um
prejuizo de 50 milhdes de ddlares para pecuaria (KING; TURNER, 1993).

Nas Ameéricas, houve, no entanto, uma reducéo de cerca de 80% nos casos de
raiva humana e canina entre os anos de 1993 e 2002, devidos principalmente as
campanhas de vacinagdo de cées e ao tratamento das pessoas expostas. No Brasil, no
ano de 1991 foram registrados 65 obitos humanos e em 1992, 50 casos fatais haviam
sido diagnosticados, destes, 38 s6 na regido nordeste (GERMANO, 1994).

A ocorréncia da doenca depende da existéncia de vetores na regido
(RADOSTITIS et al., 2002). A raiva e transmitida, principalmente, através da mordida e
devido a este fato, tornam os carnivoros e quiropteros, os hospedeiros mais importantes
da doenca. Herbivoros e outros animais, ndo sdo relevantes na epidemiologia da doenca
(ACHA; SZYFRES, 1986). Dados revelam que de um total de 167 paises pesquisados,
87 mantém reservatorios na populagdo canina, 0s quais sdo responsaveis por 99% de
todos os casos de raiva humana e mais de 90% de todos os tratamentos pos-exposicao
(KASEMPIMOLPORN et al., 1991). No entato, existe um alerta sobre a transmissao
por animais selvagens, incluindo morcegos hemato6fagos, ja que em diversas regiGes ha
exposicao excessiva de pessoas aos morcegos. Wada et al. (2011) realizaram um estudo
que descreve a situacdo epidemioldgica da raiva humana e em animais que foram
notificados no Brasil no periodo entre 2000 a 2009. Foram registrados, em média, 16
casos por ano em humanos no pais, com maior prevaléncia na regido nordeste (52%),
seguido do Norte (38%), Sudeste (6%) e Centro-oeste (4%). A raiva humana na regido
Sul do pais ndo € observada desde 1987, o ultimo caso localizado no estado do Parana,
transmitido por morcego (SCHNEIDER et al., 1996).

Nesta Ultima década observou-se uma reducdo no nimero de casos notificados
de raiva em caninos e no ano de 2009, 26 casos de raiva nesta especie foram notificados
no Brasil, distribuidos em oito estados (WADA et al., 2011). Nos animais de producéo,
no periodo entre 2002-2009, a raiva ocorreu em 9.277 animais: 88% em bovinos, 10%

em equinos, 2% outros animais de producéo (WADA et al., 2011).
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Em um estudo retrospectivo realizado por Sanches et al. (2000) no Sul do pais, 0
diagnostico de raiva correspondeu a 49,5% do total de 305 necropsias de bovinos que
apresentaram disturbios neuroldgicos em 36 anos analisados. Resultados semelhantes
foram observados por Galiza et al. (2010) no estado da Paraiba, que observaram um
total de 48% de Obitos causados pelo virus da raiva em 411 necropsias de bovinos em
um periodo de oito anos analisados.

No Brasil, a raiva herbivora €& essecialmente transmitida por morcegos
hemato6fagos, sendo o Desmodus rotundus o de maior importancia. A existéncia da raiva
herbivora amplia a populacdo de morcegos infectados e, com isso, aumenta a exposi¢ao
de humanos (GRACA et al., 2010).

A raiva possui quatro ciclos: urbano, caracterizado pela ocorréncia da doenca em
caes e gatos; rural, constituido por herbivoros; silvestre, que inclui animais silvestres
como raposas, guaxinins, gambas e primatas (FERNANDES; RIET-CORREA, 2007),
sendo o cachorro-do-mato (Cerdocyonthous) e os saguis (Callythrixjacchus) os dois
principais reservatorios (WADA et al., 2011); e o0 aéreo, importante na manutencdo do
virus entre as varias espécies de morcegos que disseminam o agente etioldgico
(FERNANDES; RIET-CORREA, 2007). Todas as espécies de morcegos sao
susceptiveis a raiva e podem transmitir a doenca. Nao sdo portadores sadios ja que
desenvolvem sinais clinicos e evoluem para a morte (RADOSTITIS et al., 2002).

A doenca tende a ser sazonal e ciclica, devido ao ciclo bioldgico do morcego.
Reaparece com a periodicidade de sete anos, relacionado a um maior nimero de
morcegos infectados e declina quando estes morrem. No periodo compreendido entre
2002-2009 foram registrados 1.163 casos de raiva em morcegos no pais: 80% nao
hematdfagos e 20% hemat6fagos (WADA et al., 2011). O desaparecimento ciclico da
enfermidade ndo representa um controle efetivo da doenca (MORI; LEMOS, 1998).
Considerando o periodo de incubacdo do virus nos morcegos, e posteriormente, nos
animais agredidos, o pico de incidéncia tende a ocorrer no outono (MORI; LEMOS,
1998), distribuicdo sazonal essa, ndo observada na regido semi-arida (LIMA et al.,
2005) e possivelmente ndo ocorrente em outras areas de clima tropical (FERNANDES;
RIET-CORREA, 2007).

Na ocorréncia dos focos de raiva, a morbidade normalmente observada ¢ inferior

a 10%, porém coeficientes superiores a 30% podem, também, ser encontrados
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(LANGOHR et al., 2003). A letalidade é invariavelmente de 100% (BARROS et al.,
2006).

2.4. Patogenia

O desenvolvimento da doenca depende da inoculagdo do virus em uma ferida
recente, via percutanea, o que geralmente ocorre através de uma mordida por um animal
infectado (MAXIE; YOUSEEF, 2007; JACKSON, 2008); entretanto, infeccao
respiratoria também tem sido incomumente descrita ap0s exposi¢do ao virus em
morcegos de cavernas (CONSTANTINE, 1967; GIBBONS, 2002), aléem de exposi¢do
humana laboratorial acidental (CONOMY et al., 1977), contaminacdo de mucosas
(olhos, narinas e boca) e transplante de cdrnea e outros 6rgdos — transmissao iatrogénica
(JACKSON, 2007). Uma vez inoculado no individuo, o virus passa por uma fase de
replicacéo inicial nas fibras musculares locais e, entdo, entra nas terminagdes nervosas
periféricas, ligando-se aos receptores nicotinicos da acetilcolina na juncdo
neuromuscular (LENTZ et al., 1982). Neste sentido, o virus se move da periferia ao
sistema nervoso central pelo transporte axoplasmatico retrogrado rapido, via nervos
sensoriais e motores, em uma taxa de 100 mm por dia (GRACA et al., 2010;
ZACHARY, 2013). No sistema nervoso central, o virus se multiplica e se dissemina via
neurdnios autondémicos e sensorios, de forma centrifuga, podendo atingir praticamente
todos os 6rgdos (JACKSON, 2008; RODRIGUEZ et al., 2007; GRACA et al., 2010). O
virus se replica nas glandulas salivares e a excrecao pela saliva é o principal mecanismo
de disseminacdo e perpetuacdo na natureza (RODRIGUEZ et al., 2007). O
envolvimento de nervos préximos aos foliculos pilosos € o que torna possivel o
diagndstico de raiva em biopsias de pele em humanos (BRYCESON et al., 1975).
Diferencas na susceptibilidade entre espécies sdo relatadas, em parte devido a
quantidade de receptores nicotinicos da acetilcolina nos mdsculos; uma marcada
diferenca tem sido reportada no musculo de raposas (alta quantidade e alta
susceptibilidade) e de marsupiais (baixa quantidade e baixa susceptibilidade) (BAER et
al., 1990).

O periodo de incubacao da raiva € muito variavel e corresponde ao tempo que o
virus leva desde sua inoculacdo até sua chegada no SNC e o inicio dos sinais clinicos.
Fatores como a amostra de virus envolvida, o local da mordedura, a carga viral

inoculada, a susceptibilidade da espécie e a imunidade do animal agredido sdo
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determinantes (FERNANDES; RIET-CORREA, 2007; MAXIE; YOUSSEF, 2007).
Mordidas na cabeca resultam, geralmente, em periodos de incubacdo mais curtos
quando comparado a mordidas nas extremidades (RADOSTITIS et. al., 2002). Dados na
literatura referem o periodo de incubagdo normalmente ocorre de 14 dias a 12 semanas
(RODRIGUEZ et al., 2007; GRACA et al., 2010), no entanto, periodos superiores a um
ano ja foram relatados (SMITH et al., 1991).

2.5 Sinais Clinicos

A raiva caracteriza-se por uma forma clinica paralitica e outra furiosa (MORI;
LEMOS, 1998). Em bovinos, poderdo ocorrer as duas formas, entretanto, a primeira é a
mais frequentemente observada (LANGOHR et al., 2003; SUMMERS; CUMMINGS;
LAHUNTA, 1995). Por causar lesdes difusas no SNC, apresenta uma grande variacéo
na apresentacdo dos sinais clinicos (FERNANDES; RIET-CORREA, 2007), que
podem, ainda, se mostrar inespecificos em bovinos e equinos (SMITH, 2006). A raiva
furiosa estd relacionada, principalmente, a lesbes cerebrais, € € mais comumente
observada em caninos, que apresentam alteracfes de comportamento como inquietacéo,
hiperexcitabilidade, agressividade, fotofobia, salivacdo e ocasionalmente febre
(FERNANDES; RIET-CORREA, 2007; RODRIGUEZ et al., 2007). A forma paralitica,
mais frequente em herbivoros, estd associada a lesdes da medula e tronco encefalico
(FERNANDES; RIET-CORREA, 2007).

Os sinais clinicos iniciais em bovinos e equinos incluem anorexia, depressdo e
ataxia moderada. Com a evolucdo da doenca, poderdo ocorrer contracdes espasticas de
grupos musculares, hiperestesia, hipermetria e deficiéncias proprioceptivas conscientes
e inconscientes (SMITH, 2006). O animal apresenta dificuldade de degluticdo devido a
paralisia muscular progredindo para paralisia de membros (RODRIGUEZ et al., 2007).
No Brasil, hd& o predominio da forma paralitica nos bovinos, que apresentam
incoordenacdo dos membros pélvicos, paresia, paralisia, relaxamento do esfincter anal
com protusdo do anus, auséncia do reflexo anal, paralisia da cauda, tremores de cabeca,
diminuicdo da visdo, opistotono, bruxismo, salivagdo, fezes ressequidas e escassas,
retencdo ou incontinéncia urinaria e mugidos roucos, podendo dar a impressdo de que o
animal encontra-se engasgado (MORI; LEMOS, 1998; LANGOHR et al., 2003). A

apresentacdo da forma furiosa em bovinos inclui mugidos constantes e roufenhos, que
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podem, ocasionalmente, se mostrar violentos a ponto de produzir enfisema cutaneo,
além de agressividade, hiperexcitabilidade, hiperestesia, prurido intenso e manifestacdes
de irritacdo cutanea (SWANEPOEL, 1994; LANGOHR et al., 2003). Estes sinais
evoluem para deculbito, primeiro esternal, e posteriormente lateral, movimentos de
pedalagem e morte (GRACA et al., 2010). Sinais de alteragdes de tronco encefalico
podem ser observados e incluem paralisia de lingua ou mandibula, estrabismo,
nistagmo, dificuldade de degluticdo, diminuicdo da sensibilidade facial, paralisia do
maxilar, trismo mandibular ou diminuicdo dos reflexos palpebral e pupilar (LANGOHR
etal., 2003; LIMA et al., 2005).

Equinos apresentam sinais clinicos semelhantes, no entanto, sinais cerebrais e de
tronco encefalico sdo aparentemente mais frequentes. Além de paresia e paralisia de
membros, depressdo, agressividade, galope desenfreado e ataxia podem ser observados
(LIMA et al., 2005). Muitas vezes podem apresentar manifestacbes semelhantes ao
quadro de laminite e célica (SMITH, 2006; JOHNSON, 2011). Singh et al. (1990) relata
forma furiosa em dois equinos que incluiu sinais de hiperexcitabilidade, nervosismo,
irritacdo, mordidas, cegueira e rolamentos. Green et al. (1992), relataram 21 casos de
raiva em equinos e 0s principais sinais clinicos observados em ordem decrescente foram
de decubito, hiperestesia, paralisia de cauda e anus, febre, ataxia e paraplegia,

claudicacdo, célica e paralisia de laringe.

A raiva é extremamente incomum em caprinos € ovinos, mas estes
demonstraram  ser altamente  susceptiveis ao virus quando inoculados
experimentalmente (GOMES, 2004). Caracterizam-se por alteracfes ho comportamento,
agressividade, convulsdes (RIET-CORREA et al., 1999), dificuldade de locomocgéo dos
membros pélvicos, tremores musculares, opistétono e decubito lateral (BARROS,
2003). Muares, ovinos e suinos possuem geralmente a forma excitatéria da raiva
(ZACHARY, 2013).

Geralmente ap6s dois a trés dias do inicio dos sinais clinicos os ruminantes
assumem decubito permanente. Em equinos, este quadro € menos frequente, e tende a
ocorrer mais tardiamente (FERNANDES; RIET-CORREA, 2007).

O curso clinico médio da raiva € de cinco dias, podendo variar de dois a dez dias

(LANGOHR et al., 2003). A duragdo do curso clinico depende essencialmente do
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cuidado para com 0s animais acometidos, com administracdo de agua e alimento, os
animais poderdo sobreviver por um tempo maior (FERNANDES; RIET-CORREA,
2007).

Em humanos a raiva é frequentemente diagnosticada de forma errdnea ou de
forma tardia devido a baixa familiaridade dos médicos a doenca. Os sintomas da fase
prodromica em humanos incluem mal-estar, dores de cabeca, febre, ansiedade e
agitacdo. Dor ou prurido no local da exposi¢do podem ocorrer (JACKSON, 2008). A
similaridade da raiva nos animais domésticos, a apresentacdao clinica em humanos €
também dividida em duas formas: encefalica (furiosa), que corresponde 80% dos casos,
e a paralitica, 20% dos casos (NOAH et al., 1998). Na forma encefalica episédios de
hiperexcitabilidade separadas por intervalos de lucidez, disfun¢bes autonémicas, com
hipersalivacdo, arrepios, arritmias cardiacas, priapismo e hidrofobia (WARREL, 1976).
A raiva paralitica caracteriza-se por fraqueza motora, que frequentemente inicia-se no
sitio priméario de exposicdo com progressdo para tetraparesia (JACKSON, 2008).

Apenas seis pacientes sobreviveram a infeccdo ao virus da raiva (JACKSON, 2007).

2.6 Achados de Necropsia

As lesdes de raiva sdo, em geral, limitadas ao SNC e perceptiveis apenas na
microscopia (JUBB; HUXTABLE, 1993). Os achados de necropsia ndo sao especificos,
entretanto, hiperemia de leptomeninges e lesdes secundarias ao comprometimento
neurolégico como broncopneumonia por aspiracao (disfagia neuroldgica), distensdo da
bexiga e do reto devido paralisia resultante de mielite viral, além de traumas auto-
inflingidos, sdo possiveis achados em casos de raiva em herbivoros, porém nem sempre
presentes (MORI; LEMOS, 1998; RECH et al., 2006, FERNANDES; RIET-CORREA,
2007). Hemorragias sdo, ocasionalmente, observadas macroscopicamente na medula
espinhal de equinos e bovinos (MAXIE; YOUSSEF, 1993). Em monogastricos,
evidéncias de ferimentos ou automutilacdo e corpos estranhos no estbmago sdo
indicativos de raiva (FERNANDES; RIET-CORREA, 2007).

2.7 Histopatologia
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Na avaliagdo microscopica 0s achados caracteristicos da raiva incluem
meningoencefalite e meningomielite ndo supurativa, além de ganglioneurite
cranioespinhal (JUBB; HUXTABLE, 1993; SWANEPOEL, 1994; LANGOHR et al.,
2003). A alteracdo microscopica é caracterizada por infiltrado inflamatoério de células
mononucleares, principalmente de linfocitos, porém macrofagos e plasmécitos também
poderdo ser observados em menor numero (GRACA et al.,, 2010). As células
inflamatorias se dispdem ao redor de vasos e formam os referidos “manguitos
perivasculares” (BARROS et al., 2006). Gliose com proliferacdo da micrdglia,
degeneracdo neuronal, satelitose e neuroniofagia, sdo, também, achados frequentes
(FERNANDES; RIET-CORREA, 2007). Langohr et al. (2003), através da andlise
histopatoldgica de 25 encéfalos de bovinos positivos para virus da ravia, observou que
as lesbes ocasionadas pela enfermidade eram mais concentradas em tronco encefélico,
cerebelo e medula espinhal. Os manguitos perivasculalres foram mais evidentes na
substancia cinzenta e nos ndcleos do tronco encefélico, afetando com maior frequéncia
pequenos vasos. No telencéfalo, estes foram mais comuns na substancia branca
subcortical. Grande numero de neurbnios necroéticos foi observado nas células de
Purkinje do cerebelo, células piramidais do hipocampo e ndcleos do tronco encefalico e
da substancia cinzenta da medula espinhal. Houve, ainda, em 68% dos casos analisados,
corpusculos de inclusdo eosinofilicos intracitoplasmaticos (corplsculo de Negri),

especialmente nas células de Purkinje do cerebelo.

Espongiose semelhante a observada nas encefalopatias espongiformes foi
verificada em bovinos (FOLEY; ZACHARY, 1995). Essa lesdo, inicialmente descrita
em gambas (Mephitis mephitis) e raposas, foi observada também em ovinos, equinos e
felinos naturalmente infectados (KING; TURNER, 1993). A intensidade das lesdes na
raiva sdo variaveis, entretanto, degeneracdo e necrose nunca sdo achados comuns
(BARROS et al., 2006).

Os corplsculos de Negri variam de tamanho (0,25-27um) (FERNANDES;
RIET-CORREA, 2007; GRACA et al. 2010) e tendem a ocorrer mais frequentemente
em grandes neurénios como neurdnios piramidais do hipocampo, neurdnios da medula
oblongata e células de Purkinje do cerebelo. Da mesma forma, estdo frequentemente
presentes em neur6nios nao localizados em areas de inflamacdo. Por esta razdo, tecidos

preconizados para diagnostico de raiva sob microscopia e técnicas com anticorpos
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fluorescentes sdo hipocampo, cerebelo, medula espinhal e géanglio trigeminal
(ZACHARY, 2013). A frequéncia de aparecimento dos corpusculos de Negri é
inversamente proporcional ao grau de inflamacdo (BRAUND et al., 1987; MAXIE;
YOUSSEF, 1993). Sua presenca e concentracdo dependem do estagio e curso da
doenca, além da cepa viral e concentragdo do virus (FERNANDES; RIET-CORREA,
2007). Animais sacrificados em estagios precoces da doenca, as lesdes e corpusculos de
Negri podem nao ser evidentes (RODRIGUEZ et al., 2007).

As lesBes histoldgicas de raiva em equinos sdo semelhantes as observadas em
bovinos, entretanto, vacuoliza¢do neuronal € visualizada com maior frequéncia e uma
menor formacdo de corpusculos de Negri (menos de 30%) é evidenciada (WILKINS;
DELPIERO, 2007).

Em bovinos, caprinos, ovinos e equinos, lesdes sdo mais proeminentes no tronco
encefélico e medula, no entanto, lesbes de cerebelo e cérebro sdo encontradas na
maioria dos animais (LANGOHR et al., 2003; LIMA et al., 2005). Em caninos as lesdes
sdo observadas principalmente em tronco encefalico e hipocampo, podendo disseminar-
se para a medula (FERNANDES; RIET-CORREA, 2007).

2.8 Diagndstico e Diagnostico Diferencial

O diagnostico da raiva imprescinde de suporte laboratorial, ja que a doenca
apresenta diversos sinais clinicos (BRAUND et al., 1987) além de outras doencas
neuroldgicas como diferenciais importantes. A rotina de diagndstico € estabelecida por
testes padrdes como o isolamento viral, pesquisa de antigenos, &cidos nucleicos ou
soroneutralizacdo (SMITH, 1996; HANLON et al., 1999). O tecido de eleicdo para o
diagnostico de raiva € o encéfalo dos animais suspeitos. Em equinos, recomenda-se
ainda, enviar ao laboratorio fragmentos de medula espinhal (RODRIGUEZ et al., 2007).

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) recomenda que
a colheita do encéfalo seja realizada segundo o “Manual de Procedimentos para o
Diagnostico das Doengas do Sistema Nervoso Central de Bovinos” (BARROS;
MARQUES, 2003), que requere quatro fragmentos especificos para o exame viroldgico:
cerebelo seccionado ao longo do verme; segmento de medula espinhal cervical; talamo

e parte caudal de um dos hemisférios telencefalicos. Estas quatro porgdes deverdo ser
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enviadas refrigeradas ou congeladas para o exame de imunofluorescéncia direta (IFD).
Barros e Marques (2003) descrevem ainda que o material suspeito devera, também, ser
fixado em formalina a 10% e remetido para o exame histopatolégico, incluindo tronco
encefalico, cerebelo, ¥ dos hemisférios telencefalicos, além do conjunto formado pela
hipofise, rete mirable e ganglios trigémeos.

Em 1903, Adolchi Negri, forneceu a primeira descricdo detalhada sob
microspcopia de luz da infeccdo pelo virus da raiva (NEGRI, 1903). Descreveu a
presenca de corpusculos de inclusdo eosinofilicos intracitoplasmaticos em tecidos de
animais infectados e durante décadas a presenca deste corpusculo foi considerada como
envidéncia patologica definitiva para o diagndstico da doenca. Entretanto, com a
sofisticacdo laboratorial e cientifica foi possivel observar que os corpusculos de Negri
nem sempre estavam presentes nos tecidos afetados (VELLECA; FORRESTER, 1981).
O desenvolvimento de técnicas de isolamento viral péde correlacionar a existéncia de
corpusculos em 50-80% (UMOH et al., 1985; KOPROWSKI, 1996) nos casos positivos
analisados. A visualizacdo do corpusculo de inclusdo como determinante para o
diagndstico final € um método de baixa sensibilidade e especificidade (RODRIGUEZ et
al., 2007), ja que estes sé podem ser observados em um ndmero variavel de animais.
Além disso, fatores como a eutanasia do animal acometido, que abrevia o curso da
doenca, impedem a formacdo de corpusculos de Negri, e ainda a deterioracdo do
cadaver, que faz com que estes desaparecam em até seis horas apés a morte
(FERNANDES; RIET-CORREA, 2007).

No Brasil o diagnoéstico oficial é realizado pela prova de IFD e prova bioldgica
(inoculacgéo intracerebral em camundongos ou células) a partir de amostras de SNC de
animais suspeitos (BRASIL, 2002). A IFD é, atualmente, o teste de escolha para o
diagndstico da raiva por apresentar uma sensibilidade de 80-100% (ZIMMER et al.,
1990) e o recomendado pela Comissdo Especialista em Raiva da Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) (WHO, 1992; DEAN et al., 1996). Sua eficiéncia, no entanto, depende
diretamente do treinamento do técnico de quem a exercera, além da qualidade dos
reagentes utilizados (FERNANDES; RIET-CORREA, 2007). Este método pode ainda
ser utilizado em tecidos de individuos vivos como impressdes corneais, raspado de
mucosa lingual, bulbo de foliculos pilosos e cortes cutaneos congelados, entretanto,
com limitada sensibilidade (ACHA; SZYFRES, 1986). A inoculagdo intracerebral em

camundongos neonatos (ICC) é considerada a prova mais segura para o diagnéstico da
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raiva (ZIMMER et al., 1990), mas possui como desvantagem o periodo de espera para o
resultado final de pelo menos trés semanas (BRAUND et al., 1987). Na ICC o material
suspeito é inoculado por via intracerebral que desenvolvem sinais neuroldgicos e
morrem entre oito a vinte e trés dias ap6s inoculagdo. A confirmacgdo da causa mortis é
feita através de nova IFD (RODRIGUEZ et al., 2007). De acordo com OMS, ap0s
exposi¢do humana de risco, todas as amostras de SNC que resultaram negativo na IFD,
deverdo ser novamente testadas pela ICC (WHO, 1992). Alguns laboratérios, na
tentativa de reduzir o nimero de animais experimentais utilizados, estdo substituindo a
inoculagdo em camundongos pela inoculagdo em cultivos celulares. As células de
origem de rim de hamster e células de linhagens de neuroblastoma estdo entre as mais
utilizadas para este fim (RODRIGUEZ et al., 2007).

O exame de IHQ possibilita a deteccdo do antigeno viral em tecidos fixados em
formalina e emblocados em parafina (PALMER et al., 1995). Utiliza-se o anticorpo
primario monoclonal ou policlonal especifico para virus da raiva e anticorpos
conjugados com peroxidase ou avidina-biotina como anticorpos secundarios. Kotwal e
Narayan (1985) assim como Anjara e Jhala (1985) demostraram que a técnica possuli
maior sensibilidade que o método de deteccdo do corpusculo de Negri por HE além de
se mostrar tdo sensivel quanto a IFD. Bourgon e Charlton (1987) reportaram que a IHQ
pode ainda fornecer resultados superiores.

Métodos moleculares também vém ganhando espaco no diagnostico e
caracterizagdo do virus da raiva nos ultimos anos. A maior parte deles baseia-se na
transcricao reversa de determinado segmento do genoma viral, seguido de amplificacdo
pela reacdo da polimerase em cadeia (RT-PCR) (RODRIGUEZ et al., 2007). Tém sido
utilizados para amplificar e sequenciar partes do genoma dos lyssavirus diretamente do
encéfalo, saliva e de outros tecidos afetados (HEATON et al., 1997; SMITH, 1999),
além disso foi capaz de diagnosticar a doenca em encéfalos em decomposicdo que
resultaram negativos na IFD e ICC (DAVID et al., 2002). O método de deteccdo de
antigeno viral hibridizacdo in situ é bem estabelecido e utiliza sondas que possuem por
alvo 0 RNA genémico ou RNAm que codifica uma ou todas as proteinas do virus
(JACKSON; WUNNER, 1991).

O teste ELISA foi primariamente desenvolvido para realizar titulacdo de
anticorpos em humanos e animais vacinados para virus da raiva, mas foi modificado e

atualmente pode, também, detectar antigenos a partir de amostras de sistema nervoso
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(ATANASIU et al., 1980). Aglutinacdo em latex tem sido utilizada com sucesso para
detectar o antigeno viral na saliva e encéfalo de cdes infectados (KASEMPIMOLPORN
et al., 2000).

O diagnostico diferencial de raiva inclui doencas que cursam com sinais
neuroldgicos como intoxicacdo por plantas hepatotdxicas que causam encefalopatia
hepatica, botulismo, febre catarral maligna, listeriose, tétano, encefalite por herpesvirus
bovino tipo 5, polioencefalomalacia (FERNANDES; RIET-CORREA, 2007). Em
equinos deve-se diferenciar também das encefalomielites virais dos equinos (BARROS,
2007) e da mieloencefalite por protozoarios (RADOSTITIS et al., 2002).
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ARTIGO

Neste item é apresentado o artigo sobre o estudo histoldégico e imuno-
histoquimico das lesbes ocasionadas pelo virus da raiva em medula espinhal de bovinos

e equinos.
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Between January 2013 and November 2014, 26 cattle and seven horses were
diagnosed with rabies. Fragments of refrigerated brain and spinal cord were sent to
apply the direct immunofluorescence (DIF) and the intracerebral inoculation in mice.
Samples from the brain and spinal cord were collected and routinely processed for
hematoxylin and eosin (HE) and immunohistochemistry (IHC). The spinal cord was
sectioned at the cervical (C), cervical intumescence (Cl), thoracic (T), lumbar (L),
lumbar intumescence (LI) and sacral (S) portions to be evaluated. These were
statistically analyzed with the IBM SPSS Statistics 18® software and with the Fisher test
carried out with the Epi Info" 7.1.4 software. All the cattle and horses samples showed
histologic lesions in the spinal cord. The inflammatory lesions in horses were discrete in
the C and CI sections; moderate in the T, L and S; and accentuated in the LI. Gitter cells
were discrete in C, Cl and T; moderate in L and S; and accentuated in LI. IHC staining
varied from moderate to accentuated. The bovine inflammatory lesions were moderate
in all spinal cord sections and gitter cells were predominantly discrete. IHC staining was
accentuated and homogenous in all spinal cord sections. Lesions in the T sections from
horses were frequently observed; however, IHC staining revealed discrete variation
between them. The lesions distribution from cattle samples highlighted variation only in
the issue concerning malacia, which was frequently demonstrated in the L, LI and S
sections. The Fisher test identified that the gathering of horses spinal cords allows a 3.5
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times higher chance of detection of rabies lesions than when compared to the individual
analysis of the encephalon.

INDEX TERMS: Rabies, spinal cord, cattle, horse, histology, immunohistochemistry.

RESUMO. — No periodo entre janeiro de 2013 a novembro de 2014, 26 bovinos e sete
equinos obtiveram o diagnostico final de raiva. Fragmentos refrigerados de encéfalo e
medula espinhal foram enviados para a realizagcdo das provas de imunofluorescéncia
direta (IFD) e inoculacdo intracerebral em camundongos (ICC). Amostras de encéfalo e
medula espinhal foram coletadas e processadas rotineiramente para hematoxilina e
eosina (HE) e para o teste de imuno-histoquimica (IHQ). Para avaliacdo da medula
espinhal, esta foi dividida nas porc6es cervical (C), intumescéncia cervical (IC), torécica
(T), lombar (L), intumescéncia lombar (IL) e sacral (S) e analisada estatisticamente
através do software IBM SPSS Statistics 18 e com o teste exato de Fisher pelo
software Epi Info" 7.1.4. Todos os bovinos e equinos apresentaram lesdes histolégicas
na medula espinhal. Nos equinos as lesdes inflamatorias se revelaram discretas nas
regides C, IC; moderada em T, L e S e acentuada na sec¢do de IL. Células gitter
estiveram discretamente presentes em C, IC e T; em moderada quantidade nas regides L
e S e acentuada em IL. A marcacdo IHQ nos fragmentos medulares variou de moderada
a acentuada. Nos bovinos as lesbes inflamatérias foram moderadas em todos os
segmentos medulares. Células gitter foram predominantemente discretas. A marcagédo
IHQ foi acentuada e homogénea em todos os segmentos medulares. Nos equinos
observou-se uma maior frequéncia de lesbes a partir do segmento T, no entanto, a
marcagdo IHQ revelou discreta variacdo entre os segmentos. Na distribuicdo lesional
dos bovinos evidenciou-se variacdo apenas no quesito malacia, que se mostrou mais
frequente nos segmentos L, IL e S. Identificou-se, com o método de Fisher, que a coleta
da medula espinhal em equinos possibilita uma chance 3,5 vezes maior na detec¢do de
lesBes de raiva quando comparado a andlise individual do encéfalo.

TERMOS DE INDEXACAO: Raiva, medula espinhal, bovino, equino, histologia,
imuno-histoquimica.
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INTRODUCAO

A raiva é uma doenca zoonoética (Summers et al. 1995), de notificacdo obrigatdria,
invariavelmente fatal, em animais afeta o sistema nervoso central (SNC) de pessoas e de
quase todas as espécies de mamiferos domésticos e silvestres (Acha & Szyfres 1986,
Barros et al. 2006). E causada por um virus RNA, envelopado, altamente neurotrépico,
da familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus (Radostitis et al. 2002, Swanepoel 2004).
Sua ocorréncia depende da existéncia de vetores na regido (Radostits et al. 2002). Na
Ameérica do Sul a raiva em herbivoros ocorre na forma de surtos e é geralmente
transmitida pelo morcego hemat6fago Desmodus rotundus (Hudson et al. 1996, Barros
et al. 2006). Todos os anos sdo notificados no Brasil, em média, 16 casos de raiva em
humanos (Wada et al. 2011), e em bovinos calcula-se que ocorra uma perda anual de
842.000 animais (Lima et al. 2005, Carrieri et al. 2006).

O diagnostico da raiva imprescinde de suporte laboratorial, ja que a doenca
apresenta diversos sinais clinicos, ndo apresenta les6es especificas durante a necropsia e
possui uma diversidade de diagnosticos diferenciais (Braund et al. 1987). O material de
eleicdo para o diagnostico de raiva é o encéfalo dos animais suspeitos e em equinos,
recomenda-se ainda, enviar ao laboratério fragmentos de medula espinhal (Rodriguez et
al. 2007). No Brasil o diagndstico oficial é realizado pela prova de imunofluorescéncia
direta (IFD) (Brasil 2002). Segundo 0 “Manual de Procedimentos para o Diagnostico
das Doencas do Sistema Nervoso Central de Bovinos” descrito por Barros & Marques
(2003), segmentos de cerebelo, medula espinhal cervical, talamo e cortex telencefalico
deverdo ser refrigerados ou congelados para diagnéstico viroldgico de IFD; o restante
fixado em formalina 10% e enviado para exame histopatoldgico. Apesar de apresentar
alta eficiéncia para um diagndstico rapido de raiva, a IFD possui alguns inconvenientes
que incluem o custo do equipamento, exposicdo humana laboratorial ao virus vivo e a
necessidade de amostras frescas em adequadas condi¢cdes que limitam a sua utilizacao
(Last et al. 1994, Jogai et al. 2000, Arslan et al. 2004). A prova bioldgica (inoculacdo
intracerebral em camundongos neonatos ou células - ICC) é considerada a prova mais
segura para o diagndstico de raiva (Zimmer et al. 1990), no entanto, possui como
desvantagem o periodo de espera para o resultado final de pelo menos trés semanas
(Braund et al. 1987). O exame de imuno-histoquimica (IHQ) é um método sensivel e

especifico para deteccdo do antigeno viral (Hamir et al. 1996), e pode, ainda, ser o teste
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mais sensivel, no caso de diagnéstico precoce, quando na histologia tradicional e na IFD
ainda ndo é possivel a deteccdo dos antigenos virais ou de lesGes microscopicas
caracteristicas (Arslan et al. 2004, Woldehiwet 2005, Lembo et al. 2006).

A raiva pode cursar com uma forma furiosa e uma paralitica. A primeira
relacionada a lesGes cerebrais, e € mais observada em caninos. A forma paralitica esta
associada a lesdes em medula espinhal e tronco encefélico, mais frequente em
herbivoros (Fernandes & Riet-correa 2007). Os achados histoldgicos sdo varidveis e
incluem meningoencefalite e meningomielite ndo supurativas com ganglioneurite como
as principais lesGes observadas (Jubb & Huxtable 1993). Incluses intracitoplasmaéticas
acidofilicas, denominadas corplsculos de Negri, sdo consideradas patognomonicas
(Swanepoel 2004), entretanto, podem estar ausentes em 20-60% dos casos (Palmer et al.
1985, Last et al. 1994, Rupprecht et al. 2002, Nuovo et al. 2005). As lesdes distribuem-
se principalmente em tronco encefélico, cerebelo e medula espinhal (Langohr et al.
2003), hipocampo e ganglios trigeminais (Jones et al. 2000), e podem, ainda, variar de
discretas a ausentes (Jubb & Huxtable 1993). O objetivo deste trabalho consiste na
caracterizacdo morfoldgica e imuno-histoquimica das lesGes ocasionadas pelo virus da

raiva na medula espinhal de bovinos e equinos.

MATERIAIS E METODOS

No periodo compreendido entre janeiro de 2013 a novembro de 2014 realizou-se
necropsias e coletas de materiais provenientes de bovinos e equinos com sindrome
neuroldgica. O diagndstico final de raiva neste estudo foi determinado através de
exames de histopatologia, IFD, ICC e/ou IHQ. Fragmentos de cdrtex telencefalico,
tadlamo, cerebelo, medula oblonga, juntamente com medula espinhal nas porcoes
cervical, toracica, lombar e sacral foram mantidos refrigerados e enviados para
realizacdo do exame de IFD; os resultados negativos no teste de IFD foram submetidos
a prova biologica para confirmacdo. O restante do material foi fixado em formalina
tamponada a 10% e apos 24-48 horas de fixacao, foram clivados de forma padronizada.
O encéfalo foi subdividido em cortex telencefalico (CT), talamo (TA), hipocampo (HC),
cerebelo (CE) e ébex (OB). A medula espinhal foi dividida nas regides cervical (C),
intumescéncia cervical (IC), toracica (T), lombar (L), intumescéncia lombar (IL) e
sacral (S). O material foi processado rotineiramente para exame histopatoldgico,
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incluido em parafina, cortado a 3 um de espessura e corado por hematoxilina e eosina
(HE).

O exame de IHQ foi realizado na medula espinhal de todos os animais, a partir
de protocolo pré-estabelecido (Pedroso et al. 2008). Como anticorpo primario utilizou-
se 0 anticorpo priméario policlonal (Rabies Polyclonal DFA, Chemicon #5199,
Temecula, CA, Estados Unidos) na diluicdo de 1:1000 em PBS (phosphate buffered
saline) e revelado com cromdégeno vermelho (AEC, Dako North America, Carpinteria,
USA e VECTOR®NovaRED, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).

As lesdes foram pesquisadas em microscopia de luz e, quando existentes, foram
classificadas quantitativamente e qualitativamente.

Na anélise estatistica dos dados, todas as informacGes obtidas no levantamento
realizado nos exames laboratorias foram transcritas para um banco de dados no software
Microsoft Excel 2010. As estatisticas descritivas foram feitas no software IBM SPSS
Statistics 18® e a partir do banco de dados foram obtidas as principais caracteristicas,
evidenciando-as através de tabelas, graficos e resumos numéricos.

Para melhor qualificagdo do grau de severidade das lesGes observadas criou-se
um indice de severidade de lesdes. O indice foi baseado na soma dos graus das les6es de
todos os animais por segmento da medula espinhal (1: discreta; 2: moderada; 3:
acentuada) e posteriormente dividido pelo numero total de animais de cada espécie. O
indice gerado agrupou as seguintes classificagdes: manguitos perivasculares +
microgliose + neuroniofagia, e analisou separadamente a presenca de células gitter e a
intensidade de marcacdo IHQ. Através desse célculo foi possivel obter uma
classificacdo quantitativa da severidade das lesdes, por localidade, de acordo com a
faixa de abrangéncia do resultado (1-3: discreta; 4-6: moderada; 7-9: acentuada). De
maneira semelhante interpretou-se os resultados gerados da analise de presenca de
células gitter e de marcacao IHQ que obtiveram uma variacdo de 0 a 3.

Para avaliacdo do risco relativo entre a presenca ou auséncia de lesdo entre 0s
dois locais analisados neste estudo (encéfalo e medula espinhal) utilizou-se o teste exato
de Fisher com nivel de significancia de 5% através do software Epi Info" 7.1.4.

RESULTADOS
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No periodo deste estudo foram realizadas 222 necropsias de bovinos e 111 de equinos,
destes, 26 bovinos (12%) (Fig. 1A) e sete equinos (6%) (Fig. 1B) foram diagnosticados
como raiva no final deste periodo, totalizando 33 amostras para a relizacdo deste
trabalho.

Na necropsia, bexiga acentuadamente distendida (Fig. 1C) e replecdo de ampola
retal contendo fezes ressequidas (Fig. 1D) foram observadas na maioria dos animais
necropsiados neste periodo. Além disso, hiperemia de vasos de leptomeninge e areas
multifocais de hemorragia distribuidas principalmente na substancia cinzenta da medula
espinhal dos equinos (Fig. 1F), e em menor nimero e intensidade, nos bovinos (Fig.
1E), foram também achados macroscépios relevantes.

Na andlise histoldgica apenas dois equinos apresentaram lesbes no encéfalo,
localizadas principalmente nos segmentos de OB e CE. As lesdes caracterizavam-se por
areas multifocais discretas a acentuadas de infiltrado inflamat6rio composto por sua
maioria de linfécitos e em menor quantidade plasmaocitos e macrofagos ao redor de
vasos, denominados manguitos perivasculares. Além disso, apresentaram microgliose
multifocal moderada com neuroniofagia discreta e leptomeningite linfoplasmocitéria.
Corpusculos de inclusdo ndo foram observados em nenhuma regido do encéfalo dos
equinos. Lesdes em diferentes graus foram observadas no encéfalo de 25 bovinos
(96,1%); as seccOes de OB (23/26) e CE (21/26) foram mais severamente acometidas,
seguidas de TA (11/26), HC (9/26) e CT (8/26). Leptomeningite (73%) foi observada de
maneira predominante em regido cerebelar; além disso, manguitos perivasculares
linfoplasmocitarios (92%), microgliose nodular (92%), por vezes formando grandes
nodulos gliais e neuroniofagia (42%) foram, também, achados microscopicos
importantes. Corpusculos de Negri foram observados em doze casos (46%).

A avaliacdo da medula espinhal todos os bovinos e equinos apresentaram lesdes
histoldgicas. No entanto, corpusculo de Negri foi observado em apenas dois equinos
(28,5%) nos segmentos L e IL, e em 19 bovinos (73%) (Fig. 5D). Além disso, todos 0s
equinos apresentaram na medula espinhal areas multifocais de hemorragia que variaram

de intensidade discreta a moderada (Fig. 3A).

Na Figura 2 estdo representadas as lesdes inflamatorias observadas na medula

espinhal de equinos, nas quais se revelaram discretas nas regides C, IC; moderadaem T,
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L e S e acentuada na seccédo de IL (Fig. 3B e C). De maneira semelhante, observou-se
que as células gitter, estiveram discretamente presentes em C, IC e T; em moderada
quantidade nas regibes L e S e acentuada em IL (Fig. 3D). A marcacdo IHQ nos
fragmentos medulares variou de moderada a acentuada (Fig. 3E e F). Na avaliacdo do
indice de severidade das lesdes na medula espinhal de bovinos (Fig. 4), as lesdes
inflamatdrias foram observadas de maneira moderada em todos 0s segmentos medulares
(Fig. 5A e B). Além disso, diferente do observado nos equinos, células gitter foram
detectadas de maneira discreta em todas as seccGes medulares avaliadas, exceto na
regido S (Fig. 5C), onde se mostrou moderada. A marca¢do imuno-histoquimica na
medula dos bovinos foi acentuada e homogénea em todos os segmentos medulares (Fig.
5E).

A frequéncia da ocorréncia das lesbes por segmento da medula espinhal foi
disposta nas tabelas 1 e 2. Nos equinos observou-se uma maior frequéncia de lesbes a
partir do segmento T, independente do grau de severidade, no entanto, a marcagéo
imuno-histoquimica revelou discreta variacdo entre os segmentos (Tabela 1). Na
distribuicdo lesional dos bovinos (Tabela 2) evidenciou-se variagdo apenas no quesito
malacia, que se mostrou mais frequente nos segmentos L, IL e S, os demais valores se

mostraram homogéneos entre as regides medulares, inclusive na marcagdo IHQ.

Todos 0s casos obtiveram imunomarcacao positiva no exame de IHQ (100%),
que demonstrou marcacdo no pericario (Fig. 5F), axénio e dendritos de neurdnios
integros ou com neuroniofagia, como agregados de granulos ou em formacoes
arredondadas, associado a numeros variaveis de corplsculos de inclusédo virais. Na IFD
dois equinos foram positivos (28,5%). Todos os resultados negativos na IFD foram
negativos no exame de ICC. Nos bovinos, a IFD foi positiva em 20 casos (76,9%). Os
resultados negativos foram submetidos ao teste confirmatoério de ICC, onde gerou cinco

resultados negativos e um positivo para o virus da raiva.

Com os dados analiticos realizou-se o teste exato de Fisher a 5% de significancia
e identificou-se que a coleta da medula espinhal em equinos possibilita uma chance 3,5
vezes maior na deteccdo de lesbes de raiva quando comparado a anélise individual do
encéfalo. Em bovinos tal diferenca ndo foi observada, pois a frequéncia de lesbes

observadas no encéfalo e na medula espinhal foi semelhante.
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DISCUSSAO

O diagndstico de raiva nestes casos baseou-se nos achados de necropsia, nas lesdes
histopatoldgicas, resultados de IFD, IHQ e/ou ICC.

Os achados de necropsia em casos de raiva, geralmente, ndo séo significantes,
entretanto, hiperemia de leptomeninges e lesdes secundarias ao comprometimento
neurolégico como broncopneumonia por aspiracdo, distensdo da bexiga e do reto,
devido paralisia resultante de mielite viral, além de traumas auto-inflingidos, sdo
possiveis achados em casos de raiva. Além disso, hemorragias sdo ocasionalmente
observadas macroscopicamente na medula espinhal de equinos e bovinos (Maxie &
Youssef 1993). O descrito na literatura corrobora com o observado neste trabalho;
porém, tais alteracdes, nem sempre estdo presentes (Mori & Lemos 1998, Rech et al.
2006, Fernandes & Riet-correa 2007). As lesdes microscopicas observadas neste estudo,
caracterizadas por meningoencefalite e meningomielite ndo supurativa com focos de
gliose, necrose neuronal e neuroniofagia, associado a presenca de corpusculos de Negri,
foram similares as descritas por outros autores (Lima et al. 2005, Maxie & Youssef
2007, Marcolongo-Pereira et al. 2011). Neste estudo 100% dos bovinos e equinos
apresentaram les6es medulares, seguidas das regides de tronco encefalico e cerebelo.
Nos equinos uma maior frequéncia de lesdes na medula espinhal foi observada nos
segmentos L, IL caracterizadas por inflamacdo moderada a acentuada composta por
denso infiltrado perivascular linfoplasmocitario, microgliose nodular a difusa, com
perda neuronal, neuroniofagia e proeminente presenca de células gitter. Na substancia
branca da medula espinhal de alguns casos encontrou-se extensdo do infiltrado
perivascular linfoplasmocitario ao longo dos espacos vasculares. Uma maior
proeminéncia dessas lesdes nos segmentos lombares foi também constatado por Chopra
et al. (1980) em um estudo histopatoldgico de raiva paralitica em humanos. Em
bovinos, através da determinacdo da frequéncia das lesGes, verificou-se uma
distribuicdo de lesdes inflamatdrias presentes em todos os seguimentos medulares de
forma homogénea; entretanto areas de malacia foram mais observadas nas regides L, IL
e S, de intensidade predominantemente discreta, divergindo do observado na medula
espinhal de equinos. Esta distribuicdo apresentada em equinos e bovinos pode ser
explicada pela progressdo centripeta do virus, que se transporta através da medula

espinhal até o encéfalo (Jackson 2002, Swanepoel 2004, Dietzschold et al. 2005). Além
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disso, areas de hemorragia multifocal na medula espinhal foram observados em todos os
equinos, algumas destas visualizadas macroscopicamente, resultado que corrobora com
0 observado por Hamir et al. (1992) e superior ao encontrado por Pedroso et al. (2010),
que visualizou hemorragia em apenas um equino.

Corpusculos de Negri, apesar de caracteristicos da doenca, ndo sdo evidentes em
todos os casos (Jubb & Huxtable 1993). Neste estudo foram detectados com maior
frequéncia nos segmentos da medula espinhal de bovinos (73%) e equinos (28,5%)
quando comparados a andlise dos fragmentos encefalicos. Sua presenca esta
correlacionada com estagio e curso clinico da doenga, além da cepa viral e concentracéo
virica (Fernandes & Riet-Correa 2007, Maxie & Youssef 2007).

De acordo com Silva et al (1974) a deteccédo do virus da raiva em equinos podera
ser improdutiva quando o agente é pesquisado somente em cérebro e cerebelo. Esses
autores mencionam dois casos em que o0 antigeno viral foi observado apenas na medula
espinhal e medula oblonga. A andlise estatistica e comparativa entre medula espinhal e
cérebro e cerebelo deste estudo identificou que uma coleta amostral correta para o
diagndstico da raiva na espécie equina infere em uma importancia de 3,5 vezes, ja que
apenas dois equinos apresentaram lesdes enceféalicas.

A sensibilidade do diagnostico da raiva utilizando-se a técnica de IFD e IHQ
aproxima-se dos 98% (ZIMMER et al. 1990). O exame de IHQ deste estudo
demonstrou o antigeno viral em todos os 33 casos, semelhante ao observado por Stein et
al. (2010) o qual observou marcacdo do antigeno viral nos 39 casos analisados;
entretanto, no presente estudo 22 casos (66,6%) foram positivos na IFD, resultados
semelhantes ao observado por Pedroso et al. (2010) que encontrou 55% de amostras
positivas no teste de IFD nos equinos diagnosticados com virus da raiva. Esses dados
tornam evidente que uma concordancia completa entre os testes pode ndo ocorrer em
todas as amostras (ZIMMER et al. 1990). Essa divergéncia podera ser atribuida ao
estado de conservacdo da amostra, como o observado por Carvalho (2001) que
encontrou uma sensibilidade de 73% em materiais em decomposicdo; além disso,
reacOes individuais a doenca, periodo de incubacdo e a evolugdo do quadro clinico
também sdo citados como fatores influentes (Germano et al. 1977). Esses resultados
demostram a importancia da IHQ como diagndstico auxiliar, especialmente nos casos
em que a IFD resulta negativa. Nas ultimas duas décadas a IHQ tem se tornado muito

popular por ter a capacidade de detectar antigenos em tecidos fixados (Last et al. 1994,
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Jogai et al. 2000, Rupprecht et al. 2001). Alguns estudos demonstram que a
sensibilidade da IHQ para o diagnéstico da raiva é semelhante ao IFD (Palmer et al.
1985, Woldehiwet 2005), mas que pode ainda ser mais sensivel no caso de diagnosticos
precoces, quando a histopatologia tradicional e a técnica de IFD ainda ndo sdo capazes
de detectar antigenos virais ou leses caracteristicas da doenca (Arslan et al. 2004,
Woldehiwet 2005, Lembo et al. 2006).

A frequéncia de raiva em bovinos encontrada no periodo analisado foi alta e
correspondeu a 12% de todos os diagndsticos concluidos no intervalo deste trabalho;
resultado semelhante foi observado por Lemos (2005) no estado do Mato Grosso do
Sul, e superior aos descritos por outros autores em estudos retrospectivos realizados no
Rio Grande do Sul, o qual Riet-Correa et al. (1999) registraram um total de 2%, similar
ao observado por Sanches et al. (2000) que atribuiram 2,5% das mortes de bovinos em
36 anos analisados ao virus da raiva. A raiva em equinos é uma doenca pouco estudada
no Brasil (Lima et al. 2005) e de apresentacdo clinica indistinguivel de outras
encefalites (Green et al. 1992, Keane & Little 1997). Peixoto et al. (2000) relata que as
amostras provenientes de equinos para o diagnostico de raiva diferem das observadas
em outras espécies. Demonstra, ainda, que o0s testes de IFD e de pesquisa de
corpusculos de Negri para o diagnostico da doenca, obtiveram menor sensibilidade, com
diferenca estatistica significante quando comparados com a espécie bovina. Ao
considerar a populagdo de equinos necropsiada no periodo deste trabalho, sugere-se que
a raiva nesta espécie é tdo frequente quanto em bovinos, o que ressalta a importancia de
uma correta coleta de material para a obtencdo de um diagnéstico preciso para esta

espécie.
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Legendas das Figuras

Fig.1. Caracterizacao clinico-patoldgica da raiva em bovinos e equinos: A. Bovino:
paralisia de membros pélvicos. B. Equino: paralisia de membros pélvicos. C. Bovino,
bexiga: acentuadamente distendida. D. Equino, intestino grosso: repleto com fezes
ressequidas. E. Bovino, medula espinhal: intumescéncia cervical, areas de hemorragia
em substéncia cinzenta. F. Equino, medula espinhal: intumescéncia cervical, areas de
hemorragia em substancia branca e cinzenta.

Fig. 2. Medula espinhal equinos - indice de classificacdo de severidade: A. LesGes
inflamatdrias (manguitos perivasculares, microgliose, neuroniofagia). B. Presenca de
células gitter. C. Marcacao imuno-histoquimica.
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Fig. 3. Caracterizacdo das lesdes histologicas e imuno-histoquimicas em medula
espinhal de equinos com raiva: A. Intumescéncia lombar: visualizam-se manguitos
perivasculares linfoplasmocitario multifocal acentuado associado a &reas multifocais de
hemorragia, Obj. 10x, HE. B. Intumescéncia lombar: observa-se manguitos
perivasculares linfoplasmocitario multifocal acentuado associado a microgliose
multifocal, Obj. 20x, HE. C. Lombar: neuroniofagia acentuada, Obj. 40x, HE. D.
Intumescéncia lombar: grande quantidade de células gitter, além de manguito
perivascular linfoplasmocitario, Obj. 20x, HE. E. Lombar: imunomarcacdo acentuada
de neurbnios e seus prolongamentos, Obj. 20x, Vector®NovaRED. F. Sacral:
imunomarcagao positiva em neuronio, Obj. 40x, Vector®NovaRED.

Fig. 4. Medula espinhal bovinos - indice de classificacdo de severidade: A. Lesbes
inflamatorias (manguitos perivasculares, microgliose, neuroniofagia). B. Presenca de
células gitter. C. Marcacdo imunohistoquimica.

Fig. 5. Caracterizacdo das lesdes histologicas e imuno-histoquimicas em medula
espinhal de bovinos com raiva: A. Intumescéncia lombar: visualizam-se manguitos
perivasculares linfoplasmocitario multifocal moderado, Obj. 4x, HE. B. Sacral:
observa-se acentuada neuroniofagia, Obj. 40x, HE. C. Sacral: grande quantidade de
células gitter, Obj. 40x, HE. D. Lombar: corpulsculo de inclusdo intracitoplasmatico
eosinofilico (Corplsculo de Negri), Obj. 40x, HE. E. Cervical: imunomarcagédo
acentuada de neurbnios e seus prolongamentos, Obj. 20x, AEC. F. Torécica:
imunomarcacao positiva do pericario neuronal, Obj. 40x, AEC.

Tabela 1 Frequéncia da ocorréncia de lesdes e de marcagdo imuno-histoquimica por
localizacdo nas sec¢des medulares de equinos

Local Manguitos perivasculares, Células Gitter IHQ
microgliose, neuroniofagia

C 8% 9% 14%
IC 13% 9% 17%
T 19% 18% 19%
L 23% 18% 19%
IL 22% 27% 17%
S 14% 18% 14%

C: cervical; IC: intumescéncia cervical; T: toracica; L: lombar; IL: intumescéncia lombar; S: sacral
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Tabela 2 Frequéncia da ocorréncia de lesdes e de marcacdo imuno-histoquimica por

localizagdo nas sec¢bes medulares de bovinos

Local Manguitos perivasculares, Células Gitter IHQ
microgliose, neuroniofagia
C 15% 7% 17%
IC 16% 5% 17%
T 18% 16% 17%
L 17% 23% 17%
IL 16% 18% 17%
S 17% 32% 16%

C: cervical; IC: intumescéncia cervical; T: toracica; L: lombar; IL: intumescéncia lombar; S: sacral
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Figura 3



53

— 5.7
35 5.0 5.0 4.7
C IC T T IL S
— 1
0.2 0.6 0.8 0.6
C 16 T T L S
- 2.3
2.6 2.6 2.5 24
R ——
C IC T i i S

Figura 4



54

Figura 5
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Das necropsias realizadas no periodo deste estudo, a raiva correspondeu a 12%
dos diagnosticos conclusivos em bovinos e em 6% dos equinos necropsiados pelo SPV-
UFRGS.

Areas multifocais de hemorragia localizadas especialmente em substancia
cinzenta da medula espinhal foram achados patoldgicos significativos em equinos. A
coleta deste material acresce em 3,5 vezes a chance de um diagndéstico conclusivo de
raiva na espécie equina, quando comparado a analise isolada do encefélo.

Com este trabalho conclui-se que a coleta deste tecido € de grande importancia
para o diagnostico em ambas as espécies, ja que os 33 casos analisados neste estudo
demonstraram lesdes microscpicas compativeis com raiva na medula espinhal,
caracterizadas pela presenca de manguitos perivasculares, microgliose, neuroniofagia e
presenca de células gitter. Além disso, sugere-se a coleta e o envio deste material para o
diagnostico de raiva em todos oS casos em que animais apresentarem alteracdes
neuroldgicas.

O teste de IHQ demonstrou imunomarcagdo positiva em neurdnios e seus
prolongamentos em 100% dos casos, divergindo do observado nos demais testes
aplicados neste estudo, 0 que ressalta a importancia deste método com ferramaneta

auxiliar no diagndstico da raiva.



