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Brazil. E-mail: davetpat@ufrgs.br

This retrospective study included clinical and pathological findings from 15 cattle affected
by rabies. Thirteen of the 15 cases were confirmed by direct immunofluorescence. Cattle
between 4 months and 8 years of age were affected. Clinical course ranged from 3 to 7
days. Paralytical form was the most common clinical picture and included incoordination,
paresis, and paralysis of the pelvic members, besides recumbence, paddling, and death.
The main histopathological findings were lymphoplasmacytic meningoencephalitis
associated with characteristic Negri bodies in 86.6% of the cases. All cases showed anti-
rabies immunostaining, which were most prominent in the brainstem including medulla
oblongata, pons, and midbrain, besides trigeminal ganglion. Positive labeling was present
within axons, dendrites, and perikarya of neurons as aggregates of granules or round
formations associated with varying numbers of inclusion bodies. Immunostaining was also
observed in the Purkinje neurons and their processes in the molecular layer, in the neurons
of of the brainstem, and deep layer of the telencephalic cortex. Immunohistochemistry may
be an important auxiliary tool for the diagnosis of rabies, especially in circumstances in
which refrigeration cannot be adequately maintained, and in cases characterized by
nonsuppurative meningoencephalitis with absence of inclusion bodies.

INDEX TERMS: Lyssavirus, rabies, immunohistochemistry, cattle diseases.

RESUMO.- Este estudo retrospectivo incluiu achados cli-
nicos e patolégicos de 15 bovinos afetados por raiva. Em
treze dos quinze casos, raiva foi confirmada por imuno-
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fluorescéncia direta. Bovinos entre 4 meses e 8 anos fo-
ram afetados. O curso clinico variou de trés a sete dias. A
forma paralitica foi a mais frequente e incluiu incoordena-
¢ao, paresia e paralisia dos membros pélvicos, decubito,
movimentos de pedalagem e morte. Os principais acha-
dos histopatoldgicos foram meningoencefalite linfoplas-
mocitaria associada com corpusculos de Negri em 86,6%
dos casos. Todos os casos foram positivos na imuno-his-
toquimica para raiva, cujas reagdes foram mais eviden-
tes no tronco encefélico, incluindo bulbo, ponte e mesen-
céfalo, além de géanglio trigémeo. A imuno-histoquimica
demonstrou o virus da raiva em axodnios, dendritos e
pericario de neurdnios, como agregados de granulos ou
em formacdes arredondadas associadas com numeros
variaveis de corpusculos de inclusao virais nos neurdni-
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0s. Houve também marcac&o nos neurdnios de Purkinje
e de seus processos na camada molecular, nos nicleos
do tronco encefélico e camada profunda do cortex telen-
cefalico. A imuno-histoquimica pode ser importante ferra-
menta diagnodstica no diagnostico da raiva, especialmen-
te em situagdes nas quais ndo € possivel manter refrige-
racdo adequada das amostras e em casos com meningo-
encefalite ndo-supurativa e auséncia de corpusculos de
incluséo.

TERMOS DE INDEXACAO: Lyssavirus, raiva, imuno-histoqui-
mica, doencgas de bovinos.

INTRODUCAO

A raiva é uma zoonose causada por um Lyssavirus
(Radostits et al. 2002, Rodriguez et al. 2007) que ocorre
em quase todo o mundo. Na América do Sul, o principal
transmissor é o morcego hematéfago Desmodus rotundus
(Martinez-Burnes et al. 1997, Rodriguez et al. 2007) que
transmite a doenca pela mordida, cuja saliva contém o
virus (Summers et al. 1995). No Brasil, bovinos e equinos
sdo as espécies mais afetadas (Peixoto et al. 2000). A
raiva pode cursar com uma forma furiosa e uma paraliti-
ca. A furiosa é mais frequente em caninos e apresenta
lesBes no cortex cerebral, hipocampo e tadlamo (Sureau
etal. 1991). A paralitica € mais comum em bovinos e esta
associada com lesdes na medula espinhal, tronco ence-
falico e cerebelo (Batista et al. 2007, Fernandes & Riet-
Correa 2007). Os principais sinais clinicos em bovinos
incluem incoordenacéo (Radostits et al. 2002, Langohr et
al. 2003, Reis et al. 2003, Lima et al. 2005), paresia dos
membros pélvicos (Rondon et al. 1995, Riet-Correa et al.
2002, Barros et al. 2006) e toracicos (Lima et al. 2005),
decubito esternal ou lateral e morte (Langohr et al. 2003,
Lima et al. 2005, Rech 2007).

As lesBes de raiva sé@o geralmente limitadas ao siste-
ma nervoso central (SNC) (Jubb & Huxtable 1993). N&o
hé lesGes macroscoépicas significativas (Fernandes & Riet-
Correa 2007). Os achados histopatolégicos mais impor-
tantes incluem meningoencefalite e meningomielite linfo-
plasmocitaria (Perl & Good 1991, Fernandes & Riet-Correa
2007) associadas com ganglioneurite nos ganglios e ner-
vos cranianos e espinhais (Jubb & Huxtable 1993,
Swanepoel 2004, Rech et al. 2006). A confirmacéo do di-
agnostico pode ser feita pela observacdo de corpusculos
de incluséo intracitoplasméticos (corpusculo de Negri) no
exame histopatoldgico (Callan & Van Metre 2004) ou por
imunofluorescéncia direta (IFD) e inoculac&o intracere-
bral em camundongos. Devido sua rapidez (horas) e
acurdcia (sensibilidade e especificidade proximas a
100%), a IFD é o teste padrdo utilizado para o diagndéstico
da raiva (Zimmer et al. 1990, Rodriguez et al. 2007, Tei-
xeira et al. 2008). A inoculacédo intracerebral em camun-
dongos é prova diagnéstica complementar com alta sen-
sibilidade, mas demorada, se comparada a IFD (Germano
et al. 1977). A imuno-histoquimica (IHQ) é de facil utiliza-
¢do em amostras fixadas em formol, diminuindo o risco
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de alteracdes autoliticas comprometerem o diagndstico
(Radostits et al. 2002, Arslan et al. 2004, Pedroso et al.
2008). Além disso, tem sido empregada em estudos de
patogenia e diagndstico da doenga em humanos e ani-
mais (Jackson & Reimer 1989, Hamir et al. 1992, Hamir
et al. 1996, Lépez et al. 1998/2001, Woldehiwet 2005).
Este estudo retrospectivo identificou as regides do siste-
ma nervoso em que houve marcacao imuno-histoquimica
do antigeno da raiva, além de descrever outros aspectos
clinicos e patolégicos observados em 15 casos naturais
de raiva bovina provenientes das Regides Sul e Centro-
Oeste do pais.

MATERIAL E METODOS

Este estudo incluiu dados de 15 casos de bovinos naturalmente
infectados com virus da raiva e mortos pela doenca. Oito casos
foram provenientes do Laboratério de Patologia Veterinaria da
Universidade Federal de Mato Grosso (LPV-UFMT) e os demais
sete, do Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS). Apds corte longitudinal,
metade do encéfalo de cada animal foi fixado (entre 24 horas e
uma semana) em formol 10% e submetido a 12 cortes
transversais (adaptado de Rech 2007). Os cortes transversais
analisados neste estudo foram medula espinhal cervical (MC),
bulbo na altura do ébex (BO), ponte na altura dos pedunculos
cerebelares (PO), mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais
(ME), talamo (TA), cerebelo (CE), cortex frontal (CF), cortex
parietal (CP), cértex temporal (CT), cortex occipital (CO), e
hipocampo (HC). O ganglio trigémeo (GT) foi testado em sete
casos. Os cortes foram processados de forma rotineira para
histologia, cortados a 5um de espessura e corados pela
hematoxilina e eosina (HE). Cortes histolégicos de cada uma
dessas regides foram submetidos & técnica de IHQ para raiva,
conforme descri¢do anterior (Pedroso et al. 2008). Utilizou-se
recuperacao antigénica com calor e solu¢éo de tampéo citrato
10mM (pH 6,0) e anticorpo primario policlonal (anti-rabies
polyclonal Chemicon #5199, adaptado de Rech 2007) na diluigdo
de 1:1000 em PBS (phosphate buffered saline), durante 60
minutos em estufa a 37°C. Para revelagdo, empregou-se
cromogeno vermelho (Vector Laboratories®, NovaRED, 94010,
Ingold Road 30, Burlingame, CA, EUA) por 5 minutos ou até o
corte ficar vermelho-tijolo. Subsequentemente, as laminas foram
contra-coradas com hematoxilina de Harris por 1 minuto,
avaliadas em microscépio 6ptico quanto a intensidade e
distribuicdo das marcacgdes. As diferentes intensidades de
marcagao foram atribuidos os graus de 0 (ausente), 1 (leve), 2
(moderado) e 3 (acentuado). Amostras de SNC de um caso de
raiva bovina confirmado por IFD, inoculagdo intracerebral em
camundongo e IHQ serviram como controle positivo. Todas as
amostras utilizadas foram negativas para herpesvirus bovino
tipo 5 pela técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR).

RESULTADOS

Apenas dois, dos 15 casos estudados nao foram testa-
dos por IFD. Todos os testados foram positivos. Bovinos
com idade de 4 meses a 8 anos foram afetados; a idade
média foi 3 anos e 7 meses. Os casos provenientes de
Mato Grosso eram da raga Nelore (5/8) ou sem indicagéo
de raga (3/8) e os do Rio Grande do Sul eram mesticos
(3/7), Jersey (1/7), Holandés (1/7), Caracu (1/7) e um caso
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sem informacéo de raga. O curso clinico variou de trés a
sete dias. A forma paralitica foi a manifestacdo clinica
observada e se caracterizou por incoordenag&do motora
(9/15), movimentos de pedalagem (9/15), paresia e para-
lisia dos membros pélvicos (8/15), decubito lateral (8/15)
e esternal (7/15), opistotono (5/15) e morte (15/15). Rela-
tou-se também sialorréia (7/15), agressividade (3/15) e
nistagmo (1/15).

Os principais achados histopatolégicos foram meningo-
encefalite e ganglionite com manguitos perivasculares com-
postos por linfécitos e plasmdcitos, neuronofagia e gliose.

Cromatolise central e vacuolizagdo em neurénios também
foi observada em cinco casos no ganglio trigémeo. Corpus-
culos de incluséo intracitoplasmaticos eosinofilicos (corpus-
culos de Negri) foram observados em 86,6% (13/15) dos
casos, principalmente nos neurdnios do ganglio trigémeo
(6/7) e neurbnios de Purkinje do cerebelo (10/15).

Os resultados observados a imuno-histoquimica dos
cortes seriados do sistema nervoso central estao apre-
sentados no Quadro 1. Houve marcagédo do antigeno
rabico em todos os cortes de bulbo na altura do ébex,
ponte, mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais e

ity Tt e S 7 v _;

Fig.1. MarcacGes de antigeno da raiva em formacdes de agre-
gados de granulos no mesencéfalo. Imuno-histoquimica,
método biotina-estreptavidina-peroxidase, obj.40x.

Fig.2. Imunomarcagao do antigeno da raiva em forma de cor-
pusculos de incluséo no pericario (seta) de neurdnio da pon-
te. Imuno-histoquimica, método biotina-estreptavidina-
peroxidase, obj.40x.

Fig.3. Imunomarcagédo para raiva nos neurdnios de Purkinje do
cerebelo e de seus dendritos na camada molecular. Imuno-
histoquimica, método biotina-estreptavidina-peroxidase,
0bj.20x.

Fig.4. Ganglio trigémeo. Imunomarcacéo para virus da raiva
em neurdnio integro (seta). Imuno-histoquimica, método bi-
otina-estreptavidina-peroxidase, obj.20x.

Fig.5. Neurbnio do ganglio trigémeo em neuronofagia (seta)
imunomarcado. Imuno-histoquimica, método biotina-estrep-
tavidina-peroxidase, obj.40x.
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Quadro 1. Locais e intensidade de marcagdes imuno-histoquimicas em cortes
histol6gicos de SNC de bovinos naturalmente afetados por raiva

Bovino Mc2& BoP poc MEY TA® CEf CF9 cPM cTi col  Hck GT
nO
1 am 1 2n 2 o° 1 0 1 0 0 0 1
2 0 3P 3 3 3 0 0 3 0 2 1 1
3 2 3 3 2 3 0 1 0 0 3 2 NA
4 NA NA 3 3 3 3 2 1 2 1 2 NA
5 NA 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
6 2 3 1 2 0 3 3 3 3 3 3 NA
7 2 1 3 2 2 2 1 3 3 2 1 NA
8 NA 3 3 2 3 1 3 3 2 0 0 NA
9 NA 1 1 1 2 3 3 0 0 0 0 NA
10 NA 3 2 2 1 1 1 NA  NA 0 NA 3
11 NA 2 3 3 3 2 3 3 3 2 1 NA
12 1 NA 1 1 2 1 1 1 1 1 1 NA
13 2 2 3 2 2 2 3 3 2 3 2 1
14 1 3 3 3 0 1 2 3 3 3 3 3
15 1 3 3 3 1 3 1 2 1 1 2 2
IM 1,33 238 246 226 186 1,73 1,8 2,07 164 16 15 2

amedula espinhal cervical, Pbulbo na altura do ébex, ®ponte com pedunculos cerebelares, 9mesencéfalo
na altura dos coliculos rostrais, etalamo, fcerebelo, 9cértex frontal, cértex parietal, icortex temporal,
icértex occipital, khipocampo, 'ganglio trigémeo, Mmarcacéo leve, "marcacéo moderada, auséncia de
marcacao, Pmarcagdo acentuada, NA: seccéo do SNC néo avaliada, IM: intensidade média de marca-

¢ao imuno-histoquimica por regido do SNC.

Fig.6. Cortes seriados empregados no estudo histoldgico e imuno-
histoquimico de bovinos com raiva: medula espinhal cervical
(MC), seccgao do bulbo na altura do 6bex (BO), ponte com
pedunculos cerebelares (PO), mesencéfalo na altura dos
coliculos rostrais (ME), talamo (TA), cerebelo (CE), cortex
frontal (CF), cortex parietal (CP), cortex temporal (CT), cortex
occipital (CO) e hipocampo (HC). Os pontos vermelhos re-
presentam os locais de marcag&o imuno-histoquimica.

ganglio trigémeo. Outras areas consistentemente marca-
das incluiram medula espinhal cervical (88,88%), cere-
belo e coértex frontal (86,66%), cortex parietal (85,71%),
talamo (80%) e hipocampo (78,57%). A IHQ demonstrou
0 virus da raiva no pericario, axénio e dendritos de neur6-
nios, como agregados de granulos (Fig.1) ou em forma-
¢Oes redondas ou ovais (Fig.2) associadas com numeros
variaveis de corpusculos de inclusdo virais nos neurdni-
0s. No cerebelo, houve marcacéo nos neurdnios de Purkin-
je e de seus processos na camada molecular (Fig.3), nos
nucleos do tronco encefalico e camada profunda do cortex
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telencefalico. No ganglio trigémeo, observou-se marca-
¢do em neurdnios integros (Fig.4) e com neuronofagia
(Fig.5). As regides de marcacao IHQ nos cortes seriados
do sistema nervoso estdo representadas na Figura 6.

DISCUSSAO

O diagndstico de raiva nesses casos foi baseado nas le-
s@es histopatoldgicas e nos resultados de IFD (13 casos)
e imuno-histoquimica. As alteracdes histopatolégicas aqui
observadas e caracterizadas por meningoencefalomielite
linfoplasmocitaria e ganglionite com corpusculos de in-
cluséo viral foram semelhantes as descritas anteriormen-
te (Herzog 1965, Jubb & Huxtable 1993, Langohr et al.
2003, Rech et al. 2006). InclusGes em neurbnios sao, na
maioria das vezes, caracteristicas de doencgas virais. Ape-
sar de caracteristicos na raiva, os corpusculos de Negri
podem ndo ser visualizados em até 30% dos casos da
doencga levando-se em consideracao as varias espécies
afetadas (Perl & Good 1991, Jubb & Huxtable 1993, Rech
2007). Corpusculos de incluséo viral foram encontrados
em 86,6% dos casos, principalmente no pericario dos
neurdnios, tanto dos normais, quanto dos degenerados e
necréticos, mas também nos axdnios e dendritos. Em
bovinos, os corpusculos de Negri sao frequentemente
observados nos neurdnios de Purkinje (Summers et al.
1995), Os principais locais com corpusculos de Negri neste
estudo foram o ganglio trigémeo (85,7%) e neurbnios de
Purkinje do cerebelo (66,6%). Esses dois resultados con-
firmam os estudos anteriores que mencionam a maior fre-
guéncia de corpusculos de inclusédo nos neurdnios de
Purkinje do cerebelo (Langohr et al. 2003, Lima et al. 2005)
e no ganglio trigémeo (Rech et al. 2006).

Corpusculos de inclusao viral (os maiores e arredon-
dados) foram mais facilmente observados a imuno-histo-
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guimica que a coloracao HE. A demonstracdo do antige-
no viral pela IHQ tem sido associada com aumento da
chance de diagnostico da doenca (Vural et al. 2001). A
principal forma de marcagéo do virus da raiva no estudo
IHQ se caracterizou por agregados de granulos peque-
nos distribuidos no citoplasma de neurénios. As regides
do SNC de bovinos afetados naturalmente por raiva que
demonstraram marcacdo do antigeno da raiva mais evi-
dente foram, em ordem decrescente, ponte, bulbo, me-
sencéfalo, cortex parietal e ganglio trigémeo. Neste estu-
do, o ganglio trigémeo foi uma importante area de deteccao
do antigeno rébico na IHQ, porém nédo tem sido utilizado
na prova de IFD. A expressiva marcacao viral nesses lo-
cais pode ser explicada pela propagacéo axonal centripeta
do virus da raiva até o SNC (Swanepoel 2004), onde os
virus que seguem via neurdnios motores chegam aos
cornos ventrais da medula espinhal e nlcleos motores do
tronco encefalico (Fernandes & Riet-Correa 2007).

Todos os bovinos deste estudo tiveram marcacéo IHQ
de antigeno do virus da raiva, incluindo as amostras fixa-
das em formol de dois casos que nédo foram submetidos a
IFD. Tal situacéo pode ocorrer quando ndo € possivel
manter refrigeracdo adequada das amostras de tecidos
por tempo prolongado, principalmente em regides do pais
onde ha deficiéncias de transporte e estradas e/ou se lo-
calizam a longas distancias de centros de diagndéstico
veterinario, uma vez que o procedimento padrao para o
diagnéstico da raiva exige a utilizacdo de material fresco
refrigerado. A IHQ tem sido empregada para o diagnésti-
co de muitas infecc¢des virais (Jogai et al. 2000) e para a
visualiza¢do de quantidade, distribuicdo e localizagcéo
celular de epitopos em cortes histolégicos (Haines & West
2005). Possibilidades diagnosticas para raiva tém sido
registradas como da ordem de 87-98% pela IHQ e 87-
100% pela IFD (Zimmer et al. 1990, Vural et al. 2001).
Outra aplicacao importante para a IHQ no diagnéstico da
raiva inclui casos de meningoencefalite ndo-supurativa nos
quais corpusculos de inclusdo ndo sédo observados. Este
estudo enfatiza a importancia da IHQ na demonstracao
do antigeno da raiva em cortes histolégicos de sistema
nervoso central de bovinos afetados pela doenca, espe-
cialmente nos casos que ndo puderam ser submetidos a
imunofluorescéncia direta ou inoculacéo intracerebral em
camundongos, além de contribuir no diagnostico quando
os resultados de IFD e inoculacéo intracerebral em ca-
mundongos sédo negativos. A marcacdo viral consistente
do antigeno da raiva no tronco encefalico de 15 casos
naturais de raiva bovina também permite concluir que esta
area do encéfalo deve ser a area de escolha para futura
selecdo de cortes para imuno-histoquimica.
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