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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de P6s-Graduagao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

ALTERACOES NO ENCEFALO DE BOVINOS SUBMETIDOS A
VIGILANCIA DAS ENCEFALOPATIAS ESPONGIFORMES
TRANSMISSIVEIS

AUTORA: Raquel Rubia Rech
ORIENTADOR: Claudio Severo Lombardo de Barros
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 23 de fevereiro de 2007.

Este estudo derivou do exame macroscopico e microscopico de 3.338 encéfalos de bovinos, realizado
entre 2001-2005, como parte do programa de vigilancia para a encefalopatia espongiforme bovina (BSE) do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Este trabalho foi realizado no Laboratorio de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria (LPV/UFSM), que ¢ o laboratério de referéncia
nacional para o diagndstico da BSE e outras encefalopatias espongiformes transmissiveis e foi dividido em
quatro partes. Inicialmente, sdo descritos os principais eventos relacionados a etiologia, epidemiologia, sinais
clinicos, patologia e controle da BSE para dar ao leitor uma idéia da situacao que levou o MAPA a implantar
esse programa de vigilancia. Na segunda parte, ¢ explicado em detalhes o funcionamento do programa de
vigilancia para a BSE no Brasil, com as principais instrugdes determinadas pelo MAPA relacionadas a esse
programa incluidas em anexos. A terceira parte descreve os achados macro e microscopicos observados nos
3.338 encéfalos examinados. No exame macroscopico foram considerados os seguintes aspectos: distribui¢do,
cor, tamanho e consisténcia e outros aspectos gerais de alteragdes particulares. A andlise macroscdpica também
incluiu descrigdes de ndo-lesdes (estruturas anatdmicas normais que podem ser interpretadas como lesdes),
lesGes de pouco significado clinico, alteragdes postmortem e outros artefatos. Todas essas alteracdes podem
confundir o patologista durante o exame do sistema nervoso central (SNC). Essa mesma metodologia foi
utilizada para descrever os achados microscépicos, incluindo a descrigdo de componentes normais do SNC e
suas reacdes a lesdo. A quarta secdo ¢ constituida pelos trabalhos publicados que resultaram do exame
histologico desses 3.338 encéfalos durante o programa de vigilancia para a BSE nesses 5 anos. Os trabalhos
foram divididos em dois grupos: o primeiro grupo inclui os trabalhos que sdo parte direta desta tese e nos quais a
autora da tese (Rech R.R.) ¢ o primeiro autor. Estes trabalhos sdo: 1) Rech R.R. et al. 2004. Meningoencefalite
granulomatosa em bovinos em pastoreio de ervilhaca (Vicia spp). Pesq. Vet. Bras. 24:169-172, 2) Rech R.R. et
al. 2005. Febre catarral maligna em bovinos no Rio Grande do Sul: epidemiologia, sinais clinicos e patologia.
Pesq. Vet. Bras. 25:97-105, 3) Rech R.R. et al. 2006. Histomorfologia do ganglio de Gasser, da rete mirabile
carotidea e da hip6fise de bovinos: estudo de 199 casos. Pesq. Vet. Bras. 26:105-111, 4) Rech R.R. et al. 2006.
Intoxicagdo por Solanum fastigiatum (Solanaceae) em bovinos: epidemiologia, sinais clinicos e morfometria das
lesGes cerebelares. Pesq. Vet. Bras., 26:183-189, 5) Rech et al. 2006. Raiva em herbivoros: 27 casos. Encontro
Nacional de Laboratdrios de Diagnostico Veterindrio, Campo Grande, p. 43-44, ¢ 6) Rech R.R. et al. 2007.
Poisonous plants affecting the central nervous system (CNS) of cattle in Brazil, p. 238-243. In: Panter K.E.;
Wierenga T.L. & Pfister J.A. (ed.). Poisonous Plants: Global Research and Solutions. Wallingford: CAB
International. O segundo grupo inclui trabalhos onde foi utilizado material do programa de vigilancia da BSE,
mas que foram desenvolvidos por outro estudante de pos-graduacdo do LPV/UFSM e no qual a autora da tese é
co-autora. Estes trabalhos sdo: 1) Rodrigues A. et al. 2005. Babesiose cerebral em bovinos: 20 casos. Ciéncia
Rural 35:121-125, 2) Barros R.R. et al. 2006. Intoxica¢do por Ramaria flavo-brunnescens (Clavariaceae) em
bovinos. Pesq. Vet. Bras. 26:87-96, 3) Rissi D.R. et al. 2006. Epidemiologia, sinais clinicos e distribui¢do das
lesdes encefalicas em bovinos afetados por meningoencefalite por herpesvirus bovino-5. Pesq. Vet. Bras.
26:123-132, ¢ 4) Barros R.R. et al. 2006. Carcinoma de células escamosas no olho de bovino com invasdo
cerebral através dos nervos cranianos. Ciéncia Rural 36:1651-1654. Durante parte do programa de doutorado, a
autora realizou o programa de intercimbio com bolsa-sanduiche da CAPES por 10 meses (03/2006 a 12/2006)



na The University of Georgia em Athens, Estados Unidos. Durante esse periodo, foi desenvolvido um protocolo
de imunoistoquimica para a detec¢do de antigeno da raiva em blocos de parafina com encéfalos fixados em
formol. A descrigdo desse protocolo e os resultados parciais desse trabalho estdo incluidos nesta tese. A maioria
das conclusdes desta tese estdo nos trabalhos acima citados. Conclusdes adicionais sdo que 0 MAPA programou
e colocou em funcionamento um sistema de vigilancia para a BSE relativamente eficiente. No entanto, pontos
fracos do programa incluem um insuficiente numero de encéfalos encaminhados aos laboratérios credenciados
de bovinos que testaram negativo para raiva nos laboratérios oficiais de diagndstico de raiva no Brasil, de
bovinos importados e de bovinos submetidos ao abate de emergéncia em frigorificos com servigo de inspegdo
federal. Do material examinado durante esses 5 anos, as doengas inflamatorias mais freqiientes na regido de
abrangéncia do LPV/UFSM foram raiva, meningoencefalite por herpesvirus bovino-5 e febre catarral maligna, e
as doengas degenerativas mais comuns sdo encefalopatia hepatica e intoxicagdo por Solanum fastigiatum.

Palavras-chave: doencgas de bovinos, neuropatologia veterinaria.
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This study stems from the findings during the gross and histopathological exam of 3,338 cattle brains as
part of the bovine spongiform encephalopathy (BSE) active surveillance program of the Brazilian Ministry of
Agriculture, Livestock and Supply (MAPA) from 2001-2005. The work was carried out in the Veterinary
Pathology Laboratory (LPV) of the Federal University of Santa Maria (UFSM) which is the national reference
laboratory for the diagnosis of BSE and other transmissible spongiform encephalopathies. This work is presented
in four parts. Initially the key events about the significance, etiology, epidemiology, clinical signs, pathology,
and control of BSE are presented in order to provide the reader with the background that led the MAPA to
develop this surveillance program for BSE. In the second part, the mechanics of the surveillance program are
explained in detail and most of the written rules and ordinances issued by MAPA in order to strength the
surveillance for BSE are included as annexes. The third part deals with the gross and histopathological
examinations of the 3,338 cattle brains. Both gross and histopathological methodologies are described. Gross
exam considered distribution, color, form, size, consistency and other general aspects of any particular change.
Gross examinations included also non-lesions (anatomical normal structures that may be interpreted as lesions),
lesions of limited or no clinical significance, postmortem changes and other artifacts. All these are considered
pitfalls in the examination of the central nervous system (CNS). Accordingly equivalent pitfalls were described
in the histopathological examination; additionally the normal CNS components are described together with their
general reactions to injury. In the fourth part of the work, copies of papers that resulted from the systematic
examination of 3,338 cattle brains during the BSE active surveillance program are included. The papers are
allotted to two groups: the first group includes those primary papers that are a direct part of this thesis and in
which the thesis’ author is the senior author. These papers are: 1) Rech R.R. et al. 2004. Granulomatous
meningoencephalitis in cattle grazing vetch (Vicia spp). Pesq. Vet. Bras. 24:169-172, 2) Rech R.R. et al. 2005.
Malignant catarrhal fever in cattle in Rio Grande do Sul, Brazil: Epidemiology, clinical signs and pathology.
Pesq. Vet. Bras.25:97-105, 3) Rech R.R. et al. 2006. Histomorphology of the Gasserian ganglion, carotid rete
mirabile and pituitary gland in cattle: A study of 199 cases. Pesq. Vet. Bras. 26:105-111, 4) Rech R.R. et al.
2006. Poisoning by Solanum fastigiatum (Solanaceae) in cattle: Epidemiology, clinical signs and morphometry
of cerebellar lesions. Pesq. Vet. Bras., 26:183-189, 5) Rech et al. 2006. Rabies in herbivores: 27 cases.
Proceedings of the Annual National Meetings Veterinary Diagnostic Labs in Brazil, March 2006 (Abstract) and
6) Rech R.R. et al. 2007. Poisonous plants affecting the central nervous system (CNS) of cattle in Brazil, p. 238-
243. In: Panter K.E.; Wierenga T.L. & Pfister J.A. (ed.). Poisonous Plants: Global Research and Solutions.
Wallingford: CAB International. The second group of papers includes those that derived from the surveillance
BSE program but were developed by another Graduate Student of the LPV/UFSM and in which this thesis’
author (RR) is a co-author. These papers are: 1) Rodrigues A. et al. 2005. Cerebral babesiosis in cattle: 20 cases.
Ciéncia Rural.35:121-125, 2) Barros R.R. et al. 2006. Ocular squamous cell carcinoma in a cow with cerebral
invasion through cranial nerves. Ciéncia Rural 36:1651-1654, 3) Barros R.R. et al. 2006. Poisoning by Ramaria
flavo-brunnescens (Clavariaceae) in cattle. Pesq. Vet. Bras. 26:87-96 and 4) Rissi D.R. et al. 2006.
Epidemiology, clinical signs and distribution of the encephalic lesions in cattle affected by meningoencephalitis
caused by bovine herpesvirus-5. Pesq. Vet. Bras. 26:123-132. During part of the Graduate Program that led to
this Thesis the author stayed for 10 months in a CAPES-Sandwich-Fellowship in The University of Georgia at



Athens, USA where a protocol for immunohistochemistry (IHC) for detection of rabies antigen in formalin fixed
paraffin blocks from bovine brain was established under the supervision of Prof. Corrie Brown. The description
of this protocol and the partial results of the IHC diagnosis for rabies in cattle are included in the text of this
Thesis. Most of the conclusions drawn from the work presented here are detailed in the papers listed above.
Additionally conclusions are that the MAPA design and implemented an adequate system for BSE surveillance.
Weak points in the program are that not enough samples from cattle that tested negative in the official
laboratories for rabies diagnosis in Brazil, from imported cattle and from cattle submitted to emergence slaughter
in abattoirs under federal Meat Inspection are arriving at the LPV/UFSM. From the material examined, it was
also concluded that the more frequent inflammatory diseases in the brain of cattle are rabies,
meningoencephalitis by bovine herpesvirus 5 and malignant catarrhal fever and the more frequent degenerative
diseases are hepatic encephalopathy and poisoning by Solanum fastigiatum.

Key words: diseases of cattle, veterinary neuropathology.
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1 INTRODUCAO

Em 1986, casos de uma doenca com sinais clinicos peculiares e lesdes
histologicas caracteristicas no encéfalo foram observados em bovinos por veterinarios
ingleses e pesquisadores do Central Veterinary Laboratory de Weybridge, na Inglaterra.
Essa doenga foi rapidamente classificada como uma nova encefalopatia espongiforme
(Wells et al. 1987) e foi denominada como encefalopatia espongiforme bovina (BSE). O
que de inicio era apenas mais uma curiosidade do restrito numero de doencas
neurologicas de bovinos, transformou-se, nos anos subseqiientes, em uma epidemia
catastrofica. A percep¢do negativa da epidemia atingiu seu climax quando, em 1996,
foram relatados, no Reino Unido, os 10 primeiros casos de uma nova forma de
encefalopatia espongiforme em pessoas (a variante da doenga de Creuztfeldt-Jakob -
vCJID) (Will et al. 1996) que apresentava solidas evidéncias de ser relacionada a
ingestao de alimentos oriundos de bovinos infectados pelo agente da BSE; a doenca dos
bovinos passava entdo a ser percebida ndo s6 como uma doenga epidémica, mas
também como uma zoonose.

O Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento do Brasil (MAPA)
reconheceu em seguida que teriam de ser adotadas medidas de vigilancia que
impedissem a entrada da BSE no pais e, a0 mesmo tempo, permitissem seu rapido
reconhecimento e controle caso essa introducdo ocorresse. O Laboratorio de Patologia
Veterindria (LPV) do Departamento de Patologia (DP) da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM) foi um colaborador de primeira hora do MAPA e ja em janeiro de
1991 um docente do LPV/UFSM (Prof. Claudio Barros) fez parte de uma missdo a
Inglaterra para avaliar a situagdo da BSE. Em 2001, o LPV/UFSM comecou a liderar a
organizacdo de uma rede de laboratorios para diagnostico diferencial de doencas do
sistema nervoso central (SNC) de bovinos (incluindo BSE), ministrando cursos em
varios locais do Brasil e editando manuais sobre a doenga. O LPV/UFSM tornou-se o
laboratério de referéncia nacional do MAPA para o diagnostico das encefalopatias
espongiformes transmissiveis. Isso levou a um aumento no namero de encéfalos
examinados pelo laboratorio e criou uma oportunidade para que assuntos relacionados a
patologia do SNC de bovinos fossem estudados de maneira criteriosa e sistematica. Este

trabalho ¢ o resultado desse estudo realizado em cinco anos (2001-2005).
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De janeiro de 2001 até dezembro de 2005, foram examinados no LPV/UFSM,
3.338 encéfalos de bovinos. Esse material formou o nucleo central deste estudo. Todos
os encéfalos foram avaliados para determinar a morfologia, a distribuicdo e a freqiiéncia
de alteragdes do SNC de bovinos, a fim de fornecer dados uteis que facilitem a
interpretagao dessas alteracdes por patologistas que tém a tarefa de examinar o SNC de
bovinos para fins de diagnodstico. Além disso, pretendeu-se fazer uma breve revisdao
histérica da BSE para coloca-la no contexto desse estudo e descrever os métodos de
vigilancia adotados pelo governo brasileiro para evitar a introdugdo da doenca no pais.
O trabalho foi entdo dividido em quatro partes: 1) revisdo bibliografica sobre a BSE; 2)
descricdo do programa de vigilancia para BSE instituido pelo MAPA; 3) descrigdo e
interpretacdo das alteracdes relacionadas as doencas, ndo-lesdes e alteracdes incidentais
do SNC dos bovinos examinados desde 2001 até 2005, e 4) publicagdo de trabalhos
cientificos de algumas doengas e lesdes observadas durante o servigo de vigilancia, com
énfase na descri¢ao de achados epidemioldgicos, clinicos e anatomopatoldgicos que
facilitem o diagnostico diferencial das doencgas que afetam o SNC de bovinos na area de

abrangéncia do LPV/UFSM.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ENCEFALOPATIA ESPONGIFORME BOVINA (BSE)

2.1.1 BSE, uma auséncia marcante

Desde seu reconhecimento oficial em novembro de 1986 (Wells et al. 1987) a
BSE tem assombrado pessoas de varios paises por diferentes razdes. Mesmo em paises
como o Brasil, onde existe uma vigilancia relativamente eficiente para a BSE e onde
essa doenca jamais foi diagnosticada, os consumidores de carne, as autoridades
sanitarias, os profissionais da veterindria e outros segmentos da sociedade convivem
com o espectro ameagador da BSE, mormente agora em que se sabe que a doenca ¢ uma
zoonose (Will et al. 1996, Almond & Pattison 1997, Hill et al. 1997). Embora ausente
do pais, sua ameaga constante tem levado os governos brasileiros a investir
consideraveis somas de dinheiro em métodos de vigilancia e controle da BSE. Em razao
disso, durante os quase 20 anos de seu reconhecimento, a doencga levou pesquisadores e
veterindrios em geral a olhar com mais interesse e cuidado para as doengas do sistema
nervoso central (SNC) em bovinos.

Sem duvida, uma grande parte do material apresentado nesta tese ¢ o subproduto
da persegui¢do a uma doenca que nunca foi encontrada. No entanto, pelo caminho
encontraram-se outras enfermidades e lesdes que enriqueceram a nossa casuistica de
doencas do SNC de bovinos e a nossa compreensdo da anatomia, histologia e patologia
desse sistema tdo complexo. Esses acréscimos ao nosso conhecimento sobre o normal e
o alterado no SNC de bovinos sdo relatados nas segdes seguintes. Mas, pelo exposto

acima ¢ justificavel que, antes disso, se faga uma breve revisdo sobre a BSE.

2.1.2 Definicéo

A BSE ¢ uma doeng¢a neurodegenerativa progressiva de bovinos (Stevenson et
al. 2000). Casos foram observados pela primeira vez em 1985-86 na Inglaterra, em
bovinos que provavelmente haviam se infectado quando bezerros no inverno de 1981-

1982 (Collee & Bradley 1997a). A BSE ¢ caracterizada clinicamente por nervosismo,
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reagdo exagerada a estimulos externos, dificuldade de locomogao, principalmente nos
membros pélvicos (Wells et al. 1987), e recebeu logo de inicio a denominagao
coloquial de “doenca da vaca louca”. Pertence a um grupo de doengas denominadas
encefalopatias espongiformes transmissiveis (TSEs) ou doengas pridnicas, i.€,
causadas por prions (Woolhouse & Anderson 1997, Foster et al. 2001, Weissman et al.
2002, Soto 2004, Weissman 2004, Johnson 2005, Mabbot & McPherson 2006, Saa et
al. 2006). As TSEs ocorrem em seres humanos (Quadro 1) e animais (Quadro 2) e
caracterizam-se por serem doengas neuroldgicas progressivas e invariavelmente fatais,
apresentarem um longo periodo de incubagdo (meses ou anos), desenvolver lesdes
(alteracdes espongiformes) restritas ao SNC, serem transmissiveis natural ou

experimentalmente e ndo induzirem resposta imune-inflamatoria.

Quadro 1. Encefalopatias espongiformes transmissiveis (TSEs) em pessoas

Doenga esporadica Doenga de Creutzfeldt-Jakob (CJID).

(sem antecedentes prévios conhecidos) Ocorre em todo 0 mundo com uma
incidéncia de cerca de um caso por um
milhdo de pessoas

Doenga adquirida pela contamina¢do com |Kuru (canibalismo, epidémica na
o agente infeccioso populagdo Foré de Papua-Nova Guin¢)

CJD iatrogénica (transplantes,
administracdo de hormonios)

Nova variante da CJD (vCJD, ingestdo de
alimentos contaminados pelo agente da

BSE)
Doenga familiar CJD familiar. Representa 10%-15% de
(herdada geneticamente) todos os casos de CJD

Sindrome de Gerstmann-Straussler-
Scheinker (GSS). Incidéncia de cerca de
um caso por 10 milhdes de pessoas

Insonia fatal familiar

Doengas pridonicas atipicas. Nao se ajustam
facilmente aos critérios diagnosticos das
TSEs

Reproduzido de Ridley R.M. & Baker H.F. 1998. Fatal protein. The story of CJD, BSE and other prion
diseases, p. 3. Oxford University Press, Oxford, England. 249p.
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Quadro 2. Encefalopatias espongiformes transmissiveis (TSEs) em animais

Scrapie

Doenga endémica rara de ovinos e caprinos.
Considerada o prototipo das TSEs

Encefalopatia transmissivel dos
visons (TME)

Doenga de visons criados para fins comerciais
(pele). Provavelmente causada pela
alimentacao dos visons com carne de ovelha
contaminada com scrapie

Doencga depauperante cronica
(CWD)

Doenga de origem obscura que afeta alces
selvagens e em cativeiro nos Estados Unidos e
Canada

Encefalopatia espongiforme dos
bovinos (BSE)

Doenca epidémica em bovinos de leite,
principalmente no Reino Unido. Causada
provavelmente pela alimentacdo de bovinos
com ragdes contendo restos de ovinos
infectados por scrapie, de bovinos infectados
por BSE ou de ambos

Encefalopatia espongiforme felina
(FSE)

Doenca observada em gatos domésticos e em
alguns outros felideos selvagens em cativeiro
(puma, guepardo e ocelote). Causada
provavelmente pela alimentagdo desses
animais com ra¢ao contendo material
contaminado por BSE

Encefalopatia espongiforme em
outras espécies

Identificada em varios ruminantes de zoologico
(por ex., kudu, orix arabe e cimitar). Causada
provavelmente pela alimentacdo desses
animais com ra¢ao contendo material
contaminado por BSE

Reproduzido de Ridley R.M. & Baker H.F. 1998. Fatal protein. The story of CJD, BSE and other prion
diseases, p. 8, Oxford University Press, Oxford, England. 249p.

2.1.3 Etiologia

A primeira transmissdo de uma TSE foi conseguida por cientistas franceses

(Cuillé & Chelle 1936), que inocularam um ovino intraocularmente com material de

cérebro de outro ovino afetado por scrapie. O animal do experimento desenvolveu a

doenca, mas somente 18 meses apods a inoculacdo, o que suscitou dividas entre causa e

efeito. No entanto, no ano seguinte a transmissibilidade das TSEs foi acidentalmente

confirmada quando um veterinario inoculou 18.000 ovinos na Escocia com uma vacina

contra uma doenca viral daquela regido, a louping ill (Ridley & Baker 1998). Essa

vacina era feita com um extrato de cérebro inativado com formol e uma partida fora

feita com cérebros de ovinos afetados por scrapie. Surpreendentemente, 2-3 anos apds

a vacinagdo, 35% do rebanho vacinado desenvolveu scrapie, naquela época ja uma

conhecida encefalopatia espongiforme de ovinos. Subseqiientemente, a scrapie foi
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experimentalmente transmitida para ovinos e camundongos. A semelhanga das lesdes
morfoldgicas de scrapie com uma TSE de humanos (Hadlow 1959) denominada Kuru,
que ocorria na Nova Guiné em pessoas que praticavam canibalismo ritualistico, levou
a suspeita da natureza infecciosa da doenga humana. Isso foi comprovado com a
reproducdo da Kuru em chimpanzés pela inoculagdo de homogenados de cérebros de
pessoas mortas por Kuru (Gajdusek et al. 1966). A confirmagao da transmissibilidade
de outra TSE humana, a doenga de Creutzfeldt-Jakob (CJD), foi um seguimento 6bvio
dessas pesquisas sobre a transmissibilide das TSEs (Gibbs et al. 1968). Assim essas
enfermidades comegaram a ser percebidas como um grupo distinto de doengas.

No entanto, a natureza do agente etioldgico era desconhecida e controversa e
permanece controversa até os dias de hoje. O agente foi inicialmente denominado
“virus lento” (Cho 1976) devido ao longo tempo decorrido entre a infec¢do e o
desenvolvimento dos sinais clinicos. Doengas produzidas por virus lentos ndo traziam
a cogni¢ao de doenca cronica, mas de doenga em que os eventos patogenéticos
desenvolvem-se em “camara lenta”. A teoria viral, embora desacreditada por muitos,
ndo foi ainda totalmente abandonada por alguns pesquisadores. No entanto, o agente
difere dos virus e de outros agentes convencionais. J& em 1967, pesquisadores
relataram que o agente da sScrapie era extremamente resistente a tratamentos que
normalmentre destruiam os acidos nucléicos, como a luz ultravioleta e radiacao (Alper
et al. 1967). Os achados desses autores indicavam que acidos nucléicos ndo eram
necessarios para a replicagdo do agente e conduziram a hipoteses alternativas. Uma
delas ¢ que o agente fosse um Vvirino, i.6, uma molécula de informagdo (muito
provavelmente um fragmento de acido nucléico) protegida por uma capa protéica
(Kimberlin 1982). As dimensdes diminutas do acido nucléico e a forte capa protéica
poderiam explicar a resisténcia aos procedimentos que normalmente destroem os
acidos nucléicos. Apesar disso, nenhum fragmento de acido nucléico foi encontrado
em mais de 30 anos de pesquisa que se seguiram.

Ja em 1967 foi proposto pela primeira vez que o agente responsavel pela
transmissdao da scrapie era apenas uma proteina capaz de replicar no organismo
(Griffith 1967). Esse trabalho langou a hipdtese conhecida hoje como “hipodtese de
apenas proteina” (protein only-hypothesis) que foi levada adiante pelos trabalhos de
Stanley Prusiner, que batizou a proteina de prion, sigla em inglés para (proteinaceous
infectious particle) (Prusiner 1982) ou PrP. As evidéncias para a “hipdtese de apenas

uma proteina” se acumularam ao longo dos anos subseqiientes e geraram a hipotese
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quase universalmente aceita como etiologia das TSEs. Foi demonstrado também que a
PrP pode existir em duas formas: a isoforma normal, um polipeptideo de 33-35 kd,
encontrada principalmente em neurdnios (denominada PrP°, ¢ de célula) ¢ uma
isoforma anormal, um polipeptidio de 27 a 30 kd denominado de PrP* (sc de scrapie, a
doenga prototipo das TSEs) que ¢ uma desfiguracdo na estrutura tridimensional da
proteina normal (PrP®). Embora o mecanismo de formagdo da PrP* ndo seja
completamente entendido, uma transformagdo pods-translacional da PrP¢ é sugerida
(Figura 1). Esse mecanismo propde que a PrP* atue como um molde sobre o qual a
estrutura da PrP® ¢é alterada: a disposi¢do espacial de aminoacidos em o-hélice
predominante em PrP° ¢ alterada para uma disposi¢do em placas B-plissadas,
caracteristicas da PrP*. Um glossario dos varios tipos de prions estda no Quadro 3 (Soto

2004).

Inoculagdo (transmissdo)

Alteracdo conformacional espontinea
Casos esporadicos

Casos hereditdrios

\ PrP¢

/ PrP¢ PrP¢
@ PrPp¢ PrP normal

Alteracio conformacional,
pode requerer outras proteinas
Converte PrPC em PrP5e

—+ Agrecados Formam placas
T amiléides

Figura 1. Nas encefalopatias espongiformes transmissiveis (ou doencas pridnicas), a PrP
(PrP%), uma proteina normal de neurdnios, ¢ convertida em uma isoforma anormal
composta de placas B-plissadas (PrP*) através da interacdo de PrP* com PrP°.

(Reproduzido de Zachary J.F. 2007. Nervous system, p.833-971. In: McGavin M.D. & Zachary J.F. (ed.)
Pathologic Basis of Veterinary Disease. 4™ ed. Mosby Elsevier, St Louis. 1476p.

Prpc
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Quadro 3. Nomenclatura das diferentes isoformas da proteina prion

PrP
Refere-se a todas as proteinas prion e ndo distingue entre as diferentes isoformas.

Prp°
A isoforma celular normal que estd presente em pessoas e animais sadios. Essa forma ¢
rica em conformac¢do em a-hélice, € soluvel e sensivel as proteases.

Prp*

A proteina prion “mal dobrada” associada a doenga e que estd presente em individuos
afetados por TSEs. E infecciosa, ocorre em grande parte com conformagdo em placas
B-plissadas. E insoluvel e, na sua maior parte, resistente as proteases.

Prp™

Refere-se a proteina prion, resistente a protease, rica em [-plissada, que pode ou ndo
ser idéntica a PrP*. Em particular esse termo se refere a proteina resistente a protease
que ¢ produzida in vitro e que ndo foi comprovada experimentalmente como sendo
infecciosa.

PrP 27-30
E o niicleo resistente a protease que permanence apos o tratamento da PrP* ou PrP™.
Consiste dos ultimos dois tercos da proteina.

Adaptado de Soto C. 2004. Diagnosing prion diseases: needs, challenges and hopes. Nature Reviews,
Microbiology 2:809-819.

A BSE tem sido transmitida experimentalmente, via parenteral, de bovinos para
camundongos, bovinos, suinos, ovinos ¢ caprinos, visons, sagiiis, macaco cynomolgus,
e cobaias, mas ndo para hamsters ¢ galinhas (Collee & Bradley 1997a, Wells &
Wilesmith 2004). Pela via oral o agente ja foi transmitido (em alguns casos com doses
bastante altas) para bovinos, ovinos, cabras, camundongos e 1émures (Microcebus
murinus) (Wells & Wilesmith 2004). Um grama de cérebro de bovino infectado por
BSE ¢ suficiente para transmitir a doenga por via oral para outro bovino (Wells 2003).
Algumas espécies, notavelmente suinos, cdes e veados criados em fazenda nao se

infectam. Suinos ndo foram afetados pelo menos até 6,5 anos depois do desafio por via

oral (Wells 2003).

2.1.4 Patogénese

As TSEs séo causadas pela transformagdo da PrP® em PrP*™ e essas doengas séo
caracterizadas por vacuolizagdo de neurOnios, astrogliose, apoptose neuronal e
acumulo da proteina “corrompida” no SNC. Esse acumulo assume, por vezes, a

conformagdo do amiloide, 1.¢, placas - plissadas (Soto 2004).
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Nas TSEs, na maioria das vezes, a infeccdo ocorre por via oral. Estudos em
humanos ¢ em ovinos com scrapie indicam que os prions ingeridos por via oral sdo
absorvidos no intestino, principalmente nas placas de Peyer, e transportados pelo sangue
e pela linfa. Apds replicar em 6rgdos do sistema reticuloendotelial (SRE) como bago,
apéndice e tonsilas ou outros tecidos linféides, os prions sdo transportados para o
encéfalo, principalmente pelos nervos periféricos (Aguzzi 2003). A penetracdo no
encéfalo através da barreira hematoencefalica também ¢é possivel (Mabbott &
MacPherson 2006).

Um estudo da patogénese da BSE em bovinos (Wells et al. 1998, Wells 2003)
examinou o desenvolvimento espacial e temporal da infec¢do e as alteracdes
patoldgicas em bezerros de 4 meses apods inoculacdo oral com 100 g de homogenado
de cérebro de bovino afetado por BSE. Os bezerros foram mortos seqiiencialmente em
intervalos de 4 meses e um grande nimero de tecidos foi colhido para ensaios
convencionais de infectividade em camundongos. O bezerro que mostrou os sinais
clinicos mais cedo adoeceu 35 meses apos a dosagem. A infectividade em tecidos nao-
neurais esteve confinada a porcao distal do ileo (6-18 meses e 36-40 meses apds a
dosagem). No SNC o aparecimento mais precoce da PrP anormal (32 meses apds
dosagem) coincidiu com a infectividade mais precoce e ocorreu antes de serem
observadas as alteracdes histologicas no cérebro, aos 36, 38 e 40 meses apods a
dosagem. A infectividade foi também demonstrada em ganglios sensoriais do sistema
nervoso periférico 32-40 meses apos a dosagem. Tracos de infectividade foram
observados na medula 6ssea de bovinos sacrificados 38 meses apos a exposicao. A
patogénese da BSE em bovinos, embora parega em muitos aspectos semelhante a da
scrapie e de outras TSEs de animais ap6s exposic¢do oral (Soto 2004), difere pelo fato
de apresentar um minimo envolvimento do SRE (Wells 2003).

Na Figura 2 (Bradley 2002) estio representados os intervalos de aparecimento,
sinais clinicos, alteragdes histologicas no encéfalo e infectividade tecidual apds o

desafio com BSE por via oral.
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Intervalo (meses apo6s o desafio)
2 | 6]10]14]18]22]26]32] 35|36 ]38]40]

Sinais clinicos
Alteragoes no encéfalo
fleo distal [
Bulbo
Medula espinhal
Ganglio da raiz dorsal
Ganglio trigeminal
Cortex frontal
Medula 6ssea
Figura 2. Sinais clinicos, alteracdes histoldgicas no cérebro e infectividade tecidual em
intervalos apds o desafio com BSE por via oral durante um estudo experimental sobre

patogénese (Reproduzido de Bradley R. 2002. Bovine spongiform encephalopathy. Update. Acta
Neurobiol. Exp. 62:183-195).

2.1.5 Epidemiologia

A BSE disseminou-se na populagdo bovina através da alimentacdo com ragdes
de farinha de carne ou de osso contaminadas pelo prion. A ingestdo de 1 grama de
encéfalo de um animal infectado € suficiente para produzir a doenga. Nao ha evidéncia
de que a BSE se dissemine horizontalmente, mas sugere-se que a transmissdo maternal
ou vertical possa acontecer em niveis baixos (Wilesmith et al. 1997).

A fonte da infeccao pode ter sido a entrada na cadeia alimentar (farinha de carne
¢ 0ss0) de ovinos infectados com scrapie ou bovinos afetados por uma forma esporadica
da doenga, até entdo nao detectada. Alternativamente, ruminantes exoticos de
zoolodgicos afetados por uma TSE ndo detectada podem ter sido a fonte da infecgdo,
quando suas carcagas foram processadas para alimenta¢do animal (Ridley & Baker
1998). Para testar a hipotese de que a BSE se originou de ovinos infectados por scrapie,
varias fontes de scrapie em ovinos e caprinos foram transmitidas para bovinos por
injecdo intracerebral ou outras vias parenterais, mas a transmissdo nao foi conseguida
por via oral e o agente ndo se alterou na sua primeira passagem de bovino para bovino
por inoculagdo intracerebral. Dessa forma, acredita-se que o isolado de BSE ¢ um
agente de TSE, que apds varias passagens, tornou-se adaptado em bovinos. Nao se
exclui a possibilidade de que uma cepa de scrapie poderia ter produzido o fenotipo da
BSE através de passagens seriadas em bovinos (Wells & Wilesmith 2004). A entrada

dos primeiros bovinos infectados na cadeia alimentar desencadeou a epidemia.
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Com freqiiéncia aparecem varias teorias, impossiveis de comprovar, mas
também dificeis de refutar, sobre a origem do agente da BSE. Por exemplo,
recentemente (Colchester & Colchester 2005) foi sugerido que o agente da BSE tenha
se originado de restos de cadaveres humanos provenientes do subcontinente indiano.
Nessa area, por motivos religiosos, os restos de pessoas que morrem devem ser langados
num rio, preferencialmente o Rio Ganges. Nas décadas de 1960 ¢ 1970, o Reino Unido
importou centenas de milhares de toneladas de ossos inteiros e moidos e parte de
cadaveres de mamiferos. Cerca de 50% dessas importagdes vieram da India e Paquistio
e foram comercializadas no Reino Unido como fertilizante e como alimento animal.
Muito desse material foi dragado de rios no subcontinente indiano e consistia de restos
humanos, que, segundo os autores, poderiam conter o prion (de uma pessoa com a
doenca de Creutzfeldt-Jakob) que deu origem a epidemia na Inglaterra. Essa teoria ¢
bastante contestada (Shankar & Satishchandra 2005), mas foi publicada num periddico
cientifico (The Lancet) de prestigio.

Alteragdes nos processos de fabricagdo das ragdes de farinha de carne e de osso
podem ter contribuido para o aparecimento da doencga. Essas mudancas foram as
seguintes (Collee & Bradley 1997b): a farinha de carne e de osso era produzida na
Inglaterra a partir de carcacas de animais rejeitados para consumo ou mesmo mortos na
fazenda. Esse processo era feito por um tipo de industria conhecido no Reino Unido e
nos Estados Unidos como rendering plants, que pode ser traduzido livremente por
graxaria, mas que sdo fabricas que recebem restos de animais de fazenda mortos,
doentes e em outras condi¢cdes ndo-adequadas para consumo. O uso dessa farinha de
carne na alimentagdo de bovinos foi iniciado na Inglaterra em 1940 e interrompido
pela lei em julho de 1988, apds o surgimento da BSE. Nessa época havia 46 graxarias
no Reino Unido. O material era fragmentado e processado em vérios sistemas em
temperaturas que variavam de pouco abaixo de 100°C até 150°C. O sebo derretido
(tallow) quando separado dos solidos ricos em proteinas (greaves é o residuo nao-
derretido que sobra apos a gordura animal ser processada e, portanto pode ser
traduzido livremente por torresmo). A farinha de carne e de osso era feita moendo-se o
torresmo. Nesse estagio, o torresmo bruto poderia conter cerca de 14% de gordura,
mas o processamento do torresmo tradicionalmente incluia ainda mais um passo,
visando aumentar o indice de gordura derretida extraida no processo através de calor
adicional prolongado (cerca de 8 horas a 70°C) na presenga de solvente de

hidrocarboneto. Apos esse processo, o torresmo continha menos que 1% de gordura. O
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residuo de solvente no torresmo era recuperado por tratamento de vapor sob pressao.
No final da década de 1970 e inicio da década de 1980 esses dois passos no processo
(remogdo da gordura do torresmo por solvente e recuperacdo do solvente por vapor)
foram omitidos por razdes comerciais (o preco do sebo tinha caido) e de segurancga (o
solvente de hidrocarbonetos era cancerigeno). Assim, o agente da BSE que estivesse
presente nesse material, ndo seria mais submetido a acdo do solvente e tenderia a ficar
mais protegido no torresmo com porcentagem maior de gordura. Em 1981-82, a tltima
graxaria retirou o solvente do processo da fabricacdo de farinha de carne e osso, o que
estaria de acordo com o aparecimento da BSE em 1985-86.

Os primeiros casos de BSE ocorreram pela primeira vez na Inglaterra em 1985-
1986 e 97% dos casos ocorreram no Reino Unido (Bradley 2002), embora a doenga ja
tenha se espalhado por 24 paises (Alemanha, Austria, Bélgica, Canadd, Dinamarca,
Eslovaquia, Eslovénia, Espanha, Estados Unidos, Finlandia, Franca, Grécia, Holanda,
Irlanda, Israel, Italia, Japao, Liechtenstein, Luxemburgo, Polonia, Portugal, Republica
Tcheca, Suécia, Suica), num numero relativamente pequeno de bovinos nativos.
Acredita-se que nesses casos o agente infeccioso foi adquirido por via oral na racdo de
farinha de carne e de osso importada da Gra-Bretanha. E altamente provavel que a alta
incidéncia de BSE no Reino Unido tenha ocorrido pela concatenagdo de diversas
circunstancias, que ocorreram somente nessa area e incluem: alta taxa de ovinos em
relagdo aos bovinos, alta prevaléncia de scrapie na populagdo ovina, ¢ a massiva
alimenta¢cdo dos bovinos com farinha de carne e osso e as mudangas no seu processo
de fabricacdo (Wells & Wilesmith 2004). A evolu¢do da epidemia pode ser
acompanhada nas Figuras 3 e 4. O uso dessa farinha de carne e osso para animais de
producdo foi banido em janeiro de 2001 em toda a Unido Européia. Por isso ¢
improvavel que grandes epidemias, como a que ocorreu no Reino Unido, ocorram em
outros paises.

No curso da epidemia da BSE, até dezembro de 2002, 43 e 93 casos de
encefalopatia espongiforme foram diagnosticados em ruminantes selvagens mantidos
em cativeiro e em gatos (domésticos e selvagens), respectivamente. Estudos
epidemioldgicos demostraram que esses animais foram expostos com a mesma
alimentacdo usada para bovinos ou a ragao comercial utilizada na industria pet que
continha tecidos bovinos considerados de alto risco (ex.: cabegas) (Wells e Wilesmith
2004). Em relacdo a vCJD, 146 pessoas foram diagnosticadas com a doenga no Reino

Unido e mais 10 no resto do mundo (Prusiner 2004).
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Figura 3. Evolugdo da epidemia no Reino Unido. Numero total de casos: 184.453.
Fonte: www.oie.int. *Dados colhidos até setembro de 2006.
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Figura 4. Numero de casos de BSE (1989-2006) relatados em bovinos ao redor do
mundo (excluindo o Reino Unido). Numero total de casos: 5.601. Fonte: www.oie.int
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Menos que 50 casos de BSE em bovinos importados do Reino Unido foram
relatados em outros paises. Considerando que mais que 50.000 bovinos foram
exportados pela Inglaterra no periodo critico apos 1985, ¢ surpreendente que um
numero tio pequeno de casos tenham sido relatados em outros paises. E também
surpreendente que relativamente poucos casos de BSE tenham sido relatados em
bovinos de outros paises da Europa e da América do Norte, uma vez que grande
quantidade de farinha de carne e de osso (> de 71.000 toneladas) tenha sido exportada
pelo Reino Unido para esses paises até 1990 (Collee & Bradley 1997a).

A idade média de ocorréncia da BSE € 5 anos; a idade do bovino mais novo
afetado era 20 meses e a do mais velho 18 anos. Nao foi detectada predilecao por raga
ou sexo. Bovinos adultos de leite eram principalmente afetados na epidemia porque
essa categoria recebia, quando bezerro, farinha de carne e de osso que continha o
agente e porque geralmente bovinos dessa categoria vivem mais e alcancam a idade de
desenvolvimento da doenga. Na Inglaterra, bezerros machos paridos por vacas leiteiras
sdo abatidos para consumo ao redor de dois anos de idade. Poucos animais sao
afetados por rebanho. Trinta e cinco por cento das fazendas tiveram apenas um caso e
69% tiveram 4 casos ou menos (Collee & Bradley 1997a). A baixa incidéncia por
rebanho (<3% em qualquer determinado periodo de 6 meses desde que a epidemia no
Reino Unido comecgou) ¢ atribuida a baixa exposi¢do dos bovinos a “pacotes” de
infectividade que eram amplamente espagados em diferentes partidas de ragdo

(Kimberlin & Wilesmith 1994).

2.1.5 Sinais clinicos

O periodo de incubagao da BSE ¢, em média 5 £1,6 anos (Wells & Wilesmith
2004). Ap6s o aparecimento dos sinais clinicos, a doenga evolui invariavelmente para
a morte num curso de 3 semanas a 6 meses. Bovinos afetados por BSE sofrem de
degeneragdo progressiva do SNC e podem apresentar alteracdes do comportamento, da
sensibilidade e da locomocgao (Davis et al. 1991, Wells et al. 1987).

Os distarbios do comportamento incluem nervosismo, medo ou agressividade,
postura anormal, incoordenacdo e dificuldade em levantar. Bovinos com BSE sdo
freqlientemente muito nervosos, alertas e excitaveis, alteracdes que podem se

manifestar por um tipo de movimento espasmddico de todo o corpo. Esses disturbios
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no comportamento sao mais evidentes quando o bovino ¢é perturbado. Lamber
freqiiente do focinho, franzir do nariz e ranger de dentes sdo sinais clinicos comuns.
Outros sinais clinicos possiveis de ocorrer sdo salivagdo e um olhar assustado com
olhos esbugalhados. Alguns bovinos exibem movimentos nervosos das orelhas. Nos
estagios terminais da BSE, o bovino apresenta dificuldade em levantar-se ou pode
permanecer em decubito permanente. Sinais clinicos relacionados com distirbios da
sensibilidade incluem reacdo exagerada ao toque (a mais comum), ao som € a luz. Os
distibios da locomoc¢do comumente observados sdo andar rigido, incoordenagdo,
hipermetria e ataxia generalizada. A hipermetria ¢ mais acentuada nos membros
pélvicos e confere aos bovinos um passo alto, semelhante ao observado em cavalos
com harpejamento. A ataxia grave evolui para quedas e finalmente paresia dos

membros pélvicos e decubito.

2.1.6 Patologia

Nao hé lesdes macroscopicas diretamente relacionadas a doenga, mas as lesoes
microscopicas da BSE sdo bastante especificas (Wells et al. 1989, Wells et al. 1991,
Simmons et al. 1996). Sao lesdes degenerativas, simétricas e bilaterais e localizam-se
em certas regides da substincia cinzenta do tronco encefalico (Wells et al. 1989, Wells
et al. 1991). Qualitativamente essas alteragdes consistem de alteragdo espongiforme,
vacuolizacdo neuronal, reagdo astrocitaria e degeneragdo neuronal (Wells & Wilesmith
2004). Duas apresentagdes de vacuolizagdo neuronal sdo observadas. Na neurdpila, ha
vactolos nos neuritos de at¢ 20 um de didmetro (alteragdo espongiforme). No
pericario, ocorrem vacuolos maiores, solitdrios ou multiplos, que chegam a 30-40 um
de diametro. Esses vactiolos distendem o pericario, produzindo neurdnios balonosos
que conservam apenas uma fina margem de citoplasma. A presenga de vactiolos na
neurodpila da substincia cinzenta e no pericario dos neurdnios sdo os critérios para o
diagnéstico positivo de BSE, no exame histologico (Wells et al. 1991).

A distribuicdo das lesdes ¢ bastante regular. As areas mais afetadas sdo o
nucleo do trato solitario, trato espinhal do nervo trigémeo, ntcleo vestibular, formagao
reticular do bulbo, substdncia cinzenta periaqueductal do mesencéfalo, area
paraventricular do tdlamo e septo taldmico. A densidade de vactiolos é maior no bulbo,

mesencéfalo e talamo. A medula espinhal foi avaliada em apenas 10 casos confirmados
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da doenga ¢ as alteragdes vacuolares foram confinadas ao corno dorsal da substancia
cinzenta nas regides cervical, toracica e lombar (Wells & Wilesmith 2004).

O mapeamento das lesdes em 684 cérebros afetados por BSE revelou que, em
99,6% dos casos, o corte do bulbo no nivel do dObex apresentou as alteracdes
caracteristicas da doenca, principalmente as alteragdes espongiformes no nucleo do
trato solitario € no trato espinhal do nervo trig€meo, indicando que esse ¢ o corte do
encéfalo mais importante para o diagnostico (Wells et al. 1991). Estudos em
camundongos e ovinos tém demonstrado que ha dois principais determinantes para o
padrdo da lesdo observada nas TSEs: o genotipo do hospedeiro (principalmente em
relagdo ao gene PRNP) e o agente ou cepa do prion. A uniformidade das lesdes da BSE
sugere que ha pouca variacdo no genotipo do hospedeiro e que ha um Unico agente ou
cepa de prion (Wells & Wilesmith 2004). Em 2004, surgiram casos de BSE na Italia
que demonstraram padrdo de localizagdo do PrP* na imunoistoquimica diferente do
padrdo observado em casos antes observados, que consistem de depoésitos granulares
no pericario € na neuropila. Esses casos atipicos caracterizavam-se por depodsitos de
placas amiloides, depositos gliais e granulares extracelulares no talamo, substincia
branca subcortical e camadas profundas do cortex cerebral. O padrao bioquimico foi
similar ao encontrado nos casos esporadicos de CJD (Casalone et al. 2004). Esse novo
fenétipo de BSE ficou conhecida com BASE (bovine amyloidotic spongiform
encephalopathy — encefalopatia espongiforme amiloidotica bovina). Trés casos
atipicos de BSE também foram observados na Franca e um no Japao (Biacabe et al.
2004, Yamakawa et al. 2003).

Ultra-estruturalmente, a BSE ¢ caracterizada por numerosos vacuolos nos
processos neuronais, reacdo astrocitaria caracterizada por processos com abundantes
filamentos gliais, distrofia neuroaxonal e estruturas tubulovesiculares. Vactolos
intracelulares com membrana foram observados predominantemente nos dendritos e
dentro de poucos axonios mielinizados. Esses vacuolos continham fragmentos de
membrana circulares, cdmaras secundarias, vesiculas e material amorfo (Liberski et al.

1992).

2.1.7. Diagnostico

Nao ha ainda teste para diagnosticar BSE no bovino vivo. A doenca clinica pode

ser confirmada postmortem pelo exame microscopico do tecido encefalico ou pela
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detecgdo da isoforma anormal do prion (PrP*), que pode ser feita por microscopia

eletronica ou por métodos imunologicos. Quando extratos de cérebros de animais

afetados com TSEs séo examinados ao microscopio eletronico, as PrP* aparecem como

estruturas em forma de bastonete denominadas SAFs (scrapie associated fibrils).

Métodos imunoldgicos incluem a detecgdo da proteina (PrP*) por imunoistoquimica,

por western immunoblotting (Farquar et al. 1989, Grassi et al. 2001), pelos chamados

“testes rapidos” baseados em ELISA ou em immunoblotting (Quadro 4). Alguns desses

testes podem fornecer resultados acurados e rapidos (alguns em menos de duas horas) e

testar grande nimero de animais com relativamente pouca mao-de-obra técnica.

Quadro 4. Resumo dos testes rapidos para deteccdo postmortem de isoformas alteradas
de PrP no encéfalo de bovinos

nativo e
desnaturado

sensibilidade

Técnica Principio Limite de Vantagens Desvantagens
deteccéo
Prionics-Check | Eletroforeseem | 5.0-20 | Boa Poucos testes
Western test gel e Western pmol reproducibilidade, | por unidade de
blot baixos indices de | tempo, baixa
falsos positivos sensibilidade
Enfer test ELISA simples 1.0-10 | Rapido e simples Potencial para
pmol falsos positivos
CEA/Biorad test | ELISA 0.5-2.0 | Alta sensibilidade | Mais demorado
sanduiche pmol € mais
usando dois trabalhoso;
anticorpos potencial para
diferentes falsos positivos
Prionics-Check | ELISA 1.0-5.0 | Répido, Variabilidade
LIA test sanduiche pmol automatizado e dependendo da
usando dois simples preparacdo da
anticorpos amostra;
diferentes potencial para
falsos positivos
Conformational- | Ligagdo 0.5-5.0 | Independente da Complicado e
dependent diferencial de pmol digestdo da envolve mais
immunoassay | anticorpo a PrP protease, alta passos que 0s

outros testes

Reproduzido de Soto C. 2004. Diagnosing prion diseases: needs, challenges and hopes. Nature Reviews,
Microbiology 2:809-819.

2.1.8 Avaliacédo de risco dos paises e controle da BSE




32

A avaliacdo de risco de um pais em relagdo a BSE ¢ feito através do GBR
(Geographical BSE Risk) que ¢ um indicador qualitativo da probabilidade da presenca
de um ou mais bovinos infectados com BSE, num determinado momento, num pais.
Essa forma de avaliag@o foi criada pela Unido Européia. Nesse sistema, os paises sdo
incluidos em uma das quatro categorias do GBR que determinam o risco de cada pais.
No nivel I sdo incluidos paises em que a ocorréncia de BSE ¢ altamente improvavel; no
nivel II, paises em que a possibilidade da BSE ¢ improvavel mas ndo excluida; no nivel
III, paises em que a possibilidade de BSE ¢ provavel, mas ndo confirmada ou
confirmada em baixos niveis e no nivel IV, paises em que a BSE ¢é confirmada em altos

niveis. A Figura 5 mostra os paises classificados e os respectivos niveis para o GBR.

l Countries by GBR-lovel: Lindar nach GBR-Status; GBR de pays [ oo/ oo [l ool & |

Figura 5. GBR (Geographical BSE Risk). No nivel I, representados pela cor verde, sdo
incluidos Argentina, Australia, Islandia, Nova Zelandia, Nova Caledonia, Panama,
Paraguai, Cingapura, Uruguai e Vanuatu. No nivel II, representados pela cor verde-
clara, sdo incluidos, Botsuana, Brasil, Costa Rica, Croacia, El Salvador, India, Quénia,
Colombia, Mauricia, Namibia, Nicaragua, Nigéria, Noruega, Paquistdo, Suazilandia e
Suécia. No nivel III, representados pela cor azul, estdo Africa do Sul, Albania,
Alemanha, Andorra, Austria, Bielorrussia, Bélgica Bulgaria, Canad4, Chile, Dinamarca,
Eslovaquia, Eslovénia, Espanha, Estados Unidos, Estonia, Finlandia, Franga, Holanda,
Hungria, Irlanda, Israel, Italia, Japdo, Letonia, Liechtenstein, Lituania, Luxemburgo,
Macedonia, Malta, México, Polonia, Republica Tcheca, Roménia, Sdo Marinho, Sui¢a,
Turquia e Chipre. No nivel IV estdo Reino Unido e Portugal. Fonte: www.efsa.eu.int
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Até 2005, o Brasil era incluido no nivel I do GBR. Em meados de 2005, apos
um relatorio oficial da Unido Européia, o Brasil foi rebaixado para o nivel II. Segundo
esse documento (EFSA scientific report, 2005), a vigilancia brasileira em relagdo a
BSE foi passiva de 1980 a 2000 e a partir de 2001 comegou a vigilancia ativa.

Nao ha tratamento ou vacina para impedir o aparecimento da BSE. A protegao
dos paises que ainda nao possuem casos de BSE depende da execu¢ao de medidas para
prevenir a introdu¢@o da doencga no pais que inclui ndo importar bovinos de paises com
casos de BSE ou de paises cuja situacdo epidemioldgica seja desconhecida; se
ocorrerem importagdes, determinar medidas para que o agente ndo se recicle, banindo
a alimenta¢cdo de ruminantes com proteina de origem animal ou com cama de frango e
impedir a permanéncia de caddveres no campo.

Ha a possibilidade da ocorréncia de casos esporadicos de BSE quando prions
patogénicos se originam espontaneamente em uma popula¢do bovina, e esses bovinos
podem ndo ser detectados na amostragem de testes convencionais (histopatologia e
imunoistoquimica). Por isso, ¢ recomendavel o uso dos testes rapidos em frigorificos
para aumentar a amostragem dos bovinos a serem testados. No entanto, esses testes
possuem limitagdes, pois dependem de altos niveis de PrP* acumulados no cérebro do
bovino. Sdo ideais para serem usados em bovinos velhos (Prusiner 2004). Para
detecgdo de bovinos assintomaticos jovens, pesquisas para amplificar PrP* no sangue
in vivo tém sido desenvolvidas. Dessa forma, um teste sangiiineo poderia ser utilizado
para deteccdo da PrP*¢ antes do sacrificio do animal (Saa et al. 20006).

A mais nova tecnologia publicada para o controle e utodpica erradicagdo da BSE
¢ a produgdo de bovinos knockout para PrP° (PRNP'/'). Bezerros produzidos dessa
maneira, estavam clinicamente, fisiologicamente, histopatologicamente,
imunologicamente e reprodutivamente normais até os 20 meses de idade. Células do
cérebro dos bovinos PRNP™" foram resistentes & propagacdo in vitro de duas diferentes

P5E ¢ PrP™F. Esses bovinos poderiam ser usados na produgdo de

cepas de prion, Pr
leite, gelatina, colageno, soro e plasma. Além disso, esses bovinos tornariam
impossivel a ocorréncia de casos espontineos de BSE, devido a falta de PrP°
endogena; ja que ha indicios de que os casos de BSE do Alabama e Texas (EUA)

sejam casos atipicos (Richt et al. 2007).
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2.2 SERVICO DE VIGILANCIA PARA A BSE NO BRASIL

2.2.1 Programa Nacional de Controle da Raiva dos Herbivoros e outras
Encefalopatias (PNCRH)

O PNCRH ¢ um dos programas da area da satde animal do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) (Figura 6) vinculado ao Departamento
de Saude Animal (DSA). Esse programa, que até o advento da BSE era dedicado
exclusivamente ao controle da raiva dos herbivoros, foi ampliado em 09/12/97, pela
Portaria Ministerial 516, (Anexo 1) para atender as exigéncias da vigilancia da BSE e da
scrapie. Essa portaria foi alterada pela Instrugao Normativa (IN) 005, de 1°. de margo de
2002 (Anexo 2). O PNCRH ¢ coordenado pela Coordenagdo da Raiva dos Herbivoros e
outras Encefalopatias (CRHE) que foi criada em fevereiro de 2005, e faz parte da
Coordenagdo Geral de Combate as Doencas (Figura 7) do DSA, da Secretaria de Defesa

Agropecudria (SDA).
Ministro
| |
Assisténcia Direta Secretarias Especiais
| 1
Secretaria Secretaria de Secretaria de
Executiva Politi .
olitica Produgio e
Agroenergia
[ Secretaria de
Superintendéncias Desenvolvimento Secretaria de Relagdes
Federais de o Agropecuario e Internacionais do

Agricultura, Pecuaria Agronegécio

e Abastecimento em Cooperativismo

cada Estado (SFAs) EMBRAPA

Empresa Brasileira -
de Pesquisa Secretaria de Defesa
Agropecudria Agropecudria
Departamento de Departamento Departamento Coordenagao
. L Geral de Apoi
Inspecéo de Produtos de Saude de Fiscalizagdo Eﬁ)orztorl?sll 0
de Origem Animal Animal de Insumos (CGAL)

Figura 6. Organograma do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA) com énfase nos servigos veterinarios. Cortesia: Coordenacdo da Raiva dos
Herbivoros e outras Encefalopatias — MAPA.
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Nessa area, ha mais oito programas: Programa Nacional de Educacdo Sanitaria
Animal (PNESA), Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), Programa
Nacional de Sanidade dos Caprinos e Ovinos (PNSCO), Programa Nacional de
Sanidade Suidea (PNSS), Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e
da Tuberculose (PNCEBT), Programa Nacional de Sanidade dos Eqiiinos (PNSE),
Programa Nacional de Erradicagao da Febre Aftosa (PNEFA) e Programa Nacional de
Sanidade dos Organismos Aquéaticos (PNSOA).

| Departamento de Saide Animal |

Assistente == Assistente Técnico

| )
Coordenacao Geral
de Combate as Doenga

Assistente TECNICO

Coordenagao de Coordenagio de Divisao de
Raiva dos Transito e Quarentena Epidemiologia

1 Coordenagéo de L
Herbivoros Febre Aftosa Animal )
e EETs Controle e
Coordenagio de Avaliagao
Coordenagéo de Planejamento, f 1 Sl
Sanidade das Aves L Avaliagéo e Diviséo de Diviséo de e financeira
Controle Zoosanitario Transito Transito
— _ Internacional Nacional
Divisao de Sanidade e LGRS —
. = dos Eqiideos, e dos . L
Dos Suideos Caprinos e Ovinos Servigo de Servigo de
Informacao Analise
Divisdo de —-| Divisdo de Brucelose Zoossanitari Epidemioldgic

Sanidade dos E Tuberculose

Animais Aquaticos

Figura 7. Organograma do Departamento de Saude Animal (DSA) do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abatecimento (MAPA) do Brasil. Cortesia: Coordenacéo da
Raiva dos Herbivoros e outras Encefalopatias — MAPA.

As principais atribuigdes da CRHE podem ser verificadas acessando o sitio
oficial do MAPA (www.agricultura.gov.br). Este sitio também inclui nog¢des basicas
para o diagndstico da BSE, os laboratorios credenciados para a vigilancia da BSE no
pais e a versdo online de formularios, procedimentos e manuais, incluindo a segunda
edicdo do Manual de Procedimentos para o Diagnostico das Doengas do Sistema
Nervoso Central de Bovinos de autoria do professor Claudio Barros, do Departamento
de Patologia da UFSM, e do Coordenador Geral de Combate as Doengas, Dr. Guilherme
Marques. Esse manual, editado em portugués, espanhol e inglés, inclui informagdes
basicas sobre a BSE e as doengas do SNC de bovinos mais freqiientes no Brasil, a
técnica de coleta do encéfalo de bovinos para exame laboratorial e o processamento do

encéfalo para o diagndstico histologico das doengas do SNC de bovinos. A versdo
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impressa do manual também ¢ distribuida gratuitamente a médicos veterinarios do
MAPA e a todos os médicos veterinarios da iniciativa privada que participam do curso

para padronizagdo das atividades do PNCEBT e nog¢des basicas sobre BSE.

2.2.2 Laboratdrios brasileiros credenciados para o diagnéstico das encefalopatias

espongiformes transmissiveis (EETS)

Para realizar a vigilancia epidemioldgica das doengas do SNC de bovinos, o
MAPA por meio da IN SDA n°. 15, de 15 de fevereiro de 2002 (Anexo 3), credenciou
trés laboratorios de Patologia Veterinaria no Brasil: o da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM) sob a coordenagdo do Prof. Claudio Severo Lombardo de Barros, o da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SPV/UFRGS), sob a coordenagdo do Prof.
David Driemeier e o da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS) sob a
coordenacdo do Prof. Ricardo Antonio Amaral de Lemos, posteriormente substituido
pelo Prof. Euripedes Batista Guimardes. O Laboratério de Patologia Veterindria da
UFSM ¢ o laboratorio de referéncia que tem como atribui¢des receber casos suspeitos
de BSE e de scrapie de outros laboratorios. Conforme as lesdes histologicas observadas,
¢ realizado o diagnostico ou o envio do material em blocos de parafina para o
SPV/UFRGS para a realiza¢do de imunoistoquimica.

Em 2003, por meio da mesma instru¢do normativa, foram incorporados ao
programa mais trés laboratorios: o da Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG) sob a coordenag¢ao do Prof. Franklin Riet-Correa, o do Instituto Mineiro de
Agropecudria (IMA/MG) sob a coordenacdo do Prof. Anilton César Vasconcelos e o do
Instituto Biologico de Sao Paulo (IB/SP) sob a coordenagao do Dr. Romeu Macruz,
posteriormente substituido pela Dra. Claudia del Fava. Em 2005, o Laboratorio
Nacional Agropecudrio (LANAGRO) do Recife/PE sob a coordenagdo da Dra. Ana
Karina Cunha Callado assumiu as fungdes antes realizadas pelo laboratério da UFCG.
Os atuais laboratdrios e respectivos estados de atuagdo estdo no Quadro 5 e Figura 8.
Além de receber materiais dos estados listados no Quadro 5, cada laboratério faz a
vigilancia das doencas em bovinos na sua area regional de abrangéncia, através da
realizacdo de necropsias e recebimento de material de médicos veterinarios da regido. O
enderego completo e contato dos laboratorios com os respectivos responsaveis estao

listados no Anexo 4 e também podem ser acessados no sitio do MAPA.
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Quadro 5. Laboratérios credenciados para a vigilancia das encefalopatias
espongiformes transmissiveis (EETs) e respectivos estados de atuagao.

Laboratério

Estados de procedéncia do material para exame histopatoldgico

UFSM RS, SC, PR, GO

UFRGS RS, MT, RJ, ES

UFMS MS, RO, AC

LANAGRO/PE | Regido Nordeste, AM, PA, RR, TO, AP
IMA/MG MG

IB/SP SP

o Lanagro-FE
® UFMS

@ IMA
@ [B-SP

© UFSM (reference lab)
O UFRGS

Figura 8. Rede dos laboratorios credenciados pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA) para o diagnostico das encefalopatias espongiformes
transmissiveis em ruminantes. Os estados com a mesma cor pela qual ¢ representada um
laboratorio, devem enviar seus materiais para diagnostico naquele laboratorio. Cortesia:
Coordenacéo da Raiva dos Herbivoros e outras Encefalopatias - MAPA
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Pela IN SDA n° 18, de 27 de feveveiro de 2004 (Anexo 5), o Setor de Patologia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul foi credenciado para realizar o exame de
imunoistoquimica para as EETs.

O PNCRH possui um comité Cientifico Consultivo sobre Encefalopatias
Espongiformes Transmissiveis (CEET) formado pela instru¢do de Servico DDA n° 07,
de 06 de marco de 2003 e substituida pela portaria DDA n°. 69, de 17 de agosto de 2004
(Anexo 6). Esse comité ¢ constituido pelos seguintes profissionais: Claudio Severo
Lombardo de Barros, profissional especializado do laboratorio de referéncia nacional
para o diagnostico de EET (UFSM), Amauri Alcindo Alfieri, profissional especializado
em virologia e medicina veterinaria preventiva (UEL), Antonio Carlos Alessi,
profissional especializado em diagnostico de EET (UNESP/Jaboticabal), Cleber
Oliveira Soares, profissional especializado em medicina veterindria preventiva
(EMBRAPA Gado de Corte/MS), Vicente Mateo Astudillo Caldés, profissional
especializado em epidemiologia, (Centro Panamericano de Febre Aftosa/RJ), Edwiges
Maristela Pituco, profissional especializada em virologia (IB/SP) e Vitor Salvador Picao
Gongalves, profissional especializado em epidemiologia, (UNB/DF). O CEET tem
funcdo de assessorar 0 MAPA em assuntos relacionados as EETs. Os membros desse
comité reunem-se periodicamente para discutir assuntos relacionados a legislacao
nacional das EETs e direcdes sugeridas por 6rgdos internacionais como Escritorio

Internacional de Epizootias (OIE) e Comunidade Européia.

2.2.3 Recebimento do material nos laboratérios, protocolamento das amostras e

armazenamento dos dados

Os encéfalos sdo provenientes de necropsias de ruminantes realizadas por (1)
docentes em hospitais veterinarios de cada universidade ou de visitas a fazendas, (2)
veterindrios dos servigos oficiais (MAPA ou Secretaria de Agricultura), (3) veterinarios
do servico privado ou de cooperativas, ¢ (4) de encéfalos submetidos a rede de
laboratorios de diagnostico de raiva. Apos o recebimento, o frasco contendo o material €
etiquetado com o numero do DX (ex. DX0097/05). O mesmo nimero ¢ anotado no
formulario de encaminhamento do material onde constam todos os dados do ruminante
(espécie, sexo, idade, raga), e proprietario, veterinario remetente e procedéncia (Anexo

II do Anexo 3). Apds o recebimento do numero do DX, os dados do formulario sdo
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repassados para um livro Ata e para um programa de computador denominado DXSNC,
que ¢ um banco de dados construido no programa Access” do Office”. O livro Ata deve
conter, no minimo, as seguintes informagdes: numero do DXSNC, protocolo do
remetente, nome do veterinario remetente e procedéncia (municipio/estado), nome da
pessoa que recebeu o material no laboratério, nome do proprietario remetente e
procedéncia (municipio/estado), espécie, sexo, idade e raca do ruminante, data de
recebimento, de encaminhamento do material, data de saida do diagnostico e o resultado
(Anexo III do Anexo 3). Essas informagdes e outras informagdes adicionais como
categoria da amostra, condi¢des de recebimento da amostra, enderego completo do
proprietario, numero do SIF (servico de Inspecao Federal) remetente (se for o caso) e
encaminhamento ou ndo para imunoistoquimica sdo também preenchidos no programa
de computador. As categorias de amostras estdo listadas no Quadro 6. A Figura 9

demonstra a pagina de abertura e os dados a serem preenchidos no programa DXNSC.

Quadro 6. Categorias de amostras recebidas pelos laboratorios credenciados como parte
do programa de vigilancia das encefalopatias espongiformes transmissiveis

N° da categoria Caracteristica da categoria

Categoria 1 Encéfalo de bovino com sinais clinicos de disturbios nervosos
que apresentaram resultado negativo para raiva em laboratérios
da rede oficial

Categoria 2 Encéfalo de bovino com sinais clinicos de distirbios nervosos

Categoria 3 Encéfalo de bovino com doeng¢a depauperante, cronica ou
caquetizante ou em decubito.

Categoria 4 Encéfalo de animais importados de paises de risco para BSE

Categoria 5* Encéfalo de bovino proveniente de abatedouro

Categoria 6 Encéfalo de bovino proveniente de abate de emergéncia

Categoria 7 Encéfalo de ovino com sinais clinicos de distirbios nervosos

Categoria 8 Encéfalo de ovino proveniente de abatedouro

Categoria 9 Encéfalo de caprino com sinais clinicos de distirbios nervosos

Categoria 0 Encéfalo de caprino proveniente de abatedouro

* Categoria excluida no programa de vigilancia atual.
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Na categoria 1 sdo incluidos os bovinos que apresentaram resultado negativo
nas provas de imunofluorescéncia direta e/ou prova biologica para a raiva em
laboratérios da rede oficial. Nesse caso, os materiais provenientes desses laboratorios
sdo encaminhados para os laboratorios de patologia credenciados pelo MAPA, a fim de
tentar esclarecer a causa dos sinais neuroldgicos do bovino. Os laboratérios de raiva da
rede oficial constam no Anexo 7. Na categoria 2 sao incluidos os bovinos com sinais
clinicos de disturbios nervosos que s3o atendidos na area de abrangéncia de cada
laboratdrio ou material enviado por médicos veterinarios da regido. Na categoria 3 sdo
incluidos bovinos que apresentam doenca caquetizante ou depauperante ou que estao
em decubito, mas sem sinais clinicos prévios de disturbios nervosos. Exemplos de
bovinos nessa categoria na area de abragéncia do LPV/UFSM sdo os afetados por
intoxicagdo cronica por samambaia (Pteridium aquilinum) e bovinos que apresentam
emagrecimento progressivo por diversas causas. Na maioria das vezes, o exame
histologico do encéfalo desses bovinos nao revela alteragdes. Na categoria 4 sdo
incluidos todos os ruminantes importados (bovinos, ovinos ou caprinos). Essa categoria
tem prioridade sobre as outras categorias, pois mesmo que tenham sido feitas as provas
de IFD e/ou bioldgica para a raiva e mesmo que esses animais apresentem alguma
doenca caquetizante ou neurologica, eles devem sempre ser inseridos na categoria 4 e
nao na I, 2 ou 3, 7 ou 9. O cumprimento dessa norma ¢ importante, pois todos os
animais importados de paises onde houve diagnostico de BSE em animais nativos,
devem, no final da vida reprodutiva, ser sacrificados e os proprietarios, indenizados; sob
hipdtese alguma qualquer animal dessa categoria pode ser enviado para abate e
consumo. Essa conduta facilita a rastreabilidade dos ruminantes importados no pais, ou
seja, garante que o ruminante importado ndo entrou na cadeia alimentar e, através do
exame histologico, pode-se comprovar de que esse animal ndo tinha lesdes de EET. Ha
uma area especifica no formulario de envio do material que deve ser preenchida para o
caso de ruminante importado; os dados dessa area incluem nome e nimero (geralmente
o numero de registro ou nimero do Sistema Brasileira e Identificacdo e Certificacdo de
Origem Bovina e Bubalina - SISBOV) do animal, se o animal apresenta sinais clinicos
nervosos € se o proprietario recebe ou ndo indenizagdo (Anexo II do Anexo 3). A
indenizagdo sé ocorre quando o animal esta vivo e o proprietario solicita sua destruicao.
Os dados referentes ao ruminante importado também sdo transcritos para o laudo
histopatologico (Anexo 13). A IN n° 8, de 13 de fevereiro de 2001, que regia as normas

para animais importados no pais, foi revogada. Vigora a Instru¢do Normativa n° 18, de



45

15 de dezembro de 2003 (Anexo 8). Na categoria 5 eram incluidos os encéfalos de
bovinos provenientes de matadouro com mais de 30 meses e que tinham sido
alimentados com racdo de origem animal em algum periodo de sua vida. Essa categoria
foi excluida do programa devido & proibi¢do da proteina animal na alimentagdo de
ruminantes de acordo a vigente IN n° 8, de 25 de margo de 2004 (Anexo 9) e porque
nao era, sob o ponto de vista do MAPA, uma amostra epidemiologicamente adequada
para pesquisa de possiveis casos de BSE. Na categoria 6 sao incluidos encéfalos de
bovinos provenientes do abate de emergéncia. A Instru¢do de Servico N°
002/2003/DOI/DIPOA rege as normas e procedimentos para animais encaminhados ao
abate de emergéncia (Anexo 10). Os motivos do abate de emergéncia desses bovinos
sdo geralmente fratura em membros pélvicos ou tordcicos ou contusdes generalizadas.
Alguns desses bovinos ja chegam mortos ao frigorifico, € mesmo assim, o encéfalo ¢
retirado para exame histopatologico. O formulario que acompanha esse material consta
no Anexo 11. Na categoria 7 sdo incluidos ovinos com sinais clinicos nervosos; na
categoria 8, ovinos provenientes de abatedouros. A categoria 9 ¢ composta por
caprinos com sinais clinicos nervosos e a categoria 0 é composta por caprinos
provenientes de abatedouros. Na rotina diagnoéstica do LPV/UFSM, o ntmero de
encéfalos de ovinos e caprinos ¢ bem menor que o de bovinos. Isso se reflete, em parte,
pelo nimero total de caprinos e ovinos no Brasil estimado respectivamente em
9.581.653 e 14.556.484 de cabegas, em comparag¢do as 195 milhdes de cabecas de
bovinos no pais'.

Os encéfalos também sdo analisados em relacdo a condi¢ao da amostra e devem
ser alocados em uma das seguintes categorias listadas a seguir: (1) autolisado, (2)
congelado, (3) partes anatomicas pertinentes ndo incluidas, (4) danificagdo durante o
transporte, (5) amostras ndo identificadas, (6) encéfalo inadequadamente retirado e (7)
ndo se aplica (quando adequado). Esse dado ¢ importante para o MAPA e para o
laboratdrio que esta processando o material, pois permitem que os técnicos do MAPA
verifiquem a eficdcia da coleta de encéfalos no campo e avaliem a necessidade da
realizacdo de cursos de treinamento para os médicos veterinarios. O curso de
treinamento de coleta do encéfalo para médicos veterinarios oficiais do MAPA, bem
como para os da iniciativa privada sdo realizados nos cursos de Treinamento em

Meétodos de Diagndstico e Controle de Brucelose e Tuberculose Animal e Nogdes de

"IBGE, 2003.
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Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis. Esses cursos s3o ministrados em
diversas Universidades do pais e tém duracao de 5 dias. Para habilitacio de novos
ministrantes, 0o MAPA promove cursos em Brasilia, DF, geralmente ministrados pelo
Prof. Claudio Barros ou pelo Prof. David Driemeier. O curso em Brasilia geralmente
dura dois dias e consiste de uma parte teoérica com palestras visando nogdes gerais sobre
as encefalopatias espongiformes transmissiveis, € uma parte pratica que consiste na
retirada do encéfalo de cabegcas de bovinos provenientes de abatedouro e
reconhecimento das principais areas anatomicas do encéfalo para correto envio do
material ao laboratorio. Na ocasido dos cursos, os médicos veterinarios recebem o
Manual de Procedimentos para o Diagnostico das Doencgas do Sistema Nervoso Central
de Bovinos, que conforme mencionado anteriormente, contém todas as informagdes
basicas para a coleta e remessa do material para os laboratorios.

A condi¢do da amostra de encéfalo ¢ importante para o laboratdrio, porque
decide as partes anatdmicas a serem processadas. Por exemplo, materiais provenientes
de frigorifico geralmente consistem apenas do tronco encefalico. Muitas vezes, esse
material estd coberto por codgulos de sangue, devido ao método de eutanésia (pistola
pneumatica), e isso dificulta a fixagdo em formol. Materiais provenientes de
laboratorios que realizam exames para raiva, geralmente ndo apresentavam amostras em
boas condigdes (Figura 10), mas a medida que os cursos de habilitagdo tém sido
ministrados pelo MAPA, a qualidade da condicdo da amostra tende a melhorar. A
integridade do encéfalo ¢ muito importante para o exame histopatologico. Quanto maior

a manipulagdo, maior a possibilidade da introdugdo de artefatos no tecido nervoso.
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Figura 10. Condi¢do da amostra que chega ao laboratdrio para o exame histologico.
Essa amostra ¢ catalogada como “partes anatdmicas pertinentes ndo incluidas” devido a
auséncia do bulbo na altura do 6bex, local anatomico onde se realiza o diagnoéstico de
BSE.

2.2.4 Encaminhamento e processamento das amostras

Os cortes realizados no encéfalo dependem da condi¢do da amostra. Os cortes a
serem processados e analisados histologicamente constam na Figura 13 da se¢do 3 que
trata das alteracdes macroscopicas e microscopicas do sistema nervoso central de
bovinos. Geralmente, cada secdo do encéfalo ¢ encaminhada em um cassete. A ficha de
encaminhamento utilizada no LPV/UFSM consta no Anexo 12. Essa ficha facilita o
controle interno do material que estd sendo processado e auxilia no arquivamento de
blocos e laminas. O processamento do material ¢ realizado de acordo com o Anexo I da
IN n°. 15, de 15 de fevereiro de 2002 (Anexo 3). Todo o material ¢ encaminhado com o
numero do DXSNC (Ex.: DX0097/05), independente se ¢ proveniente da rotina do

laboratério ou de 6rgdos oficiais.
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2.2.5 Resultado da amostra

Durante a leitura das laminas, sdo anotados os achados incidentais bem como os
associados a doengas em cada se¢do de encéfalo examinada. Esses achados sdo
descritos na sec¢do ‘histopatologia” do laudo histopatolégico (Anexo 13). No
diagnostico vai o nome da doenga em questdo ou “sem alteragdes histopatoldgicas™.
Mesmo quando se descrevem varios achados incidentais, como alteragdes associadas a
idade, o diagnodstico continua sendo “sem alteragdes histopatoldgicas”. Um exemplo
comum s3o os encéfalos provenientes de frigorificos. Geralmente, macro e
microscopicamente observa-se hemorragia subdural e intracerebral, mas o diagndstico
ndo ¢ “hemorragia traumatica”, pois essa lesdo foi infligida em um encéfalo
previamente normal. O mesmo acontece com animais que apresentam raros manguitos
perivasculares no encéfalo. Esse ¢ um achado incidental, pode ser descrito na secdo
histopatologia do laudo, e o diagnostico ndo serd dado como meningoencefalite ndo-
supurativa, mas como “sem alteracdes histopatoldgicas™.

A importancia de se cadastrar laboratorios de diagnostico para a vigilancia
epidemioldgica da BSE se deve a possibilidade de se aliar epidemiologia e sinais
clinicos aos achados macro e microscopicos, ¢ dessa forma, realizar a correta
interpretagdao das lesdes e escolha do diagnostico mais apropriado. Alguns diagnosticos
dependem de dados epidemioldgicos (ex.: intoxicagdo por plantas, intoxicacdo por
carbamato, tétano). No Quadro 7, observa-se a lista de diagnosticos utilizada no
programa DXSNC. O numero de casos de cada doenca pode variar dependendo da
regido do pais, mas todos os laboratorios devem ter a mesma lista de diagnésticos. Um
diagnostico inserido em um laboratorio deve ser imediatamente comunicado ao MAPA

e aos outros laboratorios para a adi¢ao ao programa DXSNC.
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Quadro 7 — Lista de diagnosticos de doengas ou lesdes do sistema nervoso central de
ruminantes utilizada no programa DXSNC.

Abscessos cerebrais Intoxicagdo por Halimium braziliensis

Artrite encefalite caprina Intoxicagdo por organofosforados

Babesiose cerebral Intoxicagdo por Prosopis juliflora

Botulismo (por outros métodos)* Intoxicacao por Sida carpinifolia

Cenurose Intoxicagdo por Solanum fastigiatum

Cetose (por outros métodos) Leucose enzootica

Compressdao medular Listeriose

Encefalomalacia focal simétrica Maedi-Visna

Encefalopatia hepatica Meningite bacteriana

Febre catarral maligna Meningoencefalite nao-purulenta
inespecifica

Febre vitular (por outros métodos) Meningoencefalite por herpesvirus

Hemorragia traumadtica Meningoencefalite purulenta inespecifica

Hipomagnesemia (por outros métodos) Neoplasia

Intoxicagdo por Aspergillus clavatus Polioencefalomalacia

Intoxicagdo por Ateleia glazioviana Raiva

Intoxica¢do por carbamatos Scrapie

Intoxicacao por Claviceps paspali Sem alteracdes histopatologicas

Intoxicag¢do por Cynodon dactilon Tétano (por outros métodos)

Intoxicacao por Dyplodia maydis Em andamento**

* Por outros métodos significa que o diagnostico foi realizado pelo exame de outros 6rgdos, pelos sinais
clinicos e dados epidemioldgicos.
**Quando o diagnostico ainda estd pendente.

Alguns diagnosticos permanecem pendentes e o resultado no programa de
computador permanece “em andamento”. Isso ocorre quando um dos fragmentos do
encéfalo é enviado para realizagio da técnica de imunoistoquimica para PrP* no SPV-
UFRGS. No acompanhamento da rotina do DXSNC em 5 anos (2001-2005), casos de
ovinos e bovinos com vacuolizacdo neuronal intracitoplasmatica no tronco encefélico
foram enviados para a realizacdo de imunoistoquimica. Na maioria das vezes, o
diagnostico de scrapie em ovinos foi confirmado. Todos os materiais de bovinos
enviados foram negativos, demonstrando que ¢ normal a presenga de vactolos
esporadicos em neurdnios do tronco encefalico (principalmente nucleos vermelho e
oculomotor do mesencéfalo) e que a histopatologia ¢ um método de diagndstico

confiavel.

2.2.6 Envio dos resultados
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Os laudos (Anexo 13) sdo remetidos ao laboratorio que enviou o material fixado
em formol (geralmente os laboratérios da rede oficial), para a Coordenagao Geral de
Apoio Laboratorial (CGAL) e uma copia permanece no laboratério que gerou o
resultado, para futuras auditorias. A partir de 2004, os laudos sdo gerados pelo programa
de computador DXSNC. Os laboratorios devem encaminhar o relatorio das atividades

mensais ao Departamento de Saide Animal, até o 10° dia util do més subseqiiente.

2.2.7 Arquivamento dos tecidos fixados, blocos e laminas

O MAPA estabelece que blocos e laminas devem ser guardados durante 7 anos
no laboratério credenciado, para verificagdo em futuras auditorias tanto do MAPA
quanto de 6rgdos internacionais. O armazenamento de tecidos fixados no laboratorio
credenciado é opcional. No LPV-UFSM sdo guardados encéfalos em formol para
interesse didatico ou que serao utilizados em projetos futuros, sem a realizagao de

imunoistoquimica, ja que o longo periodo de fixagcdo ¢ um fator limitante para a técnica.

2.2.8 Arquivamento dos documentos

Os formuldrios que acompanham os materiais fixados em formol e os laudos
histopatologicos sdo arquivados em pastas anuais. Documentos referentes a legislagao,
livros Ata, procedimentos operacionais padrao e referentes ao programa DXSNC sao

também arquivados.

2.2.9 Procedimentos operacionais padrao (POPS)

Cada laboratorio ¢ regido por procedimentos operacionais padrao (POPs). Esses
POPs determinam regras a serem utilizadas para recebimento de material, erros de
registros em cadernos de anotagdes, e descarte dos materiais que foram analisados. No
Quadro 8, podem ser visualizadas as regras a serem utilizadas quando ocorrem erros no
livro Ata. Esse POP deve ser fixado no livro Ata para facil consulta. Quando se comete

um erro no livro Ata, este deve ser riscado com apenas uma linha, rubricado, datado, e
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um dos numeros apresentados no Quadro 8 sera colocado ao lado da rubrica com um

circulo em volta.

Quadro 8. Procedimentos para explicar erros de registros em cadernos de anotagdes, de
acordo com listagem numérica.

NUmero

Motivo para utilizacdo

1

Erro de ortografia

Erro matematico

Registro errado (data, nlimero de amostra, palavra, etc)

Erro de transposi¢ao

Mudanga de procedimento

Conclusao errada

Registro ilegivel

Registro desnecessario

O [0 ||| |~ [W N

Explicacdo com nota de rodapé

[
(e

Informacdes adicionais
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Anexo 1 — Portaria ministerial n° 516, de 9 de dezembro de 1997

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
GABINETE DO MINISTRO

PORTARIA N° 516, DE 9 DE DEZEMBRO DE 1997

O MINISTRO DE ESTADO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, no uso da atribuicao que lhe confere o Art. 87, Paragrafo Unico, inciso
II, da Constituicdo da Republica, tendo em vista o disposto no Art. 71 do Regulamento do
Servigo de Defesa Sanitaria Animal, aprovado pelo Decreto n® 24.548, de 3 de julho de 1934,
considerando a decisdo da 65" Assembléia Geral do Comité Internacional do Escritorio
Internacional de Epizootias - OIE que alterou o capitulo 3.2.13 - Encefalopatia Espongiforme
Bovina, do Cédigo Zoossanitario Internacional, resolve:

Art. 1° Declarar o Brasil livre de encefalopatia espongiforme bovina, de acordo com o
que estabelece o artigo 3.2.13.2 do Codigo Zoossanitario Internacional.

Art. 2° Incluir a encefalopatia espongiforme bovina e a paraplexia enzoodtica dos
ovinos (scrapie) na relagdo de doencas passiveis de aplicagdo de medidas de defesa sanitaria
animal constante do artigo 61 do Regulamento do Servico de Defesa Sanitaria Animal,
aprovado pelo Decreto n° 24.548, de 3 de julho de 1934.

Paragrafo inico - A encefalopatia espongiforme bovina e a paraplexia enzoodtica dos
ovinos (scrapie) sdo doengas de notificacdo obrigatoria e suas ocorréncias ou suspeigdes
devem ser imediatamente informadas a autoridade de defesa sanitaria animal da jurisdigao.

Art.3° Determinar a aplicagdo a partir de 1° de janeiro de 1998 das recomendagdes
para prevengdo da encefalopatia espongiforme bovina e outras encefalopatias espongiformes
transmissiveis dos animais, constantes do artigo 3.2.13.1 do Codigo Zoossanitario
Internacional, especialmente:

a) a identificagao dos perigos potenciais de introducao da doenca mediante analise de
risco que inclua a importagdo de animais vivos e produtos e sub-produtos de origem animal;

b) a incorporagdo da encefalopatia espongiforme bovina, da paraplexia enzoodtica dos
ovinos (scrapie) e outras doencas com sintomatologia nervosa de carater progressivo no
sistema de vigilancia da raiva dos herbivoros domésticos, na forma a ser estabelecida em ato
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento".

¢) a proibicao do uso de qualquer fonte de proteina de ruminantes na alimentagdao dos
mesmos, com excecdo das proteinas lacteas.

Art. 4° Delegar competéncia a Secretaria de Defesa Agropecudria para baixar as
instrucdes complementares necessarias a implementacao do disposto nesta Portaria.

Art. 5° O ingresso no Brasil de animais e produtos e sub-produtos de origem animal
originarios de terceiros paises fica condicionado & comprovagdo do atendimento as medidas
de vigilancia das encefalopatias espongiformes transmissiveis e que sao recomendadas no
Capitulo 3.2.13 do Cédigo Zoossanitério Internacional.

Art. 6° Esta Portaria entra em vigor na data de sua publicagao.

MARCUS VINICIUS PRATINI DE MORAES
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Anexo 2 — Instrucdo Normativa n° 005, de 1 de margo de 2002

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
GABINETE DO MINISTRO

INSTRUCAO NORMATIVA N° 005, DE 1° DE MARCO DE 2002

O MINISTRO DE ESTADO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, no uso da atribui¢do que lhe confere o art. 87, paragrafo Unico, da
Constitui¢ao, tendo em vista o disposto no art. 86, do Regulamento de Defesa Sanitaria
Animal, aprovado pelo Decreto n° 24.548, de 3 de julho de 1934, e o que consta do Processo
n° 21000.009298/2001-82, resolve:

Art. 1° Aprovar as Normas Técnicas para o controle da raiva dos herbivoros
domésticos, em conformidade com o Anexo a esta Instru¢ao Normativa.

Art. 2° O item “b”, do art. 3°, da Portaria n° 516, de 9 de dezembro de 1997, passa a
vigorar com a seguinte redagao:

b) a incorporagao da encefalopatia espongiforme bovina, da paraplexia enzootica dos
ovinos (scrapie) e outras doengas com sintomatologia nervosa de carater progressivo no
sistema de vigilancia da raiva dos herbivoros domésticos, na forma a ser estabelecida em ato
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento”.

Art. 3° Esta Instru¢@o Normativa entra em vigor na data de sua publicagdo.

Art. 4° Fica revogada a Portaria n° 126, de 18 de marco de 1976.

MARCUS VINICIUS PRATINI DE MORAES

ANEXO
NORMAS TECNICAS PARA O CONTROLE DA RAIVA DOS HERBIVOROS
DOMESTICOS

CAPITULO1

DAS DISPOSICOES PRELIMINARES

Art. 1° Para efeito destas Normas, considera-se como proprietario aquele que seja
possuidor, depositario ou a qualquer titulo mantenha em seu poder animais susceptiveis a
raiva.

Art. 2° O proprietario devera notificar de imediato, ao Servico Veterinario Oficial, a
ocorréncia ou a suspeita de casos de raiva, assim como a presenca de animais atacados por
morcegos hematofagos ou a existéncia de abrigos de tal espécie.

Art. 3° O Servigo Veterinario Oficial devera tomar as providéncias necessarias ao
atendimento dos animais e a coleta de material para diagnostico da raiva e de outras
encefalites diferenciais.

Art. 4° Os servidores que trabalham em laboratorio ou em atividades de controle da
doenga devem estar protegidos mediante imunizacdo preventiva, segundo esquema
recomendado pela Organiza¢ao Mundial da Satde.
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CAPITULO II

DO OBJETIVO E DA ESTRATEGIA DE ATUACAO DO PROGRAMA

Art. 5° O Programa Nacional de Controle da Raiva dos Herbivoros tem como objetivo
baixar a prevaléncia da doenga na populagdo de herbivoros domésticos.

Art. 6° A estratégia de atuacdo do Programa ¢ baseada na adogdo da vacina¢dao dos
herbivoros domésticos, do controle de transmissores e de outros procedimentos de defesa
sanitaria animal que visam a protecdo da satde publica e o desenvolvimento de fundamentos
de agdes futuras para o controle dessa enfermidade.

CAPITULO 11I

DA VACINACAO

Art. 7° Na profilaxia da raiva dos herbivoros, serd utilizada vacina inativada, na
dosagem de 2 (dois) ml, administrada pelo proprietario, através da via subcutdnea ou
intramuscular.

Art. 8° Nas areas de ocorréncia de raiva, a vacinagdo sera adotada sistematicamente,
em bovideos e eqiiideos com idade igual ou superior a 3 (trés) meses, sob a supervisao do
médico veterinario.

§ 1° A vacinacdo de bovideos e eqiiideos com idade inferior a 3 (trés) meses e a de
outras espécies podera ser realizada a critério do médico veterindrio.

§ 2° Animais primovacinados deverao ser revacinados ap6s 30 (trinta) dias.

Art. 9° O atestado de vacinagdo anti-rabica sera expedido por médico veterinario,
sendo valido pelo periodo de protecao conferido pela vacina usada.

Paragrafo tUnico. Para complementar a comprovacdo da vacina¢do, poderd ser
solicitado ao proprietario dos animais:

I - a nota fiscal de aquisicdo da vacina, a qual deve constar o nimero da partida, a
validade e o laboratorio produtor;

IT - a anotag@o da data da vacinagdo, o nimero de animais vacinados por espécie € a
respectiva identificagdo dos animais.

Art. 10. A duragdo da imunidade das vacinas para uso em herbivoros, para efeito de
revacinacao, sera de no maximo 12 (doze) meses.

CAPITULO IV

DA PRODUCAO, CONTROLE E COMERCIALIZACAO DE VACINAS

Art. 11. A producdo e o controle de todas as partidas de vacina obedecerao as normas
do Departamento de Defesa Animal, junto ao qual todas as vacinas deverdo estar previamente
licenciadas.

Art. 12. S6 sera aprovada vacina com prazo de validade igual ou superior a 1 (um)
ano.

Art. 13. Desde a produgdo até seu uso, a vacina anti-rabica deverd ser mantida em
temperatura entre dois e oito graus centigrados.

Art. 14. Sempre que exigido pelo Servigo Veterinario Oficial, o estabelecimento
responsavel pela comercializagdo da vacina fica obrigado a comunicar a compra, a venda e o
estoque de vacina.

Art. 15. Sempre que necessario, serd procedida a coleta, para andlise fiscal, de vacinas
anti-rabicas, elaboradas no pais ou importadas, onde quer que se encontrem, visando a
avaliacdo da sua eficacia.

CAPITULO V
DO CONTROLE DE TRANSMISSORES
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Art. 16. As equipes que atuam em focos de raiva deverdo realizar inquéritos para
determinagdo de outras espécies que nao a dos morcegos, que possam atuar como
transmissores.

Art. 17. O método escolhido para controle de transmissores dependera da espécie
animal, da topografia da regido e das possiveis restri¢oes legais.

Art. 18. Até que sejam realizados estudos a respeito de outros produtos, o método para
o controle de morcegos hematdéfagos basear-se-4 na utilizagdo de substancias anti-
coagulantes.

Art. 19. A aplicagdo de substancias anti-coagulantes em morcegos hematofagos devera
ser realizada sob a supervisao de médico veterinario.

Art. 20. A aplicacdo de substancias anti-coagulantes, ao redor das lesdes recentes
provocadas por morcegos hematdfagos em herbivoros, devera ser feita pelo produtor, sob
orientacdo de médico veterinario.

Art. 21. As substancias anti-coagulantes e as redes de “nylon” empregados no controle
de morcegos hematdfagos constituem materiais de uso exclusivo do programa.

Art. 22. Em refugios, recomenda-se a utilizacdo de outros métodos de controle de
morcegos hematofagos, desde que os locais sejam de facil acesso e apresentem condigdes
para os trabalhos, a critério do médico veterinario.

Art. 23. Os refiigios de morcegos hematofagos, notadamente os da espécie Desmodus
rotundus, notificados ao Servico Veterinario Oficial, deverdo ser cadastrados e revisados
periodicamente, visando a manter o efetivo controle das populagdes de morcegos neles
existentes.

Art. 24. Ocorrendo raiva em carnivoro silvestre, devera ser realizado levantamento
epidemioldgico, a fim de verificar a origem do caso e, se existir um surto atingindo uma ou
mais espécies, promover-se-a o controle dessa populacdo, por meio de capturas sistematicas,
para determinar a atividade viral e a extensdo do surto.

CAPITULO VI
DAS OUTRAS MEDIDAS DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

Art. 25. Na vigilancia epidemioldgica da doenga, sera estabelecido um sistema de
informacdes que compreenderd a notificacdo obrigatoria de casos e informagdes continuas.

Art. 26. Serd efetuado um diagndstico permanente da situacdo epidemioldgica, bem
como a analise dos fatores condicionantes, a magnitude, a distribuicdo e a propagagdo da
raiva.

Art. 27. Sera considerada area de ocorréncia de raiva aquela onde a doenga tenha sido
confirmada durante os 2 (dois) anos precedentes.

Art. 28. Sera considerada zona ou area controlada aquela na qual o controle da raiva
tenha alcangado niveis satisfatérios, com os bovideos e eqiiideos devidamente vacinados ¢ a
populacdo de transmissores reduzida.

Art. 29. Serad considerada area de atuacdo imediata aquela na qual seja reconhecido
estado endémico de raiva, bem como a que requeira pronta intervengao.

Art. 30. A realizagdo de vacinagdes focais e perifocais compreenderd todas as
propriedades existentes na area infectada, abrangendo um raio de até 12 (doze) km, devendo
ser procedida do mesmo modo com relagdo ao combate aos transmissores.

Art. 31. A vigilancia dos transmissores deverd ser constantemente mantida por meio
da verificagdo do coeficiente de mordeduras e da dindmica de suas populagdes.

CAPITULO VII
DA COLETA DE MATERIAL E DOS EXAMES DE LABORATORIO
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Art. 32. A coleta de material de animais suspeitos de raiva serd orientada por médico
veterinario e efetuada por este ou por auxiliar que tenha recebido treinamento adequado e que
esteja devidamente imunizado.

Art. 33. Do animal suspeito de raiva deverdo ser coletadas amostras do sistema
nervoso central apos o Obito, ou quando sacrificado na fase adiantada da doenca (fase
paralitica).

Art. 34. Ao laboratorio deverdo ser remetidas amostras do sistema nervoso central do
animal suspeito, bem como 10% (dez por cento) dos morcegos hematdfagos capturados.

Art. 35. Os exames dos materiais coletados serdo processados por meio da técnica de
imunofluorescéncia direta e prova bioldgica (inoculacdo em camundongos ou células), ou
outra técnica que venha a ser recomendada pela Organizagdo Mundial da Satde, em
laboratorio oficial ou privado, credenciado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento — MAPA.

CAPITULO VIII
DA EDUCACAO SANITARIA E DIVULGACAO

Art. 36. Na educagdo sanitaria e divulgagdo, deverdo ser utilizados todos os meios e
informacdes disponiveis, assim como representantes dos niveis politicos, eclesiasticos e
educacionais, visando a atingir o maior nimero possivel de criadores e outros membros da
comunidade rural.

Art. 37. A organizacdo dos diferentes atores sociais da comunidade em Conselhos
Municipais ou Intermunicipais de Sanidade Animal, integrados a um Conselho Estadual de
Sanidade Animal, determina uma condicdo fundamental para a efetiva solu¢do do problema
raiva dos herbivoros domésticos.

CAPITULO IX
DISPOSICOES GERAIS

Art. 38. O pessoal técnico e auxiliar encarregado do controle da raiva devera receber
treinamento especializado continuo nos setores de controle de vacina, epidemiologia,
estatistica, planejamento ¢ administracdo de campanhas sanitarias, diagnostico de laboratorio,
bioecologia e controle de morcegos hematofagos, manejo de ndo-hematdfagos e educacao
sanitaria.

Art. 39. As atividades de combate a raiva terdo carater nacional e as unidades da
federacdo deverao estabelecer legislagdo especifica baseada nas presentes Normas.

Art. 40. Os laboratdrios produtores de vacinas terdo o prazo de 180 (cento e oitenta)
dias, ap6s a publicagdo da presente Instru¢do Normativa, para as adequacdes necessarias ao
atendimento pleno da mesma.

Art. 41. Incorporar a vigilancia da encefalopatia espongiforme bovina, da paraplexia
enzoodtica dos ovinos (scrapie) e de outras doengas que apresentem sintomatologia nervosa de
carater progressivo, ao sistema de vigilancia da raiva dos herbivoros domésticos.

Art. 42. A Secretaria de Defesa Agropecudria - SDA, do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, baixara instrucdes complementares sobre a matéria e resolvera os
Casos Omissos.
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Anexo 3 — Instrucdo Normativa n° 15, de 15 de fevereiro de 2002

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA
INSTRUCAO NORMATIVA SDA N.° 15, de 15 de fevereiro de 2002

O SECRETARIO DE DEFESA AGROPECUARIA DO MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, no uso da atribui¢do que lhe confere
o art. 83, inciso IV do Regimento Interno da Secretaria, aprovado pela Portaria Ministerial n.°
574, de 8 de dezembro de 1998, a Instru¢do Normativa n°® 24, da Secretaria de Defesa
Agropecuaria, de 07 de junho de 2001 e a necessidade da instituicdo de Normas de
Credenciamento de Laboratérios para o diagndstico de Encefalopatia Espongiforme
Transmissiveis € o que consta do Processo n.° 21000.000109/2002-97, resolve:

Art. 1° — Aprovar as Normas de Credenciamento e Monitoramento de Laboratorios de
Diagnostico das Encefalopatias Espongiforme Transmissiveis em ruminantes — EET.

Art. 2° - O credenciamento a que se refere o artigo anterior estard limitado as
necessidades do Departamento de Defesa Animal no que se refere ao nimero e localizacao
geografica.

Art. 3° - Esta Portaria entra em vigor na data de sua publicagao.

LUIZ CARLOS DE OLIVEIRA

ANEXO
REQUISITOS DE QUALIDADE PARA O CREDENCIAMENTO E MONITORAMENTO DE
LABORATORIOS DE DIAGNOS'I:ICO DAS ENCEFALOPATIAS ESPONGIFORMES
TRANSMISSIVEIS EM RUMINATES - EET

1 - Objetivos
Estabelecer os requisitos de qualidade no diagnostico das encefalopatias espongiformes

transmissiveis visando o credenciamento de laboratorios pelo Departamento de Defesa
Animal - DDA.

2 - Aplicagdo

2.1- A presente Norma aplica-se ao laboratorio que disponha de médico veterinario com
especializacdo em patologia veterindria.

2.2- O credenciamento a que se refere a presente Norma estd vinculado diretamente ao
Meédico Veterinario patologista, que serd nomeado responsavel técnico pelo diagndstico de
EET, mediante avaliacdo pelo DDA.

3 - Definigdes
3.1- Para efeito da presente Norma define-se:
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3.1.1- ENCEFALO: ¢ a parte do sistema nervoso central, exceto a medula espinhal, incluindo
mielencéfalo, metencéfalo, mesencéfalo, diencéfalo e telencéfalo.

3.1.2- TRONCO ENCEFALICO: é a parte compreendida pelo mielencéfalo (bulbo) e
metencéfalo (com excegdo do cerebelo) e diencéfalo. E o que resta do encéfalo quando se
exclui o telencéfalo e o cerebelo.

4 - Amostras

4.1- Amostra a ser colhida: material encefalico devidamente coletado, conforme esta
estabelecido no manual de procedimentos especifico, aprovado pelo DDA.

4.2- Amostra a ser testada: fragmentos do encéfalo juntamente com a rede admiravel
carotidea, o ganglio do nervo trigémeo e a hipéfise deverdo ser fixados em formol a 10% e
processados conforme descrito no ANEXO I.

5 - Recebimento das Amostras

5.1- As amostras deverdo estar acompanhadas de Formuldrio de Requisi¢do, conforme
modelo estabelecido no ANEXO II.

5.2 - Nao deverdo ser recebidas amostras congeladas para exame histolégico.

5.3- As amostras serdo registradas em livro proprio contendo as seguintes informagdes: n° do
protocolo; remetente e endereco; responsdvel pelo recebimento; proprietidrio e endereco;
espécie; sexo; idade; raga; data de encaminhamento; data de entrada; data de saida e resultado,
conforme modelo indicado no ANEXO III.

6 - Conservacdo e Estocagem

6.1- A amostra a ser analisada devera ser conservada em formol a 10%, até a montagem dos
blocos de parafina e a confec¢do das ldminas.

6.2- Os blocos de parafina e as preparagdes histologicas deverdo ser arquivados por pelo
menos sete anos.

7- Seguranga biologica

7.1- Deverao ser respeitadas as normas de seguranga bioldgica em todos os procedimentos
realizados com o material do exame.

7.2- As amostras quando descartadas deverao ser incineradas.

8 - Métodos de Diagndstico

8.1- O exame histologico ¢ um dos indicados para o diagndstico da encefalopatias
espongiformes transmissiveis, conforme descrito no ANEXO 1.

8.2- O DDA baixard os requisitos necessarios ao credenciamento de laboratorios de
diagnéstico de EET’s, através de outras metodologias analiticas, conforme a necessidade.

8.3- Qualquer alteracdo na metodologia analitica devera ser previamente aprovada pelo DDA.
8.4- Quando houver um caso suspeito, a amostra devera ser encaminhada ao Laboratério de
Referéncia das EET para andlise.

9 - Resultados e Relatorios

9.1- O resultados dos exames deverdo ser emitidos em formuldrios proprios, conforme
modelo proposto pelo DDA e de acordo com o seguinte fluxograma:

9.1.1- Resultado NEGATIVO: Sera encaminhado ao 6rgao requisitante e ao DDA;

9.1.2- O Resultado SUSPEITO ou DUVIDOSO deve ser imediata e obrigatoriamente
comunicado ao DDA e ao Laboratério de Referéncia para o diagnostico das EET no Brasil,
9.1.3- Todo laboratério credenciado devera encaminhar ao DDA, até o décimo dia util do més
subseqiiente, relatdrio das atividades mensais, em formularios proprios.
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10 - Do Laboratorio

10.1- O laboratorio deve possuir instalagdes € equipamentos aprovados para a realizagdo do
exame histologico.

10.1.1- Protocolo: sala destinada ao recebimento das amostras, registro, expedi¢do dos
resultados e arquivo dos mesmos.

10.1.2- Sala de Exame: Local onde as amostras serdo processadas. Devera estar provido de
bancada impermedvel e resistente a desinfeccdo, fontes de eletricidade suficientes e
adequadas ao perfeito funcionamento dos equipamentos, fonte de gas quando necessaria, €
paredes com superficie lavavel.

10.1.3- Esterilizagdo e lavagem: Devera estar provido de fontes de eletricidade, tanques ou
pias que permitam a esterilizacdo e a lavagem de todo material utilizado na realizacdo da
analise.

10.2- As instalagdes devem atender as normas de seguranca biolodgica.

10.3- O laboratério deve possuir instalagdes, equipamentos e fluxos operacionais, aprovados
para realizacdo de exame histoldgico.

10.4- O laboratério deve designar um responsavel técnico, com experiéncia especifica
comprovada, que realizara os exames.

10.5- Os laudos laboratoriais e o relatorio mensal, deverdo ser obrigatoriamente, assinados
pelo responsavel técnico ou seu substituto.

11 - Do responsavel técnico e substituto

Para efeito de credenciamento ¢ monitoramento, o responsavel técnico e seu eventual
substituto, serdo submetidos a auditorias técnicas com acompanhamento do ensaio no proprio
laboratorio, realizadas por auditores designados pelo DDA.

ANEXO |
PROCESSAMENTO HISTOLOGICO PARA DIAGNOSTICO DAS ENCEFALOPATIAS
ESPONGIFORMES TRANSMISSIVEIS - EET

PROGRAMAGCAO DE PROCESSAMENTO DO MATERIAL

O material apos clivado deverad ser processado rotineiramente para exame histologico.
Isso podera ser feito em processador de tecidos automatico (histotécnico) regulado conforme
as conveniéncias do laboratorio, mas obedecendo, em geral, os tempos abaixo discriminados.
Esse processamento podera ser feito manualmente.

CUBAS REAGENTES TEMPO DE IMERSAO
Copo becker 1 (formol) Alcool 95% 1:00 hora
Copo becker 2 Alcool 95% 1:00 hora
Copo becker 3 Alcool 95% 1:00 hora
Copo becker 4 Alcool absoluto 1:00 hora
Copo becker 5 Alcool absoluto 1:00 hora
Copo becker 6 Xilol 1:00 hora
Copo becker 7 Xilol 1:00 hora
Copo becker 8 Xilol 1:00 hora
Estufa 1 Parafina 1:30 horas
Estufa 2 Parafina 1:30 horas

Apbs o processamento descrito acima ¢ feita a inclusdo do material em parafina. O
material nos blocos de parafina ¢ cortado em 5 um de espessura e corado pela técnica de
hematoxilina e eosina, conforme descrito abaixo.



1- Xalol e, 5 minutos

2-Xilol oo, 5 minutos

3- Alcool absoluto ...... 2 minutos

4- Alcool 95% ........... 2 minutos

5- Alcool 80% ............ 2 minutos

6- Alcool 70% ............ 1 minuto

7- Agua corrente ......... lavar

8- Hematoxilina .......... 20-40 segundos
9- Agua corrente ......... lavar

10- Agua de amdnia .... imergir até azular
11- Agua corrente ........ lavar

12- Eosina ......c.ccc....... 1-2 minutos

13- Alcool 70% ........... rapidamente
14- Alcool 80% ........... rapidamente
15- Alcool 90% .......... rapidamente

16- Alcool absoluto .... 5 minutos
17- Alcool absoluto .... 5 minutos
18- Xilol ....eeiiieiienee 5 minutos
19- Xilol ....ooeveeiieneee 5 minutos
20-Montar as laminas utilizando balsamo do Canada (ou Entelan) para fixar a laminula.
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ANEXO 11

Formulario de requisi¢céo de exames

Material n°: Laboratorio / n° do protocolo / ano Municipio: UF:
Veterinario Remetente: CRMV-UF n*:
Enderego: Telefone: ()

Email: Fax: ()

Para preenchimento exclusivo quando for bovino importado ( IN n° 08, de 13/02/2001)
Nome do animal: Numero do animal:
Com sintomatologia nervosa? Sim [] Nao [l Paraindeniza¢do? Sim[] Nao [

Proprietario: Propriedade:

Endereco: Municipio: UF:
Email: Telefone: () Fax: ()

Espécie: Bovina () Ovina () Caprina ( ) Raca: Idade:  meses
Havia outras espécies afetadas? Sim () Nao () Categoria afetada: Macho () Fémea ()
Numero de animais: no rebanho ( ) doentes ( ) mortos ( )

O animal morto ja foi vacinado para: Raiva () Clostridiose ( ) Outras
O animal consumia concentrado? Sim ( ) Nao ()

Data do inicio do surto/doenca: / / Duragao do surto/doenga:
Tipos de sinais clinicos apresentados:

Morte stibita ()  Cegueira () Torneio () Paralisia flacida dos
Depressao () Incoordenagdo () Convulsdes () membros posteriores ( )
Ataxia () Tétano () Dismetria ()
Com paralisia, mas  Agressividade () Tremores () Paralisia flacida dos
ainda alerta ()  Opistotono () Nistagmo () membros anteriores ()
Duragao dos sinais clinicos (desde o inicio até a morte): horas
Havia animais que se recuperaram dos sinais clinicos? Sim () Nao () Que percentual? %
Dia e hora da morte: / / as
Tempo decorrido entre a morte e a coleta do material: horas
Tempo decorrido entre a morte e a fixagdo do material: horas minuto
Material conservado em:
Veterinario responsavel pela coleta: CRMV-UF n°:
Enderego: Telefone: ()
Email: Fax: ()

| Observagdes:

Local / Data:




ANEXO 111

MODELO PARA LIVRO DE REGISTRO DE AMOSTRAS PARA O DIAGNOSTICO DE EET EM RUMINANTES
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N°protocolo

Remetente/
Enderego

Responsavel
pelo recebimento

Proprietario/
Enderego

Espécie

Sexo

Idade

Raca

Data de
entrada

Data de
encaminhamento

Data de
saida

Resultado
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Anexo 4 — Rede de laboratorios credenciados pelo MAPA para o diagnostico das
encefalopatias espongiformes transmissiveis de ruminantes no Brasil

1. DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA
MARIA - UFSM

Resp.: Dr. Claudio Severo Lombardo de Barros

CEP.:97105-900- Santa Maria/RS

Fone: 55 (55) 3220.8168 Fax: 55 (55) 3220.8284

e-mail: claudioslbarros@uol.com.br

2. LABORATORIO DE PATOLOGIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO MATO
GROSSO DO SUL - UFMS

Resp.: Dr. Euripedes Batista Guimaraes

Av. Senador Felinto Muller, 2443 — Caixa Postal 549 - CEP.: 79070-900 - Campo Grande/MS
Tel.: 55 (67) 345.3615 Fax: 55 (67) 345.3600

e-mail: ebg@nin.ufms.br

3. LABORATORIO DE PATOLOGIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO
GRANDE DO SUL - UFRGS

Resp.: Dr. David Driemeier

Av. Bento Gongalves, 9090 — Caixa Postal 15094 - CEP.: 91540-000 - Porto Alegre/RS
Telefone: 55 (51) 3316.6107 Fax: 55 (51) 3316.7305

e-mail: davetpat@ufrgs.br

4. LABORATORIO NACIONAL AGROPECUARIO - LANAGRO/ RECIFE- PE
Resp.: Dra. Ana Karina Cunha Callado

Rua Manoel de Medeiros, s/n° - Dois Irméaos

CEP: 52171-030 — Recife/PE

Tel.: 55 (81) 3441-6311 e 3441-6024

e-mail: anakarina@agricultura.gov.br

5. LABORATORIO DO INSTITUTO MINEIRO DE AGROPECUARIA - IMA/MG
Resp: Dr. Anilton César Vasconcelos

Avenida do Contorno n°® 1707 A — Floresta - CEP 30110-070 - Belo Horizonte /MG
Tel.:55 (31) 3213-4263 , 3499-2887 Fax 55 (31) 3213-4263

e-mail: laboratorioanimalima@bhsol.com.br; anilton@jicb.ufmg.br

6. LABORATORIO DE ANATOMIA PATOLOGICA DO INSTITUTO BIOLOGICO
DE SAO PAULO - SP

Resp.: Dra Claudia del Fava

Avenida Conselheiro Rodrigues Alves n° 1252, Vila Mariana - CEP 04014-002-Sao Paulo/SP
Tel: 55 (11) 5087 - 1779  Fax 55 (11) 5087-1779

e-mail: lara@biologico.sp.gov.br
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Anexo 5 — Instrucdo Normativa n° 18, de 27 de fevereiro de 2004

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA

INSTRUCAO NORMATIVA N° 18, DE 27 DE FEVEREIRO DE 2004

O SECRETARIO DE DEFESA AGROPECUARIA DO MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, no uso das atribui¢des que lhe
conferem o inciso II, Art. 15, do Decreto n® 4.629, de 21 de marco de 2003 e o art. 4°, da
Portaria Ministerial n® 516, de 9 de dezembro de 1997, e tendo em vista o que consta do
Processo n° 21000.012718/2003-70, resolve:

Art. 1° Estabelecer as normas sobre os requisitos de qualidade para efeito de
credenciamento ¢ monitoramento de laboratorio pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) com vistas a procederem a diagnosticos das Encefalopatias
Espongiformes Transmissiveis (EET) em ruminantes pela técnica de imunoistoquimica
(IHQ), conforme disposto no Anexo I, bem como, aprovar os modelos de formularios para
requisi¢do e laudo de resultado de exames e registro de amostras, nas formas constantes dos
anexos II a IV desta Instrucao.

Paragrafo unico. Para o credenciamento e monitoramento previstos no caput deste
artigo serdo observadas as normas sobre os requisitos de qualidade constantes do Anexo I
desta Instru¢do Normativa e as da Instru¢do Normativa n® 51, de 27 de junho de 2003.

Art. 2° O laboratdrio a ser credenciado devera dispor de Responsavel Técnico (RT)
com formacao profissional de Médico Veterinario, experiéncia comprovada em patologia
veterinaria ¢ dominio da técnica de THQ.

Art. 3° Esta Instru¢do Normativa entra em vigor na data de sua publicagdo.

MACAO TADANO

ANEXO
REQUISITOS DE QUALIDADE PARA O CREDENCIAMENTO E MONITORAMENTO DE
LABORATORIOS DE DIAGNOSTICO DAS ENCEFALOPATIAS ESPONGIFORMES
TRANSMISSIVEIS (EET) EM RUMINANTES, PELA TECNICA DE IMUNO-
HISTOQUIMICA (IHQ)

1. Objetivo
Estabelecer os requisitos de qualidade no diagndstico das EET, pela THQ, visando o
credenciamento de laboratorios pelo MAPA.

2. Aplicagao

2.1. A presente Norma aplica-se ao laboratdrio que disponha de Responsavel Técnico (RT)
Meédico Veterinario com experiéncia comprovada em patologia veterinaria ¢ domine a técnica
de THQ.
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3. Definigoes

3.1. BULBO: por¢ao do tronco encefalico que inicia aproximadamente na altura da
insercao do primeiro par de nervos cervicais e se estende rostralmente até o bordo caudal da
ponte

3.2. OBEX: marcagio anatdmica no tronco encefalico que consiste na jungdo das ténias do
IV ventriculo no angulo posterior

3.3. CEREBELO: por¢ao do metencéfalo localizada caudalmente aos lobos occipitais do
telencéfalo e sobre a ponte e o bulbo (medula oblonga), formando a maior parte do teto do
quarto ventriculo

3.4. ORGAOS LINFOIDES: locais de produgdo de células linfoides, como timo, bago e
linfonodos e, agregados linfoides: tonsilas, placas de Peyer e 3% palpebra.

4. Amostras
4.1. A amostra de eleigdo a ser testada € constituida por fragmento de tecido devidamente
fixado em formol a 10% e est4 discriminada conforme a espécie:
4.1.1. Bovinos - bulbo na altura do 6bex
4.1.2. Ovinos e Caprinos - bulbo na altura do dbex, cerebelo e 6rgaos linfoides

5. Recebimento das Amostras

5.1. As amostras deverdo estar acompanhadas de Formulario de Requisicio de Exame,
devidamente preenchido, conforme modelo estabelecido no ANEXO III.

5.2. As amostras serdo registradas em livro proprio conforme modelo estabelecido no
ANEXO IV.

6. Conservagao e Estocagem

6.1. A amostra a ser analisada devera ser conservada em formol a 10%, até a inclusdo em
blocos de parafina e a confec¢do das ldminas.

6.2. Os blocos de parafina e as preparacdes histologicas deverao ser arquivados por, pelo
menos, sete anos.

7. Seguranga biologica
7.1. O laboratorio devera seguir os procedimentos de biosseguranga preconizados para
doengas pridnicas.
7.2. Na ocorréncia de amostra positiva deverdo ser adotados os seguintes procedimentos:
7.2.1. O material utilizado para o diagnostico, no dia, deverd ser submetido a um
processo de desinfec¢do com Hidroxido de Sodio a 2N por 2 horas e, apoés bem enxaguado,
autoclavado a 134° C, por 1 hora.
7.2.2. O material a ser descartado devera ser duplamente embalado em sacos
adequados para lixos infecciosos e incinerado posteriormente.

8. Método de Diagndstico

8.1. A técnica de THQ, descrita no ANEXO I, ¢ um dos métodos indicados para o
diagnostico das EET

8.2. Procedimentos no manejo de reativos utilizados na técnica de IHQ sao descritos no
ANEXO II

8.3. Qualquer alteracdo na metodologia analitica devera ser previamente aprovada pelo
MAPA

9. Resultados e Relatorios
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9.1. O resultado dos exames devera ser emitido em formulario proprio conforme modelo
proposto pelo MAPA no anexo V, em duas vias, uma para arquivo do laboratorio e outra para
o o0rgdo requisitante, de acordo com o seguinte fluxo:

9.1.1. Resultado NEGATIVO: Sera encaminhado ao 6rgao requisitante e ao setor
competente do MAPA;

9.1.2. Resultado SUSPEITO ou DUVIDOSO: deve ser imediata e obrigatoriamente
comunicado ao setor competente do MAPA e ao Laboratdrio de Referéncia para o diagnodstico
das EET no Brasil;

9.1.3. Todo laboratério credenciado devera encaminhar ao setor competente do
MAPA, até o décimo dia util do més subseqiiente, relatorio das atividades mensais, por
sistema especifico.

10. Do Laboratério

10.1. O laboratorio deve possuir instalagcdes e equipamentos adequados para a realizagdao
do exame de THQ

10.2. As instalacdes deverdo obedecer a um fluxo operacional coerente com a técnica
desenvolvida.

11. Instalagdes e equipamentos
11.1. Instalagdes

11.1.1. Protocolo: ambiente destinado ao recebimento das amostras, registro,
expedi¢ao dos resultados e arquivo dos mesmos.

11.1.2. Exame: ambiente onde as amostras serdo processadas. Devera estar provido
de bancada impermeével e resistente a desinfec¢do, fontes de eletricidade suficientes e
adequadas ao perfeito funcionamento dos equipamentos e paredes com superficie lavavel.

11.1.3. Esterilizagdo e lavagem: devera estar provido de fontes de eletricidade,
tanques ou pias que permitam a esterilizacdo e a lavagem de todo material utilizado na
realizacdo da analise.
11.2. Equipamentos

11.2.1. Arquivo

11.2.2. Microcomputador

11.2.3. Caixas para arquivo das laminas e blocos de tecidos

11.2.4. Micrétomo

11.2.5. Processador automatico de tecidos (opcional)

11.2.6. Autoinclusor de parafina (opcional)

11.2.7. Banho Maria histologico

11.2.8. Refrigerador/ freezer -20°C (vinte graus Celsius negativos)

11.2.9. Capela de fluxo continuo

11.2.10. Capela de fluxo laminar

11.2.11. Estufa

11.2.12. Agitador de tubos (opcional)

11.2.13. Pipetas monocanais de 1-10 ul, 10-100 pl e 200-1000 pl, ou similares

11.2.14. Vidraria de laboratério

11.2.15. Armario para estoque dos reagentes e solugdes

11.2.16. Microscopio Optico

11.2.17. Medidor de pH

11.2.18. Balanga analitica

11.2.19. Autoclave

11.2.20. Destilador

11.2.21. Deionizador (opcional)
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12. Do responsavel técnico titular e substituto

12.1. O RT titular e seu eventual substituto, designado(s) pelo laboratorio, devera(ao) ser
submetido(s) a treinamento, no laboratorio de referéncia, na técnica utilizada.

12.2. Apds o treinamento, e para efeito de credenciamento ou monitoramento, o RT titular
e seu eventual substituto, sera(3o) submetido(s) a auditorias técnicas com acompanhamento
do ensaio no proprio laboratdrio, realizadas por auditores designados pelo MAPA.

12.3. Os laudos laboratoriais e o relatorio mensal deverdo ser, obrigatoriamente, assinados
pelo responsavel técnico titular ou seu substituto.

ANEXO |
PROTOCOLO PARA O DIAGNOSTICO DAS EET EM RUMINANTES PELA
TECNICA DE IHQ

1. Fixacdo e Descontaminagdo do material

1.1. Os tecidos frescos devem ser fixados em formalina a 10%, preferencialmente tamponada.
O cérebro e linfonodos inteiros necessitam de, pelo menos, 3 a 5 dias de fixagdo antes de
serem clivados. Biopsias de linfonodos requerem, pelo menos, 2 dias de fixagdo. Fragmentos
de tecidos que tenham espessura em torno de 7 milimetros podem ser fixados em 1 dia.

1.2. Apdés o tempo necessario a fixagdo, os tecidos sdo clivados em fragmentos de
aproximadamente 2 milimetros de espessura e colocados em cassetes para inclusao.

1.3. Os tecidos sdao descontaminados em uma solucdo de acido férmico a 95-98% por 1 hora,
em uma cabine de fluxo continuo. Os cassetes devem estar totalmente imersos na solugao.

1.4. Enxaguar rapidamente os tecidos por 3 vezes em 10 volumes de agua e, em seguida,
submeté-los a lavagem continua em agua corrente até a total eliminagdo do odor do 4cido.

1.5. Enxaguar em agua bidestilada ou deionizada por 10 minutos.

1.6. Colocar os cassetes em solucdo de formalina fresca tamponada a 10%, por 24 horas.

2. Processamento e inclusdo dos tecidos em parafina.

2.1. O material, depois de clivado, deverd ser processado rotineiramente para exame
histologico. Este podera ser feito em processador automatico de tecidos (histotécnico) ou
manualmente, regulado conforme as conveniéncias do laboratério, mas obedecendo, em geral,
os tempos abaixo discriminados.

CUBAS REAGENTES TEMPO DE IMERSAO
Copo becker 1 (formol) Alcool 95% 1:00 hora
Copo becker 2 Alcool 95% 1:00 hora
Copo becker 3 Alcool 95% 1:00 hora
Copo becker 4 Alcool absoluto 1:00 hora
Copo becker 5 Alcool absoluto 1:00 hora
Copo becker 6 Xilol 1:00 hora
Copo becker 7 Xilol 1:00 hora
Copo becker 8 Xilol 1:00 hora
Estufa 1 Parafina 1:30 horas
Estufa 2 Parafina 1:30 horas

2.2. Apos o processamento descrito acima ¢ feita a inclusdao do material em parafina a 58-
65°C.
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3. Preparacdo dos cortes histologicos e laminas

3.1. A amostra a ser testada e os controles da prova, nos blocos de parafina, sdo cortados
em 4 a 6 micrometros de espessura e colocados em laminas especiais com carga elétrica (tipo
Probe On Plus), seguindo as orientacdes de uso do fabricante. Devem ser utilizadas 2 laminas
controle positivo e 2 laminas controle negativo.

3.1.1. Como controle positivo devem ser usados tecidos de animais comprovadamente
positivos para Scrapie, inativados com Acido Formico a 95-98% por 1 hora.

3.1.2. No caso de utilizar o sistema do tipo MicroProbe as laminas devem ser pareadas
de maneira que forme um espago capilar, com as partes pintadas fazendo contato, e colocadas
no suporte proprio para laminas (tipo Slide Holder.).

3.2. Para remocdo da parafina as laminas podem ser colocadas na estufa a 65°C por 20
minutos.

3.2.1. No caso de utilizar o sistema do tipo MicroProbe, apds este periodo, as laminas
sdao imersas em xilol, por 10 minutos a 65°C, trocar o xilol e imergi-las por mais 3 minutos a
65°C, realizar 3 enxagiies rapidos.

4. Reidratacao dos tecidos
4.1. Lavar em xilol por 5 minutos
4.2. Lavar em xilol por 5 minutos
4.3. Lavar em alcool absoluto por 2 minutos
4.4. Lavar em alcool 95% por 2 minutos
4.5. Lavar em alcool 80% por 2 minutos
4.6. Lavar em alcool 70% por 1 minuto

5. Bloqueio da Peroxidase endogena

5.1. Enxaguar as laminas com uma solugdo de dgua oxigenada (H,O;) e metanol a 3% (1ml
de H,0, a 30% em 30ml de metanol) preparada antes do uso.

5.2. Incubar por 10 minutos a 22-25°C com a mesma solugao.

5.3. Enxaguar as ldminas submergindo-as 4 vezes em agua deionizada ou bidestilada. Se
necessario, as ldminas podem ficar algumas horas submersas em agua.

6. Ativacdo do antigeno

6.1. Incubar os tecidos em uma solugdo de acido féormico 95% por 5 minutos a 22-25°C, em
um recipiente resistente ao acido.

6.2. Lavar cuidadosamente e neutralizar em tampdo Tris-HCI, usando 3 enxagiies rapidos,
seguido de incubagdo por 1 minuto em tampao fresco. O pH do lavado final deve ficar entre 7
e 8.

6.2.1. Para o controle do pH, colocar as laminas sobre um papel medidor de pH e continuar
as lavagens até atingir o pH adequado.

6.3. Transferir o suporte com as laminas para um recipiente resistente ao calor, contendo
solu¢do tampao adequada.

6.4. Tampar o recipiente, envolvé-lo em papel aluminio e autoclavar a 121°C por 20
minutos. A contagem do tempo ¢ iniciada quando a temperatura atinge 121°C.

6.5. Transferir as laminas para o tampao Tris com tween20 (TBST) por 10 minutos. Se
necessario, as ldminas podem ser mantidas em tampao por algumas horas.

7. Coloragao Imunoistoquimica

7.1. Nesta etapa a temperatura ambiente (22-25°C) deve ser mantida.

7.2. Agregar a solucdo de proteinase K sobre o corte do tecido na ldmina e incubar por 1
minuto. Enxaguar por 3 vezes, 20 segundos, em TBST.
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7.2.1. No caso de utilizar o sistema do tipo MicroProbe agregar 150 microlitros de

solucao de proteinase K em um pocinho dosificador tipo Isolon e incubar por 1 minuto.

7.3. Enxaguar por 3 vezes, 20 segundos, em TBST.

7.4. Agregar o anticorpo monoclonal F99/97.6.1 diluido conforme recomendagdes do
fabricante, em diluente de anticorpo e preparado no dia do uso, incubando por 10 minutos.

7.5. Enxaguar com TBST, 3 vezes por 20 segundos.

7.6. Agregar o complexo Biotina-IgG anti-camundongo e incubar por 10 minutos, a 22-
25°C.

7.7. Enxaguar com TBST, 3 vezes por 20 segundos.

7.8. Agregar a Peroxidase-Estreptavidina ou Peroxidase-Avidina e incubar por 10 minutos a
22-25°C.

7.9. Enxaguar com TBST, 3 vezes por 20 segundos.

7.10. Agregar substrato DAB cromogeno e incubar por 4 a 5 minutos.

7.11. Enxaguar com agua destilada, 2 vezes por 20 segundos.

7.12. Contracorar com hematoxilina

7.13. Enxaguar com agua corrente, 3 vezes por 20 segundos.

7.14. Deixar em agua corrente por 2-5 minutos até atingir a colorac¢do azulada.

7.14.1. Este processo pode ser substituido submergindo as laminas 5 vezes em banho

contendo uma solugao de hidréxido de amodnio ou Scotts Water Substitute.

7.15. Enxaguar com agua corrente, 2 vezes por 20 segundos.

7.16. Deixar as laminas na 4gua até comecar a montagem com laminula.

8. Desidratacao dos tecidos
8.1. Lavar em alcool 70% por 2 minutos
8.2. Lavar em alcool 80% por 2 minutos
8.3. Lavar em alcool 95% por 2 minutos
8.4. Lavar em alcool absoluto por 2 minutos
8.5. Lavar em xilol por 5 minutos
8.6. Lavar em xilol por 5 minutos

9. Montar as laminas utilizando balsamo do Canada natural ou sintético para fixar a laminula.
10. Ler em microscopio Optico.

11. Registrar o resultado.
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ANEXO 11
MANEJO DOS REATIVOS

ANTICORPOS:

- A solucao Estoque de anticorpos, em uso, deve ser armazenada entre 2 e 7°C.

- Nao sdao recomendados o congelamento e o descongelamento repetidos.

- Os anticorpos sdo diluidos no dia do uso e mantidos sob refrigeracao.

- O congelamento de anticorpos pré-diluidos, especialmente quando estdo combinados, nao ¢
recomendado.

SUBSTRATO CROMOGENO DAB:

- Utilizar conforme recomendag¢des do fabricante.

- Deve ser mantido sob refrigeragdo até o seu uso.

- Se apresentar um precipitado deve ser bem agitado antes do uso.

TAMPAO TRIS-HCI A 0.1 M

- Dissolver 12,1 gramas de Tris base em 800ml de agua bidestilada.

- Ajustar o pH para 7,6 com HCI concentrado e completar para 1 litro.
- Pode ser mantido em temperatura de 22-25°C.

TAMPAO TRIS COM TWEEN20 (TBST)

- Adicionar 6,06 gramas de Tris base e 17,5 gramas de Cloreto de S6dio (NaCl) em 800ml de
agua bidestilada.

- Ajustar o pH para 7,6 com Acido Cloridrico (HCI) concentrado e completar para 1 litro de
agua, homogeneizando bem.

- Adicionar 1ml de Tween20 e homogeneizar evitando formar espuma.

- Conservar em temperatura de 22-25°C.

SOLUCAO DE HIDROXIDO DE AMONIA
- Adicionar 2,5ml de Hidréxido de amonia 14,8 N em 1 litro de agua bidestilada.
- Conservar em temperatura de 22-25°C num frasco com tampa para evitar a evaporagao.

SCOTT’S WATER SUBSTITUTE
- Diluir 10 gramas de Sulfato de Magnésio em 1 litro de 4gua bidestilada.
- Conservar em temperatura de 22-25°C.
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ANEXO 111

Modelo para Formulério de requisicdo de exames

Material n°: Laboratério / n® do protocolo / ano Municipio: UF:
Veterinario Remetente: CRMV-UF n*:
Endereco: Telefone: ()

Email: Fax: ()

Para preenchimento exclusivo quando for bovino importado ( IN n° 08, de 13/02/2001)
Nome do animal: Numero do animal:

Com sintomatologia nervosa? Sim [] Nao [

Para indenizagdo? Sim [1 Nao []

Proprietario: Propriedade:

Endereco: Municipio: UF:
Email: Telefone: () Fax: ()

Espécie: Bovina () Ovina () Caprina ( ) Raga: Idade:  meses

Havia outras espécies afetadas? Sim () Nao () Categoria afetada: Macho () Fémea ()
Numero de animais: no rebanho ( ) doentes ( ) mortos ( )

O animal morto ja foi vacinado para: Raiva () Clostridiose ( ) Outras
O animal consumia concentrado? Sim () Nao ()

Data do inicio do surto/doenga: / /  Duracao do surto/doenca:

Tipos de sinais clinicos apresentados:
Morte stbita () Agressividade () Paralisia flacida dos posteriores ()
Depressao () Opistétono () Paralisia flacida dos anteriores ()
Ataxia () Torneio () Paralisia facial ()
Com paralisia, mas alerta ()  Convulsdes () Paralisia da lingua ()
Cegueira () Dismetria () Ranger de dentes )
Incoordenacao () Tremores @)
Tetania () Nistagmo ()

Duracao dos sinais clinicos (desde o inicio até a morte): horas

Havia animais que se recuperaram dos sinais clinicos? Sim () Nao () Que percentual? %

Dia e hora da morte: / / as

Tempo decorrido entre a morte e a coleta do material: horas

Tempo decorrido entre a morte e a fixacdo do material: horas minuto

Material conservado em:

Veterinario responsavel pela coleta: CRMV-UFn°:
Enderecgo: Telefone: ()
Email: Fax: ()

| Observacgoes:

Local / Data: , / /




ANEXO IV

MODELO PARA LIVRO DE REGISTRO DE AMOSTRAS PARA O DIAGNOSTICO DE EET EM RUMINANTES
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MODELO PARA LAUDO DE RESULTADO DE EXAME EM IMUNOISTOQUIMICA

ANEXO V

Credenciamento junto ao MAPA:

Identificacd@o do laboratorio:

Protocolo remetente:

Categoria de exame:

Espécie: Raca: Sexo: Idade:
Proprietario: Procedéncia:
Data de entrada: | Data enc.: NUmero de blocos: | Data de Saida:

Remetente e endereco do 6rgado requisitante:

Histérico:

Diagnostico:

Assinatura:

Responsavel Técnico:

Data:

73
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Anexo 6 — Portaria N° 69, de 17 de agosto de 2004

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA
DEPARTAMENTO DE DEFESA ANIMAL

PORTARIA N° 69, DE 17 DE AGOSTO DE 2004

O DIRETOR DO DEPARTAMENTO DE DEFESA ANIMAL, DA SECRETARIA
DE DEFESA AGROPECUARIA, DO MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, no uso da atribui¢ao que lhe confere o art. 84, inciso VIII do Regimento
Interno da Secretaria, aprovado pela Portaria Ministerial n® 574, de 8 de dezembro de 1998,
tendo em vista o disposto no Regulamento de Defesa Sanitaria Animal, aprovado pelo
Decreto n° 24.548, de 3 de julho de 1934, e a Portaria SDA n° 14, de 15 de marco de 2002,
resolve:

Art. 1° Estabelecer a composicdo do Comité Cientifico Consultivo sobre
Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis - CEET, especificando a area de atuacdo de
cada um dos membros constituintes:

I - Claudio Severo Lombardo Barros, profissional especializado do laboratério de
referéncia nacional para o diagnéstico de EET, lotado no departamento de patologia
veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria, em Santa Maria - RS;

II - Amauri Alcindo Alfieri, profissional especializado em virologia e medicina
veterindria preventiva, lotado no departamento de medicina veterindria preventiva da
Universidade Estadual de Londrina, em Londrina - PR;

IIT - Antonio Carlos Alessi, profissional especializado em diagnostico de EET, lotado
no departamento de patologia veterinaria da Universidade Estadual Paulista, em Jaboticabal -
SP;

IV - Cleber Oliveira Soares, profissional especializado em medicina veterinaria
preventiva, lotado no centro nacional de pesquisa de gado de corte da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA, em Campo Grande - MS;

V - Vicente Mateo Astudillo Caldés, profissional especializado em epidemiologia,
lotado no Centro Panamericano de Febre Aftosa, no Rio de Janeiro - RJ;

VI - Edwiges Maristela Pituco, profissional especializada em virologia, lotada no
laboratério de viroses de bovideos do Instituto Biologico de Sao Paulo, em Sao Paulo - SP;

VII - Vitor Salvador Picdo Gongalves, profissional especializado em epidemiologia,
lotado no departamento de medicina veterinaria preventiva da Universidade de Brasilia, em
Brasilia - DF;

Art. 2° Este Comité Cientifico Consultivo serda coordenado pelo Departamento de
Defesa Animal.

Art. 3° O Coordenador do CEET podera, se necessario, solicitar pessoal técnico dos
setores publico ou privado para prestar-lhe assessoramento.

Art. 4° Esta Portaria entra em vigor na data de sua publicacdo, ficando revogada a
Instrugao de Servico DDA n° 07, de 06 de margo de 2003.

JORGE CAETANO JUNIOR
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Anexo 7 — Laboratorios de diagndstico de raiva (verséo de 27 de outubro de 2006)

1) REGIAO NORTE

AMAZONAS

INSTITUICAO: Laboratério Central de Saude Publica (LACEN/AM)

DIRETOR: Tirza Peixoto Mattos

ENDERECO: Rua Emilio Moreira, 510 — Centro - CEP: 69.020-040 - Manaus /AM
TELEFONE: (92) 3233-0595 FAX: (92) 2129-4000

TECNICO RESPONSAVEL: Luiz Mario Fernandes

E-mail: lacenam@bol.com.br

ACRE

INSTITUICAO: Laboratério de Diagnostico da Raiva - Superintendéncia Federal de Agricultura no
Acre — SFA /AC - Convénio SFA / Secretaria de Estado da Saude / Secretaria Municipal de Saude /
UFAC/ IDAF-AC

ENDERECO: Rodovia AC 40, n° 793 - CEP: 69.910-490 - Rio Branco/AC

TELEFONE: (68) 3212-1333/1335 FAX: (68) 3212-1313/1318

TECNICO RESPONSAVEL: Dra Seléucia Wanderley da Nobrega

E-mail: mlira@mdnet.com.br

AMAPA

Encaminham as amostras para os laboratorios do estado do Para.

PARA

INSTITUICAO: Lanagro/PA

DIRETOR: Dr. Francisco Airton Nogueira

ENDERECO: Av. Almirante Barroso, 1234 - Bairro do Marco Belém - CEP:66095-000 — Belém/PA
TELEFONE: (91) 3226.4233 /4310 /8814 FAX: (91) 3236-2682
TECNICO RESPONSAVEL: Dr. Ofir de Sales Ramos
INSTITUICAO: Instituto Evandro Chagas — IEC/FUNASA

DIRETOR: Jorge Fernando Soares Travassos da Rosa

ENDERECO: Av Almirante Barroso 492 - CEP: 66090-000 - Belém/PA
TELEFONE: (91) 3226-7732/ 3211-4407 FAX: (91) 3226-1284
TECNICO RESPONSAVEL : Dra. Elizabeth Salbé Travassos da Rosa
RONDONIA

Encaminham as amostras para os laboratorios do estado do Para.
RORAIMA

Encaminham as amostras para os laboratorios do estado do Para.

TOCANTINS

Encaminham as amostras para os laboratdrios do estado do Para.
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2) REGIAO NORDESTE

ALAGOAS

Encaminham as amostras para os laboratorios do estado de Pernambuco.
BAHIA

INSTITUICAO: Laboratorio Central de Satde Ptblica - LACEN

DIRETORA: Ayda Maria da Silva Costa

ENDERECO: Rua Waldemar Falcdo, 123 — Brotas - CEP: 40.295-001 — Salvador/BA
TELEFONE: (71) 3356-1414 / 3356-2299 FAX: (71) 3356-0139

TECNICO RESPONSAVEL: Dra. Conceigio Aparecida Nagata

E-mail: lacen.diretoria@bahia.ba.gov.br

CEARA

INSTITUICAO: Unidade de Laboratério Animal — UNILAN Secretaria de Agricultura do Ceara.
DIRETOR: Dra. Amalia Augusto

ENDERECO: Av. Jorge Dummar 1.703 — Montese - Fortaleza /CE - CEP: 60410-300
TELEFONE: (85) 3494-7700 FAX: (85) 3494-8108

TECNICO RESPONSAVEL: Dr. Humberto Hugo Matos Chaves

INSTITUICAO: Secretaria de Saude do Estado - Centro de Controle de Zoonose

DIRETOR: José Eldon Menezes Linhares

ENDERECO: Av Tomas Osterne de Alencar s/n° Bairro Sao Miguel - Crato/CE CEP: 63.122-020
TELEFONE: (88) 3521-2698

TECNICO RESPONSAVEL: José Eldon Menezes Linhares

MARANHAO

INSTITUICAO: Universidade Estadual do Maranhio — UEMA

DIRETOR: José Gomes Pereira

ENDERECO: Cidade Universitaria Paulo VI, Tirirical Sao LuissMA CEP: 65.057.630
TELEFONE: (98) 3245 2688, 3257 3676  FAX: 3276 9451

TECNICO RESPONSAVEL: Dr. Hamilton Pereira Santos

PERNAMBUCO

INSTITUICAO: Laboratério de Apoio Animal - LAPA/RECIFE

DIRETORIA: Dra. Diana Sione Barbosa Pinheiro

ENDERECO: Rua Dom Manuel de Medeiros s/n - Bairro Dois Irmaos — Recife/PE -CEP: 52.171-030
TELEFONE: (81) 3441- 6024/6311 RAMAL.: 224 Fax (81) 3441-6477

TECNICO RESPONSAVEL: Dr. José Lindembergue M. Machado

E-mail: rai-lanagro-pe@agricultura.gov.br

PIAUI

INSTITUICAO: Laboratério de Patologia Animal — LAPAN - Secretaria de Desenvolvimento Rural
DIRETOR: José Antonio Filho

ENDERECO: Av. Joao Cabral, s/n - Granja do Piraja - CEP: 64000-000 - Teresina?PI
TELEFONE:(86) 3226-2150, ramal 244

TECNICO RESPONSAVEL: Dra. Rosangela Cavalcante de Carvalho
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INSTITUICAO: Laboratério de Controle de Zoonose - SMS

DIRETORIA: Lina Vera de Oliveira Aragio

ENDERECO: Rua Minas Gerais 909 — Matadouro - CEP: 64003-850 - Teresina/PI
TELEFONE: (86) 3213-2006 441- 6024/6311 RAMAL: 224 Fax (81) 3441-6477
TECNICO RESPONSAVEL: Dr. José Lindembergue M. Machado

SERGIPE

INSTITUICAO: HEMOLACEN

DIRETOR: Edvar Freire Caetano

ENDERECO: Rua Campo de Brito, 551 — Bairro Sao José — Aracaju/SE
TELEFONE: (79) 3234 6016/12 FAX: (79) 3214 1863

TECNICO RESPONSAVEL: Dr. Lauro Abud — Médico

R1O GRANDE DO NORTE

Encaminham as amostras para os laboratoérios do estado do Ceara ou Pernambuco.
PARAIBA

Encaminham as amostras para os laboratdrios do estado do Ceara ou Pernambuco.

3) REGIAO CENTRO-OESTE

DISTRITO FEDERAL

INSTITUICAO: Geréncia de Controle de Reservatorios e Zoonoses
ENDERECO: SAIN, Area Especial, LOTE 4 — Brasilia/DF
TELEFONE: (61) 3326-4023/ 3344-0784/ 3341-2084

TECNICO RESPONSAVEL: Péricles Nonimitisu Teixeira Massunaga

GOIAS

INSTITUICAO: Laboratério de Analise e Diagnostico Veterinario — LABVET - Agéncia Goiana de
Defesa Agropecuaria Pecuaria - AGRODEFESA
DIRETOR: Marli Francisca Candida Santos
ENDERECO: Rodovia R2 s/n° Saida para Nova Veneza Campus II - Goiania/GO
CEP: 74001-970 Caixa Postal: 963
TELEFONE: (62) 3205.1254  FAX: (62) 3205.1254
TECNICO(S): Dra. Rosely Mendes de Resende
Dra. Marilia da Silva Aguiar

MATO GROSSO

INSTITUICAO: Laboratério de Apoio & Satide Animal - LASA/INDEA/MT

DIRETOR: Dra. Rosane Marini Melo

ENDERECO: Avenida Jurumurim s/n° Bairro Carumbé - CEP: 78.005-970 - Cuiaba/MT
TELEFONE/FAX: (65) 3653-1711

TECNICO RESPONSAVEL: Dra. Giovana Campos de Almeida - CRMV-MT 2195

MATO GROSSO DO SUL

INSTITUICAO: Agéncia Estadual de Defesa Sanitaria Animal e Vegetal de MS - IAGRO
DIRETOR: Dr. Jodo Crisostomo Mauad Cavallero



78

ENDERECO: Avenida Senador Filinto Miiller, 1146 - Bairro Universitario - CEP: 79.074-902
Campo Grande/MS

TELEFONE: (67) 3346.2788 FAX: 3346.2898

TECNICO RESPONSAVEL : Dra. Veronique Micheline Claude Louvet Cortada

4) REGIAO SUDESTE

ESPIRITO SANTO

INSTITUICAO: Instituto de Defesa Agropecuéria e Florestal do Espirito Santo — IDAF - Instituto
Bioldgico do Estado do Espirito Santo - IBEES

DIRETOR: Paulo Ségio de Azevedo

ENDERECO: Fazenda Santana - Vila Oasis, Santana — Cariacica/ES - CEP: 29153-520
TELEFONE / FAX: (27) 3336.4538 -3286.2649

TECNICO RESPONSAVEL: Dr. Luz Carlos Barbosa

MINAS GERAIS

INSTITUICAO: Laboratorio de Saide Animal - IMA/SEAPA/MG - Instituto Mineiro de
Agropecuaria — IMA — Sec. de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

DIRETOR: Dr. Altino Rodriges Neto

ENDERECO: Av. Raja Gabaglia, 245 - Cidade Jardim CEP: 30430-090 - Belo Horizonte/MG
TELEFONE: (31) 3213.8209 FAX: (31)3213.4263

TECNICO RESPONSAVEL : Dra. Marilda Ferreira Martins

E-mail: laboratorioanimalima(@bhsol.com.br

INSTITUICAO: Laboratério de Zoonose - SMS

DIRETOR: Eliane Golgalves Paiva Lopes

ENDERECO: Rua Edna Quintel 173 — Bairro Sao Bernardo - CEP: 31750-030
TELEFONE: (31) 3277-7410/ 3277-7411 (canil) FAX: (31) 3277-7368
TECNICO RESPONSAVEL: Francisco Elias Nogueira da Gama

E-MAIL: paiva@pbh.gov.br - lazops@pbh.gov.br

RI1O DE JANEIRO

INSTITUICAO: PESAGRO

DIRETOR: Helena Magalhdes

ENDERECO: Alameda Sao Boa Ventura,770 - Fonseca - Niter6i/RJ - CEP: 24120-19
TELEFONE: (21) 3603-9651 FAX:2627-143

TECNICO RESPONSAVEL: Claudio de Moraes Andrade

E-MAIL: Iba@pesagro.gov.br

INSTITUICAO: Laboratoério do Instituto Municipal de Medicina Veterinaria "JORGE VAITSMAN"
DIRETOR: Tatiana Vieira Rezende

ENDERECO: Av. Bartolomeu de Gusmao, 1120- CEP: 20941-160

TELEFONE: (21) 2568-0189

TECNICO RESPONSAVEL: Marlon Vicente da Silva

E-MAIL: marlonsilva@perj.rj.gov.br

SAO PAULO

INSTITUICAO: Instituto Biologico de Sdo Paulo - Secretaria de Agricultura e Abastecimento
DIRETOR: Dr. Silivio Marci Santos
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ENDERECO: Av. Conselheiro Rodrigues Alves, 1252 - Vila Mariana CEP: 04014-002 Sao Paulo/SP
TELEFONE: (11) 5087-1779

TECNICO RESPONSAVEL: Dra. Elenice Maria Sequetin Cunha

E-mail: cunha@biologico.sp.gov.br

INSTITUICAO: Laboratério Regional de Presidente Prudente - APA

ENDERECO: Rodovia Raposo Tavares, Km 563 CEP: 19100-000 Presidente Prudente/SP
TELEFONE: (18) 3222-8688

TECNICO RESPONSAVEL: Avelino Albas

E-mail: aalbas@bol.com.br

INSTITUICAO: Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - Universidade de Sao Paulo - USP
DIRETOR: Cassio Xavier de Mendonga Janior

ENDERECO: Av. Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva, 87, Cid. Universitaria No. 87 - CEP: 05508-
900, Sao Paulo/SP.

TELEFONE: (11) 3031-3074 (Secretaria direto, FMVZ-USP), (11) 3091-7653 Depto. VPS
TECNICO RESPONSAVEL: Dr. Fumio Honma Ito, Dr. Paulo Eduardo Brandio, Rosana Paick
Utiama (Técnica laboratério), Antonio da Costa Neto (Encarregado biotério)

INSTITUICAO: Universidade de Medicina Veterinaria - UNESP/Campus Aragatuba
DIRETOR: Dr. Paulo Roberto Botacin

ENDERECO: Rua Clovis Pestana 793 J. Amélia - CEP: 16050-680 Aragatuba/SP
TELEFONE: (18) 3636-3200 (R231)

TECNICO RESPONSAVEL: Dra. Luzia Helena de Queiréz Silva

E-mail: Ihgsilva@fmva.unesp.br

INSTITUICAO: Universidade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - UNESP/Campus Botucatu
DIRETOR: Dr. Edson Ramos de Siqueira

ENDERECO: Distrito Rubido Junior, s/n - CEP: 18618-000 - Botucatu/SP

TELEFONE: (14) 3811-6115

TECNICO RESPONSAVEL : Dr. Hélio Langoni

INSTITUICAO: Instituto Pasteur de Sdo Paulo

DIRETOR: Neide Yume Takaoka

ENDERECO: Av. Paulista 393 — Paraiso - CEP: 01311-000 - Sao Paulo/SP
TELEFONE: (11) 3288-0088 RAMAL: 126 FAX: (11) 3289-0831

5) REGIAO SUL
PARANA

INSTITUICAO: Centro de Diagndstico Marcos Enrietti - Secretaria de Estado da Agricultura e do
Abastecimento

DIRETOR: Dra. Ana Beatriz de Oliveira

ENDERECO: Rua Jaime Baldo, 575 — Juvevé CEP: 80040-340 — Curitiba/PR

TELEFONE: (41) 3352-2499 FAX: (41) 3352-2499

TECNICO RESPONSAVEL : Dra. Maria Aparecida de Carvalho

E-mail: seabcdme@pr.gov.br

INSTITUICAO: Centro Laboratoério Central de Satde Publica

DIRETOR: Ana Luiza Conter Borges

ENDERECO: Rua Ubaldino do Amaral, 545 — Centro - CEP: 80060-190 — Curitiba/PR
TELEFONE: (41) 3264-4111 FAX: (41) 3264-4448

TECNICO RESPONSAVEL: Anaclete Fellini
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E-mail: lacen@lepus.celepar.br

R1O GRANDE DO SUL

INSTITUICAO: Universidade Federal de Pelotas - UFPEL

DIRETOR: Reitor Prof® Antonio César Borges

ENDERECO: Campus Universitario, Prédio 42, Municipio Capao Ledo Centro de Zoonose
TELEFONE / FAX: (53) 3275-7424

TECNICO RESPONSAVEL: Prof° Alexandre da Rocha Gongalves

INSTITUICAO: Universidade Federal de Santa Maria - UFSM

DIRETOR: Reitor Prof® Clovis da Silva Lima

ENDERECO: Campus Universitario - Bairro Camobi - CEP: 97105-900 - Setor de Virologia - Prédio
20, sala 4200 - Santa Maria/RS

TELEFONE / FAX: (55) 3220-8034

TECNICO RESPONSAVEL: Prof® Rudi Weiblen

INSTITUICAO: Centro de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamour - IPVDF
DIRETOR: Augusto César da Cunha

ENDERECO: Estrada Municipal do Conde, n° 6000 Eldorado do Sul - CEP: 92990-000
TELEFONE: (51) 3481.3711

TECNICO RESPONSAVEL: Prof® Jilio César de Almeida Rosa

SANTA CATARINA

INSTITUICAO: Laboratério de Diagnostico Animal / Divisdo Técnica Avangada em Santa Catarina
LANAGRO/RS

DIRETOR: Dr. Eduardo Mazoni Gonzales

ENDERECO: Rua Jodo Grumiche s/n° - CEP: 88102-650 - Sao José/SC

TELEFONE: (48) 3247-0177 / 3247-0977 FAX: 3234-4332

TECNICO RESPONSAVEL: Dr. Jaime Salvatierra Oporto

E-mail: labsaojose(@cidasc.sc.gov.br
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Anexo 8 — Instrucdo Normativa N° 18, de 15 de dezembro de 2003

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
GABINETE DO MINISTRO

INSTRUCAO NORMATIVA N° 18, DE 15 DE DEZEMBRO DE 2003

O MINISTRO DE ESTADO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, no uso da atribui¢do que lhe confere o art. 87, Pardgrafo unico, inciso
II, da Constitui¢do, tendo em vista o disposto no Regulamento de Defesa Sanitaria Animal,
aprovado pelo Decreto n.° 24.548, de 3 de julho de 1934, e Considerando a ndo ocorréncia da
Encefalopatia Espongiforme Bovina - EEB no Brasil, condi¢do que deve ser mantida e
preservada, em beneficio do patrimonio pecudrio nacional, e o que consta do Processo n°.
21000.010302/2003-17, resolve:

Art. 1° Proibir o abate de bovino e bubalino importados de pais onde houve ocorréncia
de caso autoctone da EEB ou de pais considerado de risco para esta doenca.

Art. 2° Proibir o comércio e a transferéncia para outro estabelecimento de criagdo, de
bovino e bubalino citados no artigo anterior, sem prévia autorizagdo do servico oficial de
defesa sanitaria animal.

Art. 3° Ocorrendo a morte dos animais mencionados no art.1°, somente poderdo ser
enterrados ou destruidos apos comunicagdo ao servigo oficial de defesa sanitaria animal e com
prévia autorizac¢do deste, que realizard os procedimentos técnicos recomendados nos anexos
desta Instru¢ao Normativa.

Art. 4° Todo bovino e bubalino importados, cujo pais de origem tenha registrado a
ocorréncia de caso autdctone da EEB ou seja considerado de risco, quando perder os atributos
que justificam a sua destinagdo, devera ser sacrificado e destruido com acompanhamento do
servigo oficial de defesa sanitaria animal.

Art. 5° Caberd indenizagdo, pelo Governo Federal, ao proprietario de bovino ou
bubalino importados anteriormente a publicagdo desta Instru¢do Normativa, sacrificado nos
termos do art. 4°.

Pardgrafo tunico. Apos a publicacio desta Instru¢do Normativa, ndo cabera
indenizacdo, quando o pais de origem do bovino ou bubalino importados venha apresentar
caso autdctone da EEB ou seja considerado de risco para essa doenga.

Art. 6° Aprovar os Procedimentos Técnicos a serem adotados, quando da instru¢ao do
processo de sacrificio ou sacrificio e indenizagao, de bovino ou bubalino importados de pais
considerado de risco para EEB, constantes do Anexo I desta Instru¢do Normativa.

Art. 7° Cabera ao Departamento de Defesa Animal - DDA, da Secretaria de Defesa
Agropecudria - SDA, a implementac¢do dos procedimentos aprovados por este Ato.

Art.8° O descumprimento total ou parcial desta Instru¢do Normativa sujeitara o
infrator as sancdes previstas no Codigo Penal Brasileiro.

Art. 9° Esta Instru¢cao Normativa entra em vigor na data de sua publicagao.

Art. 10 Ficam revogadas a Instru¢do Normativa n°® 08, de 13 de fevereiro de 2001, e a
Instrugao de Servigo DDA n° 01, de 7 de janeiro de 2002.

ROBERTO RODRIGUES
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ANEXO |

PROCEDIMENTOS TECNICOS PARA A INSTRUCAO DO PROCESSO DE SACRIFICIO E
INDENIZAGCAO OU SACRIFICIO DE BOVINO OU BUBALINO IMPORTADOS DE PAIS
DE RISCO PARA ENCEFALOPATIA ESPONGIFORME BOVINA - EEB

O processo de sacrificio ou indenizagao de bovino ou bubalino importados de pais
considerado de risco para EEB, obedecera aos seguintes procedimentos técnicos:

I - o proprietario de bovino ou bubalino importados de pais onde foi registrada a
ocorréncia da EEB ou considerado de risco para essa enfermidade devera comunicar, por
escrito, ao servigo veterindrio oficial do Estado onde o animal se encontra, o desejo de
descarta-lo (anexo II) para dar inicio ao processo de descarte e, quando pertinente, posterior
indenizagdo, juntando copia do documento comprobatorio da propriedade do respectivo
animal;

IT - o bovino ou bubalino a ser sacrificado, passivel de pagamento indenizatério,
devera ser previamente avaliado por uma comissao estadual constituida para esse fim.

a) Essa comissdo sera instituida por meio de Portaria do Delegado Federal de

Agricultura no Estado e constituida por Médicos Veterinarios ou Zootecnistas da

Delegacia Federal da Agricultura, por Médicos Veterinarios ou Zootecnistas do 6érgao

executor das atividades de defesa sanitdria animal do Estado e de representantes

designados pela associacao de criadores ou da federacdo da agricultura do Estado.

b) A comissdo terd como finalidade inspecionar, avaliar e sacrificar o(s) animal(is) e,

de acordo com o preco médio da arroba na regido, definir o valor a ser pago pelo(s)

animal(is) sacrificado(s).

¢) A comissdo devera anexar ao processo o documento que comprove o meio pelo qual

foi obtida a cotagdo da arroba.

d) A comissdo emitird um Auto de Avaliacao e Sacrificio (anexo III), cabendo ainda a

concordancia do proprietario com o valor a ser pago (anexo IV);

IIT - quando ndo couber indenizacao, somente devera ser emitido o Auto de Sacrificio
(anexo V), que sera assinado por dois funcionérios do servigo oficial de Defesa Sanitéria
Animal no Estado, sendo que um devera ser Médico Veterinario;

IV - cabendo ou ndo indenizagdo, o servico oficial do Estado coordenara os trabalhos
de sacrificio, incineracao ¢ enterrio do animal, bem como o acondicionamento e o envio do
tronco encefalico coletado para o laboratorio indicado pelo DDA para diagnostico da EEB;

V - o0 Chefe do Servigo ou da Se¢do de Sanidade Animal - SSA atestard a regularidade
de todos os atos processuais constante dos autos, por meio de nota técnica circunstanciada.

VI - cabendo indenizagao, o Delegado Federal da Agricultura no Estado, apds analisar
0 processo e receber o parecer da Assessoria Juridica local ou do Nucleo de Assessoramento
Juridico no Estado, encaminhara o processo ao Departamento de Defesa Animal, em Brasilia,
para solicitar os recursos financeiros necessarios.

VII - A SDA deverda, apds andlise e parecer conclusivo do processo pelo DDA,
encaminhd-lo a Consultoria Juridica do MAPA para manifestagao.

VIII - Finalizado o processo, passivel ou ndo de indenizagdo, e tendo sido esgotado
todo o rito processual, devera ser arquivado na DFA, apds a inclusdo das informag¢des no
Banco Nacional de Dados do Sistema Brasileiro de Identificagdo e Certificagdo de Bovinos ¢
Bubalinos - SISBOV, inclusive para efeitos de auditoria.
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ANEXO 11
AO TLMO SR. ettt ettt ettt et e e a et e e at e te et e st e a e e teententeenteeneenneas
B oo , de nacionalidade ...........ccccooevvvvvinnnnnnnnnnn. ,
estado CiVil ..ooooveeiiiiiiieeeeee, 0 (0 TS F 1o TSR ,
TESIACIIEE . ....eiiiiieii ettt ettt e e e e e e ettt e e e e s e ettt ittt e e e e s e s s e aaataeteeeseses e taasseeeesesssnnaraaeaeeeeas ,
MUNICIPIO .ooevveeiieeeiieeciie e , UF . , portador do CPF n°........cccccvvviiiiiniiiiee e,
€ do RG N, , venho respeitosamente solicitar a V. S o
descarte de.............. (n°) bovino(s) ou bubalino(s) importado(s) de paises considerados de risco

para a Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento, discriminado(s) abaixo, de que sou proprietario € que se o(s) mesmo(s)
encontra(m)-se Na PropriCdade...........ecveeiierieiiiieiieeie ettt ettt e et e es ,
1001011113 o) 10 TSRS S UF e s
com base no art. 4° da Instru¢do Normativa n° , de de de 2003.

Codigo de identificacdo | Espécie | Sexo | Racga | Pais de Origem
individual (SISBOV)

, de de

Assinatura do proprietario ou do seu representante legal
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ANEXO I i
AUTO DE AVALIACAO E SACRIFICIO N° [ UF
(quando couber indenizacao)

Aos  dias do més de de , a Comissdo de Avaliacdo e Sacrificio,

designada pela Portaria n° , de de de , do Delegado

Federal da Agricultura no Estado de , procedeu a avaliagdo e

ao sacrificio de (n°) bovideo(s) importado(s) de paises considerados de risco

para a Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento, na forma do item II do anexo I da Instrugdo Normativa n° , de
de de 2003, existente(s) na propriedade a seguir caracterizada:

LOCALIZACAO E IDENTIFICACAO DA PROPRIEDADE / PROPRIETARIO:

Nome da Propriedade:

Localizagao:

Municipio: CEP: Unidade da Federacao:
Codigo da Propriedade no SISBOV:

Nome do Proprietario:

CPF: Nacionalidade: Profissao:
Enderego do Proprietario:
Municipio: UF: CEP:

ANIMAL(IS) A SER(EM) INDENIZADO(S):

Codigo de | Espécie | Sexo | Raca | Pais de Origem | Total de Valor Valor
identificacao Arrobas Arroba Total
individual (R$) (R$)
(SISBOV)

TOTAL

GERAL

MEMBROS DA COMISSAO

Nome / Orgio Assinatura:

Nome / Orgio Assinatura:

Nome / Orgio Assinatura:
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ANEXO IV '
DECLARAGAO DO PROPRIETARIO

(proprietario), (nacionalidade),
(estado civil), (profissao),
(n° do RG), (n°® do CPF) e
(endereco), declara que esta de pleno acordo com o Auto
de Avaliacao n®/ (UF),de / / referente a (n°) animal(is) importado(s)

de paises considerados de risco para a Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, de sua propriedade, efetuado pela

Comissao de Avaliagdo, designada pela Portaria n° do Delegado Federal da
Agricultura no Estado de , cujo montante foi calculado em R$
( )-

, de de

Assinatura do proprietario ou representante legal
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ANEXO V
AUTO DE SACRIFICIO
(quando nao couber indenizac¢ao)

Aos dias do més de de , 0s abaixo firmados, em cumprimento ao
item III do Anexo I da Instru¢do Normativa n° , de de

de 2003, procederam ao sacrificio e a destruicdo do(s) animal (is) abaixo
especificado(s).

LOCALIZACAO E IDENTIFICACAO DA PROPRIEDADE / PROPRIETARIO:
Nome da Propriedade:
Localizagao:
Municipio: CEP: Unidade da Federagao:
Cddigo da Propriedade no SISBOV:
Nome do Proprietario:
CPF: Nacionalidade: Profissao:
Endereco do Proprietario:
Municipio: UF: CEP:

ESPECIE A SER SACRIFICADA: BOVINA / BUBALINA

Sexo Caodigo de identificacao Numero de cabegas
individual do animal (SISBOV)
Macho
Fémea
Total de animais ()
sacrificados

RESPONSAVEIS PELO SACRIFICIO E DESTRUICAO

Nome/ RG/ Orgio Assinatura:

Nome/ RG/ Orgio Assinatura:
TESTEMUNHAS:

Nome/ RG Assinatura:

Nome/ RG Assinatura:
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Anexo 9 — Instrucdo Normativa N° 8, de 25 de marco de 2004

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO.
GABINETE DO MINISTRO

INSTRUCAO NORMATIVA N° 8, DE 25 DE MARCO DE 2004 (*)

O MINISTRO DE ESTADO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, no uso da atribui¢do que lhe confere o art. 87, Pardgrafo unico, inciso
I, da Constituigdo, tendo em vista o disposto no art. 71 do Regulamento do Servi¢o de Defesa
Animal, aprovado pelo Decreto n°® 24.548, de 3 de julho de 1934, nos artigos 1° e 2° da Lei n°
6.198, de 26 de dezembro de 1974, e o que consta do processo n° 21000.008269/2003-65, e
considerando a epidemiologia da Encefalopatia Espongiforme Bovina - EEB e a necessidade
de manutengao da situacdo sanitaria do Brasil em relagdo a essa doenga, resolve:

Art. 1° Proibir em todo o territorio nacional a produ¢do, a comercializagdo ¢ a
utilizacdo de produtos destinados a alimentagdo de ruminantes que contenham em sua
composicao proteinas e gorduras de origem animal.

Pardgrafo unico. Incluem-se nesta proibi¢do a cama de avidrio, os residuos da criacao
de suinos, como também qualquer produto que contenha proteinas e gorduras de origem
animal.

Art. 2° Fica também proibida a produgdo, a comercializagao e a utiliza¢ao de produtos
para uso veterinario, destinados a ruminantes, que contenham em sua formulacdo insumos
oriundos de ruminantes.

Art. 3° Excluem-se da proibicdo de que tratam os artigos anteriores, o leite e os
produtos lacteos, a farinha de ossos calcinados (sem proteina e gorduras), e a gelatina e o
coladgeno preparados exclusivamente a partir de couros e peles.

Paragrafo unico. A critério da Secretaria de Defesa Agropecuaria, mediante analise de
risco, poderdo ser excluidos outros produtos e insumos.

Art. 4° Os rotulos e as etiquetas dos produtos destinados a alimentacdo de ndo
ruminantes, que contenham qualquer fonte de proteinas e gorduras de origem animal, exceto
os produtos mencionados no art. 3° desta Instru¢do, deverdo conter no painel principal e em
destaque, a seguinte expressio: “USO PROIBIDO NA ALIMENTACAO DE
RUMINANTES”.

Art. 5° Os produtos destinados a alimentagao de ruminantes estdo sujeitos a analises de
fiscalizacdo para a identificacdo dos ingredientes utilizados como fonte de proteina.

Art. 6° As Secretarias de Defesa Agropecuaria e de Apoio Rural e Cooperativismo, em
suas respectivas areas de competéncia, expedirdo instru¢des complementares para os casos
que requeiram posterior regulamentacao ou para os casos Omissos.

Art. 7° Esta Instru¢do Normativa entra em vigor na data de sua publicagdo.
ROBERTO RODRIGUES

(*) Republicada por haver saido com incorregdo, do original, no DOU de 26 de marco de 2004, Secao 1, p 5.
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Anexo 10 — Instrucdo de servico N° 002/2003/DOI/DIPOA

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA
DEPARTAMENTO DE INSPECAO DE PRODUTOS DE ORIGEM ANIMAL — DIPOA
DIVISAO DE OPERACOES INDUSTRIAIS - DOI

INSTRUCAO DE SERVICO N° 002/2003/DOI/DIPOA

ASSUNTO: procedimentos e normas necessarios para operacionalizacdo do sistema de
vigilancia epidemioldgica para deteccao de Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis —
EET — em ruminantes.

REFERENCIAS: Instru¢do Normativa SDA n° 18, de 15 de fevereiro de 2002, Instrucido de
Servico Conjunta DDA/DIPOA, julho de 2003, Inspe¢do de Carnes-Padronizagdo de
Técnicas, Instalagdes e Equipamentos e Manual de procedimentos para Diagndstico
Histolégico Diferencial da Encefalopatia Espongiforme dos Bovinos (BSE).

HARMONIZACAO DE PROCEDIMENTOS: a ser observada pela Inspegdo Federal junto
aos estabelecimentos que abatem animais das espécies bovinas, ovinas e caprinas, na coleta
do tronco encefalico.

1. POPULACAO ALVO R
Todos os animais, destinados a MATANCA DE EMERGENCIA (MEDIATA e
IMEDIATA), das espécies bovina, bubalina, ovina e caprina.

2. NA INSPECAO ANTE-MORTEM

2.1. Na chegada dos animais, identific4-los a partir dos dados contidos no documento
de identificacao animal — DIA (animais a serem abatidos em estabelecimentos habilitados ao
mercado internacional) e na GTA (procedéncia, propriedade, sexo, nimero de animais,
idade);

2.2. Todos os animais, que foram retidos no Curral de Observacdo, (apds o exame
geral e destinados a MATANCA DE EMERGENCIA junto com os animais que chegam ao
estabelecimento em precarias condic¢des fisicas ou de saude, impossibilitados de atingir a Sala
de Matanga por seus proprios meios), deverao ser objeto de coleta do tronco encefalico.

3. NA INSPECAO POST-MORTEM

3.1. Transportar, para o Departamento de Inspecdo Final D.LF. (Art.152 RIISPOA),
todas as carcacas-cabegas, previamente identificadas, dos animais citados acima,
independente das pegas marcadas nas linhas de inspecao de cabecas e de visceras.

4. NO DEPARTAMENTO DE INSPECAO FINAL — D.LF. (ART. 152 RIISPOA)

4.1. Identificar o conjunto carcaca-cabega;

4.2. Fixar na cabeca um lacre numerado, independentemente das pecas terem sido
marcadas nas linhas de inspecao de cabecas e de visceras, anotando no mapa de condenagao o
numero da carcaga, do lacre e a identificacao do animal.

4.3 Encaminhar para a Se¢do respectiva, as cabegas que nao apresentarem lesdes, para
a retirada em local a parte das carnes (desossa) e desarticulagao da mandibula.

4.4 Encaminhar para a Se¢do de Cabeca, as cabegas da populagdo alvo, que tenham
sido identificadas pelo DIF, para retirada do tronco encefalico.
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5. SECAO DE CABECAS

5.1. Separar as cabecas que estejam com identificacdo (lacre) em continentes
apropriados.

5.2. Efetuar a abertura da cabeca para retirada do tronco encefalico conforme Manual
de procedimentos para diagndstico histologico diferencial da encefalopatia espongiforme dos
bovinos (BSE).

5.3. Apos a separacdo do tronco encefalico do cérebro, devera este ser conservado em
formol a 10%.

6. ENVIO E COLETA DOS MATERIAIS

6.1. Conforme Instru¢do Normativa SDA n° 18, de 15 de fevereiro de 2002 Art. 2° os
Servicos de Sanidade Animal das Delegacias Federais da Agricultura, deverdao providenciar o
envio dos materiais coletados nos frigorificos aos laboratdrios credenciados pelo DDA.

6.2. As orientagdes sobre a forma de coletar, conservacao e acondicionamento das
amostras, como também os respectivos materiais necessarios (formol e frasco) serdo
fornecidos pelos Médicos Veterinarios lotados no SSA/DFA em cada estado.

Esta Instrugdo de Servigo estara sujeita aos procedimentos habituais de Supervisao e
Auditoria.

Brasilia/DF, 12 de agosto de 2003.

Paulo Ricardo Campani De acordo
Chefe da DOI/DIPOA Rui Saldanha Vargas
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Anexo 11 — Formulario de colheita e envio de materiais para o programa de vigilancia
das Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis em frigorificos

EXCLUSIVO PARA VIGILANCIA EM FRIGORIFICOS

Frigorifico: SIF: Municipio:
Veterinario Remetente: CRMV-UF n°:
Endereco: Telefone: ( )
Email: Fax: ( )

AMOSTRA n°:controle/SIF/UF/ano

Proprietario:

UF:

Propriedade:

Municipio:

[J Animal na linha de matanca
Lote: N° de animais:

[0 Animal encaminhado para abate de emergéncia
Ne° da(s) GTA(s):

N° de Identificagdo:

N° da carcaca:

Motivo(s) para o abate de emergéncia:

Espécie: []Bovina []Ovina [] Caprina
Sexo: Macho [] Fémea []
Categoria: [ ] Aptidao leiteira

Raca: ldade: meses

g Corte (confinado) g Corte (semi-confinado)

AMOSTRA n°: controle/SIF/UF/ano

Proprietario:

UF:

Propriedade:

Municipio:

[J Animal na linha de matanca
Lote: N° de animais:

[0 Animal encaminhado para abate de emergéncia
N° da(s) GTA(S):

N° de Identificagéo:

N° da carcaga:

Motivo(s) para o abate de emergéncia:

Espécie: []Bovina [] Ovina [] Caprina
Sexo: Macho [] Fémea []
Categoria: g Aptidao leiteira

Raca: ldade: meses

g Corte (confinado) g Corte (semi-confinado

Assinatura e carimbo do Medico Veterinario Responsavel

Data: / /
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Anexo 12 — Ficha de encaminhamento de encéfalos no LPV-UFSM

Ficha de encaminhamento DXSNC
Programa de Vigilancia das Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis
Laboratorio de Patologia Veterinaria — UFSM

DX / -V __ - Data: / /

Professor/Pés-Graduando

[ ] Bulbo
[ | Ponte

[ ] Mesencéfalo
| | Cerebelo
[ ] Talamo
[ ] Cértex frontal (1)
| | Coértex parietal (2)
[ ] Cértex occipital (3)
[ ] Hipocampo
[ ] Nacleos da base

[ ] Ganglio de Gasser + rete mirabile

[ ] Fragmento adicional ( )

Numero de fragmentos encaminhados ( )

Preenchimento pelo técnico do laboratério:
Numero de blocos:
Numero de laminas:

Obs.:

Diagnostico: Categoria:




Anexo 13 — Modelo de laudo histopatoldgico de material do programa DXSNC

DXSNC
0047/04

LAUDO HISTOPATOLOGICO DE MATERIAL DO PROGRAMA DXSNC

Protocolo remetente Categoria de exame:

CAD -0034/04 4 (animal importado)

Espécie Raca: Sexo: Idade:

bovina Limousin fémea 11 anos
Proprietario: Procedéncia:

Julio Lourengo Golin Itapetininga, SP

Data de entrada: | Data Enc.: Numero de blocos: | Data de Saida:
15.01.04 22.01.04 3 16.02.04

Remetente e endereco para remessa do resultado:
Dra. Vera Lucia Nascimento Gongalves

Secretaria de Agricultura e Abastecimento
Coordenadoria da Defesa Agropecuéria

Centro de Analise e Diagnostico

Av. Brasil 2340, Caixa Postal 960, Jardim Chapadao
13073-001, Campinas, SP

Histdrico: bovino importado da Franga identificado pelo nome de HERODE, fémea,
Limousin, 11 anos. Sem sintomatologia nervosa. Material colhido segundo a instrugao
normativa 18 de 15.12.2003.

Histopatologia: bulbo na altura do 6bex: pigmento marrom-amarelado no interior
do citoplasma dos neurénios (lipofuscina). Ponte na altura dos pedunculos
cerebelares: manguito perivascular. Mesencefalo na altura dos coliculos rostrais:
vacuolos no citoplasma de neurdénios do nucleo vermelho. Pigmento marrom-
amarelado no citoplasma de neurdnios (lipofuscina) e manguito perivascular.

A vacuolizagdo do citoplasma dos neurdnios do nicleo vermelho do mesencéfalo
¢ encontrada em 64% dos encéfalos de bovinos normais (ver Gavier-Widen et al.:
Histological observations on the brains symptomless 7-year-old cattle. J Comp Path
124:52-59, 2001). A lipofuscina ¢ uma alteracao ligada ao envelhecimento e ndo tem
maior significado clinico. O manguito perivascular ¢ discreto e inespecifico.
Inflamacdes desse tipo sao encontradas em cerca de 30% dos bovinos adultos normais
(ver Gavier-Widen et al.: Histological observations on the brains of symptomless 7-
years-old cattle. J Comp Path 124:52-59, 2001).

| Diagnéstico: sem alteracées histopatoldgicas

Claudio S. L. Barros Santa Maria, 16 de fevereiro de 2004
CRMV/RS 588




Alteracdes Macroscopicas e Microscopicas

do Sistema Nervoso Central de Bovinos

- Secdo 3 -

Programa DXSNC 2001-2005



Exame macroscopico 94

1. Introducéo

A identificacdo de artefatos, de estruturas normais que se assemelham a lesdes, de
lesGes ndo associadas a sinais clinicos e de achados postmortem € um aspecto importante
no diagndstico de doengas do sistema nervoso central (SNC) e permite a identificacdo
correta dos achados antemortem significativos. Essas alteragfes sdo divididas em quatro
grupos: ndo-lesdes, lesdes de pouco significado clinico, alteragcdes postmortem e artefatos.
Em ndo-lesdes sdo incluidos aspectos morfolégicos macro e microscopicos normais do
SNC que podem ser interpretados como lesdes quando nédo séo conhecidos do patologista.
Lesbes de pouco significado clinico incluem aquelas que ndao contribuem para o quadro
clinico do animal e sdo apenas achados de necropsia ou histoldgicos incidentais.
Alteracdes postmortem nao sdo verdadeiras lesdes, pois ocorrem ap0s a morte em virtude
de autdlise ou putrefacdo. Artefatos podem ser produzidos pela colheita e método de
conservacao do SNC ou associados a causa da morte do animal.

Esta secdo demonstra, através de figuras e texto resumido, as alteracbes macro e
microscopicas descritas acima, bem como alteracdes ligadas a doencas, observadas em
encéfalos de bovinos encaminhados ao Laboratério de Patologia Veterindria da
Universidade Federal de Santa Maria (LPV/UFSM) durante o periodo de 2001 a 2005,
como parte do Programa Nacional de Vigilancia da Raiva dos Herbivoros e outras
Encefalopatias (PNCRH) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA).

2. Exame macroscopico

2.1 Alteracg0es ligadas a doencas

Em qualquer 6rgdo examinado macroscopicamente, devem ser analisados 0s
seguintes parametros: distribuicao, cor, forma, tamanho, consisténcia e aspectos especiais,
como peso, presenca de liquido e odor. Alguns desses aspectos sdo muito importantes no
exame macroscopico do SNC, porque muitas vezes definem o diagnéstico.

Distribuicdo é o arranjo espacial das lesdes. E um pardmetro usado macro e

microscopicamente. As lesdes podem ser focais, multifocais (e suas subdivisdes), difusas,
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segmentares, simétricas e aleatorias. A cor e consisténcia definem aspectos que enquadram
as lesGes em processos circulatorios, degenerativos, inflamatérios ou neoplésicos. A forma

e 0 tamanho sdo importantes em casos de defeitos congénitos e neoplasmas. Esses

aspectos sao ilustrados nas Figuras 1 a 6.

Figura 1. Encéfalo, superficie de corte na altura do tdlamo. Nestas figuras podem ser descritos trés aspectos:
distribuicéo (focal e multifocal a coalescente), cor (amarela) e consisténcia (amolecida). Descri¢do: A. Ha
um abscesso no lado esquerdo do talamo com aproximadamente 3 cm de diametro. O complexo ganglio de
Gasser + rete mirabile carotidea + hipofise esta aderido na base do encéfalo. B. Ha trés abscessos
multifocais a coalescentes na regido ventral direita do tdlamo. Comentario: nos casos observados durante o
programa de vigilancia da BSE, esses abscessos foram comumente associados ao uso da tabuleta para
desmame em bezerros; ocorrem secundariamente a lesdo da narina pela tabuleta e geralmente a hipofise e o
0ss0 basisfendide estdo afetados (Loretti et al. 2003). Em B a lesdo da cavidade nasal foi causada por miiase
secundaria a traumatismo em uma das narinas.

Figura 2. Encéfalo. A.Vista dorsal. B. Superficie de corte na altura dos nucleos basais. Nestas figuras
podem ser descritos dois aspectos: distribui¢do (difusa) e cor (vermelha). Descrigdo: A. Hiperemia difusa
das leptomeninges. B. Cor vermelho-cereja do cortex cerebral e dos nicleos basais. Comentério: a
hiperemia dos vasos leptomeningeos ocorre em casos de leptomeningite, incluindo raiva (Rech et al. 2006a).
A cor vermelho-cereja em toda a substancia cinzenta do encéfalo é um achado patognomdnico de babesiose
cerebral por Babesia bovis em bovinos (Rodrigues et al. 2005). As lesGes microscopicas dessas alteracfes
estdo ilustradas na Figura 58.
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Figura 3. Encéfalo. Vista dorsal. Nestas figuras sdo descritos os seguintes aspectos: cor (vermelha),
distribuicdo (multifocal) e aspectos especiais como presenca de liquido (hemorragia). Descricdo: A. Abaixo
da dura-mater, a superficie dorsal do telencéfalo esta parcialmente recoberta por coagulos de sangue. B.
Hemorragias multifocais sdo observados na superficie dorsal do telencéfalo e cerebelo e um coagulo de
sangue é visto na superficie dorsal da medula oblonga. Comentario: hemorragias subdurais sdo geralmente
decorrentes de traumatismo. No primeiro caso a leséo foi provocada porque o animal se debateu contra a
cerca. A hemorragia na cavidade craniana ¢ uma lesdo que ocupa espago. No segundo caso, a hemorragia foi
decorrente de sucessivas quedas devido & intoxicagdo por Solanum fastigiatum, que causa lesdo nas células
de Purkinje e, conseqiientemente, desequilibrio e quedas (Rech et al. 2006b). As lesBes microscopicas de
hemorragia traumatica estdo ilustradas nas Figuras 38A e B. As lesdes microscépicas de intoxicagao por S.
fastigiatum podem ser observadas nas Figuras 48 e 51.

Figura 4. Encéfalo. Nestas figuras sdo descritas cor (vermelha) e consisténcia (amolecida). Descrigdo: A.
Vista dorsal do cortex telencefalico. Areas multifocais de malacia hemorragica. B. Depressdo do cortex
telencefalico e areas gelatinosas (malacia recente) no putdmen. Comentario: malacia é o termo usado para
designar uma alteragdo macroscOpica caracterizada por amolecimento do tecido nervoso. Essa lesdo é
freqiientemente observada em casos de meningoencefalite por herpesvirus bovino-5 (Rissi et al. 2006). A
lesdo microscépica de malacia pode ser observada na Figura 62.
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Figura 5. Cerebelo. Nestas figuras sdo descritas
distribuicdo (bilateral, simétrica e focal), forma e
aspectos especiais (presenca de liquido, hipoplasia e
atrofia). Descri¢do: A. Simétrica e bilateralmente,
parte dos hemisférios cerebelares estdo hipoplésicos.
B. Na superficie dorsal do hemisfério cerebelar direito
h& um cisto rompido de aproximadamente 2 cm de
didmetro que desloca o verme cerebelar para o lado
esquerdo da linha média. C. O cisto atrofiou parte do
tecido cerebelar. Comentéario: hipoplasia cerebelar é
um defeito congénito que pode ser hereditario ou
produzido por um agente ambiental. Em bovinos,
hipoplasia cerebelar é relatada em infeccbes intra-
uterinas pelo virus da diarréia viral bovina.

Figura 6. Medula espinhal. Nestas figuras sdo descritos aspectos especiais (compressdo). Descricdo: A.
Vista lateral. Osteomielite das 92 e 10? vértebras toracicas com compressdo da medula espinhal adjacente. B.
Vista dorsal. Abscesso no assoalho do canal medular com compressdo da medula espinhal adjacente.
Comentério: abscessos vertebrais com conseqliente compressdo da medula espinhal sdo freqlientemente
observados em bovinos jovens e sdo geralmente hematogénicos e relacionados com onfaloflebite. A lesdo
microscopica decorrente da compresséo pode ser observada na Figura 52.
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2.2 Nao-lesdes, lesbes de pouca importancia clinica e alteracdes

postmortem

Melanose é uma ndo-lesdo comum em bovinos e se caracteriza por areas pretas ou
marrom-escuras nas leptomeninges (pigmentacdo de melanina). Embora essa alteragdo
seja denominada “melanose”, é um achado normal, freqiiente em encéfalos de ovinos
Suffolk e Hampshire Down e em bovinos fortemente pigmentados. Ocorre principalmente

nas leptomeninges dos lobos frontais (Figura 7). Frequentemente, a melanose é

erroneamente interpretada como necrose.

Figura 7. Encéfalo. Melanose meningea. Descrigdo:
A. Vista dorsal do encéfalo. Areas pretas localizadas
na meninge das regides parietais e occipitais proximas
ao sulco. B. Vista ventral. A melanose se estende para
as éreas lateroventrais do encéfalo. C. Melanose
acentuada que se estende desde os lobos frontais até a
regido medial do cdértex occipital. Comentario: essa
ndo-lesdio é observada macroscopicamente nas
leptomeninges. Microscopicamente, a melanose se
caracteriza pela distruibuicdo linear dos melanécitos
nas leptomeninges (Figura 25).

Estruturas normais do encéfalo podem ser confundidas com neoplasmas ou
malformagdes (Figura 8). Uma delas é o corpo pineal, epifise ou conarium que se situa
dorsalmente ao tronco encefélico entre os coliculos rostrais do mesencéfalo e o tdlamo. O
corpo pineal é uma estrutura glandular especializada na secrecdo de melatonina. Existe

variacdo no tamanho da pineal entre alguns bovinos. Outra formacdo anatbmica que as
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vezes pode ficar presente na superficie ventral do encéfalo e o taber cinério, estrutura que
prende a hipdfise ao encéfalo.

Figura 8. Corpo pineal e taber cinério. Descri¢ao: A. Vista dorsal do encéfalo para visualizagdo da epifise,
dorsal e cranial aos coliculos rostrais do mesencéfalo (os hemisférios cerebrais foram parcialmente
separados). B. Vista ventral do encéfalo para visualizacdo do tdber cinério (estrutura no centro da ilustracéo).
Comentario: o tdber cinério é o nome dado a estrutura que fixa a hipofise ao encéfalo. O aspecto
microscopico da epifise pode ser observada na Figura 24.

O método de eutanasia ou a remocdo do encéfalo do cranio provocam diversas
alteracGes no encefalo de bovinos. Hemorragia subdural é uma lesdo que pode resultar do
método de eutanasia e observada em encéfalos de bovinos que foram mortos com dardo
cativo ou quando sdo dessensibilizados com a introducdo da faca na medula cervical. O
histdrico é importante nesses casos porque fica dificil de diferenciar essas lesGes de outras
hemorragias de origem traumatica, como mostrado na Figura 3A. Muitas vezes, quando
se usa pistola pneumética, podem ser observados fragmentos de 0ssos no tecido
encefalico. Outro achado comum em encéfalos de bovinos provenientes de abatedouro, foi
a auséncia do cerebelo e/ou tronco encefalico. Isso pode ser atribuido a forte pressédo
exercida pelo dardo cativo na hora da dessensibilizacdo do bovino (Figura 9). A forte
pressao pode levar a formacdo e disseminacdo de émbolos de tecido nervoso para 0s
pulmdes (Garland et al. 1996). Isso é particularmente importante quando se pensa na
disseminacdo da encefalopatia espongiforme bovina (BSE) no frigorifico. Devido a
auséncia de testes pra detectar a doenga no bovino vivo, ha grande preocupacdo em
eliminar materiais de risco especifico da cadeia alimentar humana. Nesse sentido, estdo
sendo desenvolvidos alguns testes para detectar tecido nervoso embdlico no sangue
através da deteccdo de duas proteinas do SNC: sintaxina 1B e proteina glial fibrilar acida
(GFAP) (Love et al. 2000, Prendergast et al. 2003).
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Figura 9. AlteragOes observadas em abatedouros. Descri¢do: A. Vista dorsal do encéfalo. Hemorragia
traumatica multifocal a coalescente B. Superficie de corte do encéfalo na altura do tdlamo. No lado
esquerdo do telencéfalo observa-se um grande fragmento 6sseo no interior do parénquima cerebral recoberto
por coégulo de sangue. C. Encéfalo fixado em formol. Na superficie dorsal e lateral do cortex telencefalico
observa-se hemorragia subdural difusa. D. Neste encéfalo, o cerebelo e o tronco encefalico estdo substituidos
por grande coagulo de sangue. Parte do encéfalo foi expelido devido a forte pressdo do dardo cativo.
Comentario: muitas vezes, a excessiva quantidade de sangue na forma de coagulos ao redor do encéfalo
pode prejudicar a adequada fixacao do encéfalo em formol.

Em casos de morte por sangria, em que ocorre sec¢do da traquéia e dos vasos do
pescoco, 0 esforco da inspiracdo pode introduzir ar sob pressdo pelas carétidas (ou via
retrograda pela jugular); o ar entdo atinge os vasos do encéfalo, distende os espagos
perivasculares e confere um aspecto de esponja, principalmente a substancia cinzenta
(Figura 10). Quando se retira o encéfalo da caixa craniana com o auxilio de um machado,
um artefato comumente observado é a presenca de bolhas de ar que sdo introduzidas nos
vasos das leptomeninges durante os golpes do machado e que pode ser interpretado
erroneamente como embolia gasosa (Figura 11). Alteragfes postmortem incluem o
amolecimento do encéfalo como um todo ou o desenvolvimento de orificios causados pela
distensdo do tecido nervoso pelos gases produzidos pelas bactérias da putrefacéo, o que da

0 chamado aspecto de queijo suico ao encéfalo (Figura 12).



Exame macroscopico 101

Figura 10. Encéfalo fixado em formol. Superficie de corte na altura do cortex parietal (A) e na altura dos
nlcleos basais (B). Descri¢do: A e B. A substancia cinzenta tem aspecto finamente espongiforme.
Comentario: essa lesdo é formada por embolia gasosa. O aspecto microscopico desta alteracdo encontra-se
na Figura 39.

Figura 11. Encéfalo na caixa craniana. Descricdo: as leptomeninges apresentam multiplas bolhas de ar.
Comentario: as batidas do machado na cavidade craniana podem incorporar ar nos vasos das leptomeninges.
Esse artefato desaparece apo6s a fixagao e ndo é observado em secdes histologicas.

Figura 12. Encéfalo fixado em formol. Descri¢ao: A. Superficie de corte na altura dos ndcleos basais. B.
Superficie de corte na altura do bulbo ao nivel do 6bex. Bolhas de putrefacdo multifocais aleatorias.
Comentario: bolhas de putrefacdo sdo achados infreqiientes nos encéfalos autolisados de bovinos e na
maioria das vezes encontradas na regido ventral do encéfalo, principalmente nos ndcleos basais. O aspecto
microscopico desse achado postmortem € visto na Figura 44C.
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3. Exame Microscopico

O exame microscépico do SNC deve ser realizado de forma padronizada e
sistematica e com conhecimento basico da neuroanatomia. Para analise representativa das
diversas areas do encéfalo, recomenda-se a realizacdo de cortes transversais seriados em
intervalos de 0,5-1 cm que sdo assim examinados em ambas as faces. Para 0 exame

histoldgico, os cortes foram sistematicamente processados conforme descrito na Figura 13.

Figura 13. Regifes do encéfalo a serem colhidas para o diagndstico das doencas do sistema nervoso central.
A. Hemisfério cerebral mostrando o local dos cortes; 1, bulbo na altura do 6bex (BO); 2, cerebelo (CE); 3,
ponte com pedinculos cerebelares (PO); 4, mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais (ME); 5, cortex
occipital (CO); 6, diencéfalo através da aderéncia intertalamica - cértex parietal (CP), hipocampo (HC) e
tdlamo (TA) e 7, lobo frontal na altura do joelho do corpo caloso e dos ndcleos da base (NB) — cértex frontal
(CF). B. Secdes obtidas dos 7 locais mostrados em A.
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Essas secOes histoldgicas seguem o padrdo adotado pelos laboratérios credenciados
pelo MAPA para o exame do encéfalo de bovinos para vigilancia da BSE no Brasil. Esse
método tem as seguintes vantagens: permite o estudo detalhado de areas especificas do
encéfalo, oferece maior facilidade para comparacdo com encéfalos controles, facilita a
descricdo da distribuicdo de lesdes e permite localizar facilmente os blocos no arquivo
para realizacdo de coloragfes especiais ou imunoistoquimica.

Para a rotina da patologia diagndstica, o reconhecimento das maiores subdivisdes
anatdmicas das secgdes transversais do SNC (medula espinhal, tronco encefalico,
cerebelo, diencéfalo, hipocampo, coértex telencefalico e nucleos basais), macro e
microscopicamente (Figura 14), é suficiente para determinar a localizagdo e extensdo das
lesbes. Apos a identificacdo do local do encéfalo a ser examinado, € necessario identificar
0s seguintes constituintes celulares: neurdnios (Figura 15), oligodendrocitos, astrocitos,
micréglia (Figura 16), vasos sangiineos, epéndima, plexo coroide, (Figura 17), neurépila e
parénquima neural (Figura 18), e meninges (Figura 19). A deteccdo e a interpretacdo de
alteracOes nesses constituintes celulares e em areas especificas do SNC frequentemente
permite o diagndstico de diversas doencas e artefatos, bem como a diferenciacdo de
estruturas normais do encéfalo e estruturas associadas. Algumas doencas com sinais
clinicos de distarbios nervosos ndo produzem lesGes no SNC e o diagndstico é feito
através da epidemiologia, sinais clinicos e realizacdo de outros exames complementares

(por ex., botulismo, tétano).
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H I

Figura 14. Identificagdo submacroscopica dos principais segmentos do sistema nervoso central (SNC). HE.
Descricdo: A. Medula espinhal. Observe o H medular (substancia cinzenta) e a fissura ventral média. B.
Bulbo na altura do ébex. Observe a area postrema (a) simétrica e bilateral. C. Ponte na altura dos peddnculos
cerebelares. HE. D. Mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais. A estrutura marcada com a letra b é o
aqueduto mesencefalico. E. Talamo. A estrutura marcada com a letra ¢ é o terceiro ventriculo. F. Cerebelo.
A camada rosa-clara externa é a camada molecular. A camada basofilica interna das folhas é a camada de
células granulares. Entre essas duas camadas situa-se a camada de células de Purkinje (ndo observada neste
aumento). Essas trés camadas formam a substancia cinzenta do cerebelo. A camada mais interna (rosa-
escura) é a substancia branca. G. Hipocampo. As diferentes partes do hipocampo podem ser visualizadas na
Figura 15C. H. Cértex telencefalico. A substancia rosa-escura interna € uma porg¢do da substancia branca
subcortical denominada coroa radiada. I. Nicleos da base. Observe a capsula interna (d), o ntcleo caudado
(e) e o ventriculo lateral (f). Comentario: especialmente em fragmentos do SNC é sempre importante
observar macroscopicamente a lamina com o fragmento de encéfalo ou medula espinhal antes de analisa-lo
microscopicamente. Essa observacdo € util na identificacdo de areas especificas do SNC e também na
localizacéo das lesdes. Geralmente as lesdes do SNC sdo identificadas através de alteragdes nas propriedades
tintoriais.
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Figura 15. Tamanho e disposic¢do dos neurdnios em diversos segmentos do sistema nervoso central (SNC).
Descricao: A. Neurdnio do tronco encefalico. A estrutura marcada com o asterisco é o cone de implantagédo
do ax6nio. HE. 100x. B. Neurdnios do cerebelo. Os neurdnios marcados em 1 e 2 sdo respectivamente
denominados neur6nio de Purkinje e neurdnio de Golgi. Neurdnios da camada de células granulares sdo
células pequenas (cerca de 7 um de diametro) e estdo rodeando o neurdnio de Golgi. HE. 40x. C. Aspecto
microscopico das camadas do hipocampo. O hipocampo é uma estrutura laminar dividida em trés partes:
subiculum, corno de Ammon e giro denteado. Na figura estdo representados: stratum pyramidale (1),
camada de células moleculares (2) e stratum radiatum (3). HE. 2x. D. Neurdnios do tdlamo (diencéfalo). E.
Disposicéo laminar dos neurdnios do cortex telencefélico. HE. 10x. F. Neurdnios do cortex telencefalico.
HE. 100x. Comentario: A. Neurdnios da medula espinhal e tronco encefélico contém abundante pericério e
grande nucleo com proeminente nucléolo. Observe a substancia de Nissl no citoplasma. Neur6nios do tronco
encefalico sdo geralmente dispostos em nucleos (agrupamentos de neurbnios em meio a substancia branca
do SNC) (Figura 18C). Neur6nios do tdlamo e cortex telencefalico sdo menores e possuem o citoplasma
reduzido.
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Figura 16. Células da glia. HE. Descricdo: A. Oligodendrdcitos satélites. Essas células ficam justapostas
aos neurdnios. HE. 100x. Como tém o citoplasma claro contra o citoplasma do neurdnio, muitas vezes dao a
impressdo errdnea qu fagocitam um pedaco do pericario neuronal. B. Oligodendrocito interfascicular.
Oligodendrdcitos sdo células pequenas, arredondadas, com citoplasma hipercromatico semelhantes a
linfocitos. HE. 40x. C. Astrocitos. Observe o nicleo grande vesicular, com indistinto nucléolo e inaparente
citoplasma de dois astrdcitos localizados entre os oligodendrécitos interfasciculares. HE. 100x. D. Microglia.
Observe o nucleo pequeno, hipercromético e em forma de virgula ou bastonete (seta). Em encéfalos normais,
essas células sdo praticamente imperceptiveis. HE. 100x. Comentario: Oligodendrdcitos e astrocitos formam
a macroglia. Oligodendrécitos satélites regulam o microambiente perineuronal, por outro lado,
oligodendrdcitos interfasciculares sdo responsaveis por mielinizar os axdnios no sistema nervoso central
(SNC). Astrocitos participam em processos de regulacdo, reparacdo, suporte e formagdo de barreiras no
SNC. Micrdglia é o termo dado aos macréfagos residentes do SNC. Essas células derivam dos monécitos e
migram para 0 SNC logo depois de ocorrer a sua vascularizagéo.
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Figura 17. Vasos sanglineos, epéndima e plexo
coroide. Descricdo: A. Vaso sangiliineo. Observe as
células endoteliais. HE. 40x. B. Células
ependimais. Observe a camada simples de células
epiteliais cuboidais ciliadas. HE. 100x. C. Plexo
corbide. Células epiteliais do plexo cor6ide sao
células ependimais modificadas que circundam uma
area rica em tecido conectivo altamente vascular.
HE. 40x. Comentario: o sistema nervoso central
(SNC) néo possui linfaticos. Ha drenagem para o0s
espacos perivasculares, capilares, vénulas e para os
seios das leptomeninges. Células ependimais
revestem o sistema ventricular com a funcéo de
movimentar o liquido cefalorraquidiano (LCR)
através dos seus cilios e regular o fluxo de
substancias entre 0 LCR e 0 SNC. O plexo cordide
tem a funcéo de produzir o LCR.

Figura 18. Organizagdo do sistema nervoso central. Descri¢do: A. A substincia cinzenta consiste de corpos
neuronais e uma rede composta de axonios finamente mielinizados, dendritos, oligodendrécitos satélites,
astrocitos protoplasméaticos e microglia e seus processos. HE. 100x. B. A substancia branca consiste de
axodnios bem mielinizados, oligodendrdcitos interfasciculares e astrdcitos fibrosos. HE. 100x. C. Nucleo do
tronco encefalico. HE. 10x. D. Nucleos basais. A substancia résea proeminente é a substania branca. HE.
10x. Comentario: neurdpila é definida como a rede de processos neuronais (dendritos e axdnios) e de células
gliais que se localiza na substancia cinzenta. Em HE é a substancia rosa finamente fibrilar que se observa
entre neurdnios e células gliais (N). Parénquima neural é o nome usado para definir a substancia résea-
escura formada por axdnios e processos das células gliais da substancia branca. No tronco encéfalico e
diencéfalo muitas vezes é dificil discernir entre a substancia cinzenta e substancia branca. Certas regides do
encéfalo como nucleos basais, telencéfalo e cerebelo possuem distinta divisdo entre substancia cizenta e
branca. A substancia branca do telencéfalo é denominada coroa radiada.
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Figura 19. Meninges. Descri¢do: A. Leptomeninge, também denominada de pia-aracndide, é formada por
vasos sangtiineos e tecido fibrovascular e reveste 0 SNC. Nesta figura, abaixo das leptomeninges, observa-se
o0 cortex telencefalico. HE. 10x. B. Dura-mater, também denominada paquimeninge, é composta por duas
camadas anelares densas de tecido conjuntivo fibroso. Nesta figura, abaixo da dura-mater, observam-se as
leptomeninges e a substancia branca da medula espinhal. HE. 10x. Comentario: No encéfalo, a dura-mater
permanece aderida ao cranio quando se retira o encéfalo do cranio. Em se¢des histologicas, é possivel
visualizar a dura-méter somente em se¢des da medula espinhal.

Apos breve revisdo dos principais constituintes do SNC, serdo apresentados e
discutidos os principais achados microscopicos ndo ligados a doencas e 0s principais
achados histoldgicos ligados a doencas e que podem definir o diagndstico das principais
enfermidades do SNC de bovinos no Brasil.

3.1 Na&o-lesGes, lesbes de pouca importancia clinica, alteracdes

postmortem

3.1.1 Nao-lesdes

Estruturas microscopicas normais do encéfalo podem estar relacionadas com
resquicios de estruturas embrionarias (camada externa de células granulares do cerebelo,
placa subependimaria e acUmulo de neuroblastos nos ndcleos basais), ou podem
representar 6rgdos circumventriculares (area postrema no bulbo na altura do dbex, 6rgao
subcomissural na altura do tdlamo, 6rgao pineal) ou sdo pigmentos normais presentes em
vasos ou nas leptomeninges (melanina produzida por melandcitos leptomeningeais).

Células da camada de células granulares externa do cortex cerebelar sdo

encontradas em fetos, animais recém-nascidos ou com poucos meses de vida (Figura 20).
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A medida que o animal cresce, essas células migram para a camada interna de células

granulares (Fuller & Burger 1997).

Figura 20. Cerebelo. Bovino jovem. Descricdo: A. Camada externa de células granulares que se localiza
entre a pia-mater e a camada molecular. Numerosas células migram para a camada de células granulares. B.
Maior aumento de A. Comentario: a camada externa de células germinativas pode ser confundida com
meningite. A migracdo dessas células pode ser confundida com arbustos gliais, lesdo que ocorre quando hé
encefalite e células inflamato6rias na camada molecular (Figura 55).

A placa subependimaria se localiza nas porcOes laterais e ventrais dos ventriculos
laterais. Adjacente a placa subependimaria e no bulbo olfatério podem se observados

acumulos de neuroblastos denominados glia residual (Figura 21) (Summers et al. 1995).

% B

Figura 21. Placa subependimaria e acimulos focais de neuroblastos. Descri¢ao: A. A placa subependimaria
consiste em acimulo de células germinativas entre 0 epéndima e o parénquima neural na altura dos
ventriculos laterais (vl). Em é&reas proximas aos ventriculos laterais, dentro do parénquima neural séo
observados acimulos de neuroblastos. HE. 10x. B. As células germinativas estdo dispostas em camadas de
trés a cinco células. HE. 40x. Comentario: a placa subependimaria persiste em bovinos adultos e pode ser
erroneamente interpretada como infiltrado inflamatério linfocitico. Os acimulos focais de neuroblastos
podem ser confundidos com microgliose.
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Orgdos circunventriculares sdo centros especializados do SNC que compartilham
dois aspectos morfoldgicos: localizagdo periventricular e vasculatura em que falta a tipica
propriedade da barreira hematoencefalica. Essas estruturas incluem 6rgdo subcomissural
(modificagdo local de células ependimarias abaixo da comissura caudal que se projeta para
0 aqueduto mesencefalico) (Figura 22), a area postrema (aglomerado de células gliais e
pequenos capilares) (Figura 23), que se localiza dorsalmente ao nucleo do vago no bulbo

na altura do 6bex, e o corpo pineal (Figura 24).

Figura 22. Orgdo subcomissural. Descricdo: A. Observe as células colunares altas com citoplasma
levemente eosinofilico e nlcleo basal, distribuidas em estruturas acinares. HE. 20x. B. Estrutura semelhante
em maior aumento. HE. 40x. Comentario: o 6rgdo subcomissural é uma estrutura especializada em secretar
aldosterona Devido a estrutura glandular observada microscopicamente, o 6rgdo sucomissural pode ser
interpretado erroneamente como neoplasma de origem epitelial, principalmente quando se realiza secdo
obliqua do talamo.
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Figura 23. Area postrema. Descrigdo: A. Observe a localizagdo da area postrema — bilateral, simétrica e
caudodorsalmente ao nucleo dorsal do vago. Vista submacroscdpica. B. O achado tipico dos érgéaos
circumventriculares inclui a neurdpila frouxamente arranjada com proeminente vasculatura. HE. 20x.
Comentario: a area postrema situa-se na por¢do caudal do assoalho do quarto ventriculo. Essa estrutura pode
ser observada microscopicamente, quando se realiza o corte do encéfalo no bulbo na altura do 6bex. Em
humanos sua funcéo fisioldgica tem sido apontada como regido quimioreceptora do encéfalo para instigar a
resposta emética, e regulacdo do controle cardiovascular devido a resposta sistémica a angiotensina Il (Leslie
& Oshorne 1984). Em secdes histoldgicas, a area postrema pode ser erroneamente confundida com gliose,
ou quando os capilares estdo proeminentes pode ser confundida com neoplasma.
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Como observado anteriormente na Figura 8, a epifise € uma evaginacao do aspecto
dorsocaudal do epitdlamo do diencéfalo, que se adere através de um prolongamento que
contém um pequeno recesso do terceiro ventriculo. Histologicamente, a epifise, 0 6rgédo
ou a glandula pineal, estrutura derivada do epitélio neural, é constituida por pinealdcitos,
células gliais, neurdpila e vasos sanguineos. Nos lobulos pineais, os pinealdcitos sdo
arranjados ao redor de pequenos limens. Especialistas preferem denomina-lo de corpo
pineal em vez de glandula pineal, porque pinealdcitos sdo celulas neurosensoriais. A
capsula e septos do 6rgdo pineal sdo formados por pia-mater e aracndide, ou seja, a
continuagdo das leptomeninges do diencéfalo, e por onde os vasos sangiiineos penetram na
pineal (Vigh et al. 1998) (Figura 24).

Figura 24. Corpo pineal. Descricdo: A. O tecido nervoso (canto superior direito) esta separado do corpo
pineal pelas leptomeninges. Nesta figura, as leptomeninges estdo pigmentadas. Observe a hipercelularidade
da epifise. HE. 10x. B. Maior aumento de A. Comentario: devido a estrutura histoldgica hipercelular o corpo
pineal pode ser facilmente confundido com neoplasma.

Deposicdo de melanina meningea é uma ndo-lesdo que pode ser observada
macroscopicamente (Figura 7). Histologicamente, os melandcitos sdo células achatadas
com o citoplasma dendritico e preenchido com pigmento granular marrom-escuro
observados nas leptomeninges ou nos vasos dentro da neurdpila, adjacentes as
leptomeninges (Figura 25). Em secOes transversais podem ser confundidos com
macrofagos carregados com hemossiderina (Figura 28). Devem ser diferenciados de
células positivas na técnica de imunoistoquimica quando se usa diaminobenzidina (DAB)

como cromogeno (Summers et al 1995).
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Figura 25. Melanocitos leptomeningeais. Descricdo: A. Observe os melandcitos nas leptomeninges
distribuidos de forma linear. HE. 40x. B. Melandcitos na adventicia de uma arteriola cerebral. HE. 20x.
Comentario: melandcitos séo distigliveis de macrdfagos carregados com hemossiderina pela coloracao do
pigmento presente no citoplasma. Melandcitos sdo alongados e dendriticos e possuem pigmento
intracitoplasmatico marrom-escuro ou preto, enquanto que os macrdfagos carregados com hemossiderina séo
preenchidos com pigmento amarelo-ouro ou marrom-claro. Na técnica de imunoistoquimica, quando se usa
DAB como cromdgeno, melanina aparece nas preparacdes positivas e negativas.

Neurdnios normais do tronco encefalico, principalmente dos ndcleos do nervo

trigémeo e olivar podem ter aparéncia cromatolitica ou necrética (Figura 26) (Jubb &

Huxtable 1993).

Figura 26. Aparéncia cromatolitica e necrotica dos
neurdnios do tronco encefalico e do ganglio de
Gasser. Descri¢do: A. Observe que o citoplasma de
um grande neurdnio do tronco encefélico apresenta
coloragdo rosa. HE. 40x. B. O citoplasma do
neurdnio e o ndcleo diminuem de tamanho e coram-
se intensamente. HE. 40x. C. Aspecto necrético de
diversos neurdnios do ganglio de Gasser. HE. 10x.
Comentario: a aparéncia necrética de alguns
neurbnios pode ser decorrente da intensa
manipulacdo do encéfalo ou do ganglio de Gasser
na remocdo da cavidade craniana antes da fixagdo
em formol. Esses neurdnios também sdo chamados
de neurdnios escuros.
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3.1.2 Lesdes de pouca importancia clinica

Além da melanina meningea, ha outros pigmentos no SNC que sdo marrons na
coloracdo de H&E. Sua identificacdo depende muitas vezes da localizacdo. Lipofuscina é
um pigmento marrom-amarelado que se acumula no citoplasma de neurénios de animais
velhos e que ndo é deletéria para a fun¢do neuronal (Hirano 1985, Jubb & Huxtable 1993).
Observacdes deste estudo indicam que ha grande quantidade de lipofuscina nos neurénios
de nucleos do mesencéfalo na altura dos coliculos rostrais (Figura 27), a semelhanca da
localizacdo em suinos, onde foi observada em 75% dos neurdnios do nucleo trigeminal do

mesencéfalo (Jahns et al. 2006b).
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Figura 27. Lipofuscina. Descri¢do: é um pigmento granular amarelo-ouro que se acumula no pericério dos
neurdnios e em seus prolongamentos, bem como no citoplasma de macréfagos. A. Pigmento amarelo-ouro
que preenche parcialmente o pericario do neurbnio. HE. 40x. B. Nucleo vermelho do mesencéfalo. Na
coloracdo de acido periddico de Schiff (PAS), lipofuscina aparece como pigmento granular magenta. C.
Agregados granulares no pericario do neurdnio. PAS. 100x. D. Lipofuscina na neurdpila, provavelmente
dentro do citoplasma da micréglia. PAS. 100x Comentario: lipofuscina caracteriza-se pela fusdo de um
lisossomo primério e uma vesicula fagocitica e é observada na microscopia de luz como pigmento granular
que se deposita no citoplasma das células a medida que o animal vai envelhecendo. Geralmente se deposita
em um dos polos do pericario dos neur6nios, mas pode ser observado na neurdpila ou no citoplasma de
células gliais. A presenca desse pigmento na neurdpila pode ocorrer pelo processo de exocitose; ou outra
teoria plausivel é a morte das células gliais que contém esse pigmento, e ap0s certo tempo, lipofuscina pode
ser observada apenas extracelularmente (Jahns et al. 2006a).
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Lipofuscina deve ser diferenciada de hemossiderina (Figura 28), que geralmente se
deposita no citoplasma dos macréfagos no espaco perivascular da substancia branca.

Acredita-se que esse pigmento € decorrente de micro-hemorragias.
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Figura 28. Hemossiderina. Descri¢do: hemossiderina € um pigmento intracitoplasméatico que se acumula
em macréfagos no espaco perivascular. Observe o pigmento marrom-amarelado que preenche o citoplasma
de dois macrofagos no espaco perivascular. HE. 40x. Comentario: hemossiderina é um pigmento que se
origina da degradacdo de hemoglobina dos eritrocitos e provavelmente seja decorrente de micro-
hemorragias, apesar de ndo se observarem lesGes nos vasos (Jahns et al. 2006a). Hemossiderina foi
freqlientemente encontrada na substancia branca do telencéfalo ao redor de pequenos vasos sangiiineos.

Além de lipofuscina, outras alteracfes podem estar relacionadas a idade, como
mineralizacdo (Figura 29) e hialinizagdo dos vasos do encéfalo e das meninges, inclusées
neuronais hialinas em grandes neurdnios motores (Figura 30), e corpora amylacea em
processos astrocitarios (Figura 31) (Fuller & Burger 1997). A mineralizacdo dos vasos das
meninges de gatos e do encéfalo ocorre em bovinos, equinos velhos e afeta os vasos do
nacleo denteado, globo péalido, capsula interna e ndcleo caudado sem associagdo com
doenca vascular generalizada (Hurst 1934, Mandara 2003).
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Figura 29. Calcificacdo dos vasos do encéfalo. Descrigdo: mineralizagdo ou calcificagdo dos vasos do
encéfalo aparece como depositos basofilicos que substituem a parede normal dos vasos. A. Observe 0s
depositos basofilicos na parede de vasos. Ocasionalmente, a mineralizagdo obstrui parcial ou totalmente a
luz do vaso e assume padrdo de corpora amylacea. HE. 20x. B. Maior aumento de lesdo semelhante. HE
40x. C. Na coloracdo de Von Kossa, a mineralizagao aparece como depdsitos pretos ou marrons. Observe a
fase incial de depdsito de mineral, com depdsitos multifocais na média dos vasos. Von Kossa. 20x. D. Maior
aumento de lesdo semelhante com obstrucéo parcial do limen do vaso. Comentario: na maioria das vezes, a
mineralizacdo dos vasos ndo provoca conseqiiéncias clinicas, embora trombose ou isquemia podem ocorrer
associadas a lesdo. Neste estudo, mineralizacdo dos vasos foi mais freqliente na capsula interna de bovinos
velhos e foi considerado um achado incidental relacionado & idade.
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Figura 30. InclusBes hialinas em neur6nios do ganglio de Gasser. Descri¢do: A. Inclusbes hialinas ou
col6ides circulares no citoplasma de neurdnios. HE. 20x. B. Maior aumento de lesdo semelhante. HE. 40x.
Comentario: essas inclusdes foram encontradas em um bovino de 16 anos de idade no ganglio de Gasser.
Em humanos, inclus@es hialinas eosinofilicas semelhantes sdo observadas no nucleo hipoglosso da medula.
Essas inclusdes consistem de cisternas dilatadas do reticulo endoplasmatico e aumentam em ndmero com a
idade. Podem ser confundidas com inclusdes virais (Fuller & Burger 1997) ou degeneragdo neuronal.
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Figura 31. Corpora amylacea. Descrigdo: A. Estrutura circular lamelar basofilica de tamanho variavel (10
a 30 um de diametro). HE. 100x. B. Estrutura lamelar circular magenta. PAS. 100x. Comentario: corpora
amylacea sdo corpusculos poliglucosanos que estdo nos processos astrocitarios. Devem ser diferenciados de
corplsculos de Lafora que também estdo relacionados a idade, mas se localizam no interior dos neur6nios,
tanto no pericario quanto nos axénios (Summers et al. 1995). Os que se localizam no ax6nio sao dificeis de
diferenciar de corpora amylacea, porque ambos parecem estar livres na neurépila. Algumas vezes podem ser
erroneamente interpretados como fungos, ja que tem afinidade pelas mesmas coloragdes especiais usadas
para detectar esses patégenos (Fuller & Burger 1997).

Concregdes do corpo pineal podem estar presentes em humanos, bovinos, equinos,
ovinos, asininos e podem variar de alguns micrometros até alguns milimetros de diametro.
Essas concrecdes sdo chamadas de areia cerebral ou corpora arenacea. Sdo formados por
laminacBes concéntricas e escuras ricas em proteina intercaladas com camadas claras ricas
em calcio (Figura 32) (Vigh et al. 1998).
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Figura 32. Concrecdes do 6rgdo pineal. Descrigdo: A. Concrecdes laminares redondas a ovais, fortemente
basofilicas de tamanhos variaveis. HE. 40x. B. Concre¢des multifocais coradas em preto. Von Kossa. 40x.
Comentario: as laminag6es podem corresponder a atividade flutuante da pineal influenciada pela mudanca
circadiana da intensidade solar. A estrutura mineral é constituida morfologicamente por hidroxiapatita e
carbonato de apatita, sendo célcio e fosforo os principais constituintes. As concrecdes geralmente localizam-
se entre as fibras nervosas (axdnios), e ocasionalmente dentro de células gliais (Vigh et al. 1998).
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LesBes de pouco significado clinico podem criar confusdo com lesdes especificas
de certas doencas importantes do SNC. Uma delas é a vacuolizacdo do citoplasma dos
neurdnios do nacleo vermelho do mesencéfalo (Figura 33) que pode ser confundida com
lesdo de BSE. Deve ser lembrado que apenas a vacuolizagdo neuronal ndo é diagndstica
para BSE (Wells et al. 1991). As alteracdes espongiformes da BSE ocorrem na neurépila e
no pericario de neurdnios em lugares especificos do tronco encefalico (Wells et al. 1991).
No entanto, alteracGes espongiformes afetando a neurdpila e 0s corpos neuronais sao
descritas em casos naturais e experimentais de raiva em gambas, raposas (Charlton et al.
1987), e em um bovino (Foley & Zachary 1995), em filhotes ataxicos de Rottweiler
(Jardim et al. 1999), e em cabras com paresia progressiva (Lancaster et al. 1987).
Vacuolizacdo neuronal rica em lipidios é observada em guaxinin (Procyon lotor) (Hamir
& Fischer 1999).

A vacuolizacdo incidental dos neurdnios do nucleo vermelho do mesencéfalo é
encontrada em 64% dos encéfalos de bovinos adultos normais, mas ja foi encontrada em
bovinos com 12 meses de idade (Gavier-Widen et al. 2001). Em nosso estudo, a

vacuolizacdo desses neurdnios foi encontrada em bovinos de oito meses de idade.

Figura 33. Vacuolizagdo dos neurdnios do nlcleo
vermelho do  mesencéfalo. Descrigdo: A.
Vacuolizacdo intracitoplasmatica de multiplos
neurdnios. HE. 4x. B. Vacuolo intracitoplasméatico
solitario em um neurbnio. HE. 40x. C. Mdiltiplos
vactolos no pericario do neur6nio separados por
fina margem de citoplasma e deslocamento do
nicleo para a periferia. HE. 40x. Comentario:
vactolos do pericario e neuritos sdo lesGes
caracteristicas da BSE, mas a localizagdo dessas
lesbes no SNC é muito importante para o
diagndstico. Além disso, as lesdes estdo geralmente
associadas a sinais clinicos.
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Vacuolizacdo do pericario de neurénios do nucleo habenular pode ser encontrada
em 50% dos encéfalos de bovinos normais (Gavier-Widen et al. 2001). Vacuoliza¢&o nos
neurdnios do ganglio de Gasser foi um achado frequente, tanto em bovinos clinicamente
normais (Figura 34) quanto em animais com raiva, no entanto, em maior nimero (Figura
46). Vacuolizacdo neuronal esporédica é observada em ovinos e caprinos (Hooper 1999),
eqlinos (Jahns et al. 2006a) e suinos (Jahns et al. 2006b), geralmente em neurdnios do
tronco encefalico. Vacuolizacdo neuronal intracitoplasmatica idiopatica disseminada foi
observada em um bovino recém-nascido nos EUA. Numerosos vacuolos foram observados

nos nucleos do cerebelo, tronco encefalico e medula espinhal cervical (Hamir et al. 2001).
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Figura 34. Vaculolos intracitoplasmaticos. Descri¢do: A. Ndcleo habenular.  Mdltiplos vacuolos
coalescentes no pericario de neurénios que deslocam o nlcleo para a periferia. HE. 40x. B. Ganglio de
Gasser. Neurdnios com vacuolizagOes intracitoplasmaticas separadas por fina margem de citoplasma. HE.
20x. Comentario: neurdnios do ndcleo habenular sdo pequenos e a percepcdo dos vactolos pode se tornar
dificil.

Sarcocystis spp. sdo geralmente encontrados distorcendo miofibras do coracgdo e
musculo esquelético e fibras de Purkinje, mas geralmente ndo incitam qualquer resposta
inflamatoria. Neste estudo, exemplares de Sarcocystis sp. foram encontrados em poucos
encéfalos de bovinos analisados (Figura 35). Bovinos se tornam infectados pela ingestéo
de esporocistos excretados nas fezes dos hospedeiros definitivos (carnivoros, ornivoros)
que sdo infectados pela ingestdo de cistos maduros (sarcocistos), geralmente encontrados
nos musculos dos hospedeiros intermediarios. A infeccdo por Sarcocystis spp. € comum
em bovinos e geralmente ndo produz lesdes. Bovinos sdo hospedeiros intermediarios para
trés espécies: S. cruzi, S. hirsuta e S. hominis (Dubey et al. 1988). S. cruzi é altamente
patogénico e pode induzir meningoencefalite necrosante com vasculite; S. hirsuta e S.

hominis séo levemente patogénicos (Van der Lugt et al. 1994).
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Figura 35. Exemplar de Sarcocystis sp. Descricdo: Cisto de Sarcocystis sp. na camada de células granulares
do cerebelo medindo 100 x 60 um com numerosos zoitos. Comentario: Sarcocystis sp. ndo incitam resposta
inflamatoria porque se localizam dentro de células endoteliais. A ruptura desses cistos pode provocar a
formacédo de pequenos granulomas.

Esferdides axonais podem ser achados incidentais e em bovinos sdo encontrados
nos nucleos vestibular, cuneato e cuneato acessorio (Gavier-Widen et al. 2001). Em cées,
os esferoides axonais estdo relacionados a idade e sdo encontrados em 50% dos cdes com
mais de 12 anos (Borras et al. 1999). Manguitos perivasculares podem ser discretos e
inespecificos. InflamacBes desse tipo sdo encontradas em cerca de 30% dos bovinos
adultos normais (Gavier-Widen et al. 2001). A causa dessas inflamacGes € controversa,

mas seu significado clinico é nulo (Figura 36).
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Figura 36. Esfertides axonais e manguitos perivasculares. Descricdo: A. Esferdide axonal no parénquima
neural. HE. 40x. B. Manguito perivascular linfoplasmocitario composto por uma a trés camadas de células
inflamat6rias HE. 10x. Comentario: a detec¢do de poucos esferdides axonais no encéfalo também é um
achado incidental comum em cées (Borras et al. 1999), ovinos e caprinos (Hooper 1999), equinos (Jahns et
al. 2006a) e suinos (Jahns et al. 2006b).
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Achados incidentais em estruturas associadas (complexo ganglio de Gasser + rete
mirabile carotidea + hipofise) também foram observados neste estudo (Rech et al. 2006c).
Além de vacuolos esporadicos em neur6nios do ganglio de Gasser (Figura 34B), cistos na
hipdfise e sangue no seio cavernoso da rete mirabile carotidea com fibrina e neutrofilos

foram outras alteracdes observadas (Figura 37).

P g

Figura 37. Alteragdes incidentais na hipdfise e rete mirabile carotidea. Descri¢do: A. Cistos multifocais
preenchidos por material eosinofilico homogéneo (col6ide) na adenoipdfise. HE. 20x. B. Sangue no seio
cavernoso com fibrina e neutrdfilos. HE. 20x. Comentério: cistos na hipdfise sdo achados incidentais em
bovinos e eqiiinos velhos (Innes & Saunders 1962) e se ocorre acentuada dilatagdo da cavidade hipofisaria
ou coalescéncia dos cistos, eles podem ser observados macroscopicamente. Os agregados de eritrocitos,
neutrdfilos e fibrina no seio cavernoso ao redor da rete mirabile carotidea de bovinos sem lesGes no sistema
nervoso podem ser explicados pelo fato da lenta dindmica vascular desse local. Essa alteracdo deve ser
diferenciada de abscessos de pituitaria, onde as lesdes sdo mais extensas, rompem a arquitetura normal e
atingem o sistema nervoso central.

3.1.3 Artefatos decorrentes do método de eutanasia, da colheita e fixacao do encéfalo

Artefatos decorrentes do metodo de eutanasia, da colheita e do manuseio do tecido
nervoso fresco e do armazenamento inadequado também podem ocorrer e ser interpretados
erroneamente como alteragcdes antemortem significativas. Na maioria das vezes, essas
alteracGes ndo sdo observadas macroscopicamente. Artefatos decorrentes do método de
eutanasia incluem hemorragia subdural e no parénquima e estase sangiinea no seio
cavernoso da rete mirabile carotidea (Figura 38) e acentuada distensdo perivascular
causada por aspiracdo de ar (Figura 39). Essas duas alteragdes ja foram mencionadas no

exame macroscopico desta secdo (Figuras 9 e 10 respectivamente).
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Figura 38. Hemorragia traumatica. Descri¢do: A.
Hemorragia subdural moderada. As leptomeninges
estdo expandidas por eritrocitos. HE. 4x. B.
Hemorragia ao redor de vaso de médio calibre no
parénquima cerebral. HE. 10x. C. Estase acentuada
de sangue no seio cavernoso da rete mirabile
carotidea. HE. 10x. Comentario: o uso do dardo
cativo para dessensibilizacdo nos frigorificos produz
hemorragia acentuada no encéfalo dos bovinos.
Essas lesdes devem ser corretamente interpretadas
pois foram infligidas em um encéfalo previamente
normal. Grande quantidade de sangue no seio
cavernoso da rete mirabile carotidea é observado
qguando os bovinos sdo dessensibilizados com a
introducéo da faca na medula oblonga.

Figura 39. Distensdo dos espacos perivasculares causada por aspiracdo de ar. Descri¢do: A. Cortex
telencefalico. Acentuada distensdo dos espagos perivasculares. HE. 4x. B. Maior aumento de A. HE. 20x.
Comentario: apesar de em menor aumento essa lesdo ser caracterizada por alteragdo espongiforme, a
vacuolizagdo é localizada ao redor dos espacos de Virchow-Robin. O aspecto macroscépico desta alteragao
pode ser observado na Figura 10.



Exame microscopico 122

Artefatos relacionados a colheita e manuseio do encéfalo antes da fixacéo e durante
a fixacdo incluem particulas 6sseas que contaminam o tecido nervoso quando se retira a
calota craniana com serra e que podem mimetizar mineralizacdo patologica, neurénios
escuros (neurbnios de Cammermeyer) que se formam pelo excessivo manuseio do
encéfalo antes da fixacdo (Figura 40), e aglomerados de microrganismos contaminantes
por ocasido da fixacdo do material ou confeccdo de laminas que podem causar
complicagdo quando sdo sobrepostos ao tecido nervoso (Figura 41), principalmente em
reacdes inflamatdrias. Fendas lineares no tecido nervoso sdo produzidas por cristais que se

formam pelo congelamento do tecido nervoso (Figura 42) (Summers et al. 1995).
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Figura 40. Artefatos relacionados a colheita e manuseio do encéfalo. Descri¢do: A. Acumulo focal de
fragmentos ésseos no tecido nervoso. HE. 10x. B. Cortex telencefalico. Multiplos neurénios estdo
encolhidos com o citoplasma basofilico e nicleo levemente picnético. HE. 40x. Comentario: neurdnios de
Cammermeyer devem ser diferenciados de neurénios vermelhos (Figura 47) que apresentam o citoplasma
eosinofilico.
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Figura 41. Microrganismos ectdpicos no tecido nervoso. Descri¢do: A. Protozoario do rimen na superficie
do telencéfalo. HE. 20x. B. Cortex telencefalico. Corte transversal de fragmento de pélo. HE. 40x.
Comentario: microrganismos ectépicos sao adquiridos no momento da fixacdo do encéfalo ou na hora da
confeccdo da lamina. N&o ha reacéo inflamatdria associada a essas estruturas.
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Figura 42. Artefatos relacionados a fixagéo do encéfalo. Descri¢do: A. Aspecto linear finamente vacuolar
da superficie do telencéfalo logo abaixo das leptomeninges. HE. 20x. B. Cerebelo. O tecido nervoso
apresenta aspecto quebradico com fendas lineares entrecruzadas. HE. 10x. Comentario: o aspecto linear nas
margens do encéfalo € um artefato normalmente encontrado em encéfalos corretamente fixados e é
decorrente de diferencas de pressdo osmotica entre o formol e o tecido nervoso. Fendas lineares sdo
provocadas pela congelagdo do encéfalo antes de fixa-lo em formol.

3.1.4 Autbélise

Quando o patologista recebe o encéfalo para ser examinado no laboratério, na
maioria das vezes ndo h& dados sobre o tempo decorrido entre a morte do bovino e a
realizacdo da necropsia e fixagdo do material. O encéfalo é um orgao relativamente
resistente ao processo autolitico, quando comparado com 6rgdos da cavidade abdominal.
A autélise no SNC pode simular lesdes associadas a doengas e confundir o patologista. No
entanto, alguns artefatos observados quando o encéfalo ndo foi imediatamente fixado em
formol apds a morte, devem ser diferenciados de lesdes antemortem. A seguir serdo
apresentados os artefatos relacionados a autdlise comumente observados no encéfalo de
bovinos.

A autolise da substancia cinzenta pode simular lesbes de trauma, e alteracBes
vacuolares na mielina podem mimetizar edema intramielinico ou degeneracdo walleriana
(Summers et al. 1995). Halos ao redor do pericario de neurdnios, oligodendrocitos e
pequenos vasos sdo achados comuns em encefalos autolisados (Figura 43). Em associacdo
com esses artefatos, as células gliais tornam-se pequenas e hipercromaticas, e podem ser
observados bacilos da putrefacdo no interior dos vasos e dispersos no tecido nervoso.
Algumas vezes, essas bactérias produzem gases que distendem o tecido nervoso e formam

grandes vacuolos multifocais aleatorios (Figura 44). Outro artefato relacionado com o
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processo autolitico € a clivagem das camadas do cerebelo, entre as camadas de células de

Purkinje e de células granulares (Summers et al. 1995).

Figura 43. Artefatos relacionados a autélise. Descricdo: A. Halos perineuronais. HE. 10x. B. Halos ao redor
de oligodendrdcitos. HE. 40x. Comentario: halos perineuronais, perivasculares e perigliais provocados por
autdlise ndo devem ser confundidos com edema.

Figura 44. Artefatos relacionados a autdlise.
Descri¢do: A. Bacilos da putrefacdo dispersos na
neurdpila. HE. 40x. B. Bacilos de putrefacdo
obliterando a luz de um vaso sangiineo. HE. 20x. C.
Vacuolos aleatérios. HE. 4x. Comentario: esses
bacilos sdo do género Clostridium; logo ap6s a
morte do bovino proliferam no trato gastrointestinal,
invadem a corrente circulatoria e colonizam diversos
orgdos, inclusive o encéfalo. Quando essas bactérias
produzem gases, formam-se bolhas e o aspecto
macroscopico dessa alteracdo € chamado queijo
suico. Esse aspecto macroscopico pode ser
observado na Figura 12.
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A autdlise da camada de células granulares do cerebelo é um artefato observado
somente em bovideos e humanos (Summers et al. 1995, Fuller & Burger 1997). Também é
chamada de conglutinagcdo cerebelar ou état glacé e aparece como uma area palida na
camada de células granulares; em maior aumento, percebe-se a dissolu¢do dos neurbnios
granulares, com preservacio das células de Purkinje (Figura 45). E considerado um

fendmeno postmortem que esté relacionado com pH baixo no tecido nervoso em autolise.

A acidez tecidual esta diretamente relacionada a duragdo do processo de morte
(Albrechtsen 1977).

Figura 45. Artefatos relacionados & aut6lise. Cerebelo. Descricdo: A. Aspecto macroscopico. A regido
periférica das folhas cerebelares esta fixada (amarela), ao contrario da porcédo interna que esta parcialmente
fixada (résea-clara). B. Aspecto submacroscépico. Palidez das porcGes profundas das folhas cerebelares. HE.
C. Rarefacdo da camada de células granulares. HE. 10x. D. Dissolucdo das células da camada de células
granulares com preservacdo das células de Purkinje. HE. 40x. Comentario: conglutinacdo cerebelar ja foi
descrita como leséo antemortem significativa.
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4. Neurocitopatologia

A correta descricdo das lesdes observadas no SNC de bovinos exige o
conhecimento de termos especificos usados em neuropatologia. Alteracbes a serem
reconhecidas incluem: cromatolise neuronal, neurénios vermelhos, vacuolizacdo do
pericario associada com doencas de depdsito lisossomal, inclusdes intracitoplasmaticas ou
intranucleares, vacuolos intracitoplasmaticos, esferdides axonais, degeneracdo walleriana,
gliose, astrocitose, astrogliose, astrocitos Alzheimer tipo 2, gemistdcitos, microgliose,
nodulos gliais, satelitose, neuronofagia, células gitter, manguitos perivasculares,
congestdo, vasculite, tumefacdo endotelial, edema, degeneracdo esponjosa ou status
spongiosus. Esses termos serdo discutidos a medida que fotos das lesdes especificas séo
apresentadas.

A seguir serdo ilustradas as lesdes microscopicas ligadas a doengas observadas
durante os 5 anos de vigilancia epidemioldgica para BSE em bovinos no LPV/UFSM. As
lesdes serdo correlacionadas com as doencas do SNC diagnosticadas no Brasil. E
importante salientar que o correto diagndstico de uma doenca em um rebanho, depende
algumas vezes do conjunto de dados epidemioldgicos, dos sinais clinicos, dos achados de
necropsia e da histopatologia, algumas vezes associados com exames complementares
(toxicoldgicos, virologicos, bacteriologicos). A descricdo das doencas que afetam o SNC
de bovinos no Brasil pode ser encontrada em uma revisdo recente sobre o assunto (Barros
et al. 2006a).

4.1 Reacdo dos neurdnios a lesédo

As células do SNC variam em susceptibilidade a lesdo (neurbnios >
oligodendrdcitos > astrécitos > micrdglia > vasos sangiiineos). Os neur6nios sdo mais
sensiveis a lesdo porque tém pequena quantidade de energia e alta taxa metabdlica;
dependem de um fluxo sangiineo intacto para supri-los com oxigénio e nutrientes
(Zachary 2007). As reacdes dos neurdnios a lesdo incluem degeneracdo e morte celular e
reacOes associadas com a reparacdo depois da lesdo. As principais lesdes incluem:
cromatdlise, alteracdo isquémica (neurbnios vermelhos), aumento de volume e

vacuolizacdo do pericario associada com doencas de deposito lisossomal, inclusdes
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intracitoplasmaticas ou intranucleares e vacuolos intracitoplasmaticos. LesGes neuronais
geralmente sdo acompanhadas de outras alteragcdes no parénquima.

Cromatdlise € uma reacdo vista em neurdnios caracterizada por aumento de
volume e arredondamento do citoplasma, deslocamento do nucleo para a periferia e
dispersdo da substancia de Nissl. A cromatdlise pode ser central ou periférica. Cromatélise
central é a forma mais comum e caracteriza-se por dispersao da substancia de Nissl do
centro para a periferia (Figura 46). Essa reacdo € observada em neurbnios secundaria a
lesdo axonal (reacdo retrograda) ou por lesdo direta ao neurénio (como ocorre na raiva e

outras doengas).
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Figura 46. Cromatolise central de neurdnio do ganglio de Gasser. Raiva. Descrigdo: A. Observe o aumento
de volume e arredondamento do citoplasma do neurdnio e a localizacdo da substéncia de Nissl na periferia
do pericario. HE. 20x. B. Lesdo semelhante em maior aumento. HE. 40x. Comentario: cromatolise central
foi observada no ganglio de Gasser em casos de raiva. Foi considerada uma lesdo degenerativa que precede a
morte neuronal. Intoxicacdo por Aspergillus clavatus produz cromatélise dos neurdnios do tronco encefélico,
geralmente associada com vacuolizacao.

Neurénios vermelhos sdo considerados lesdo neuronal aguda e secundaria a
hipdxia aguda do SNC de diversas causas. Sao evidentes em preparacGes histologicas
coradas por H&E, cerca de 12-24 horas apés um insulto hipoxico irreversivel.
Histologicamente neurbnios vermelhos sdo menores, angulares, hipereosinofilicos, e com
cariopicnose (Figura 47). Geralmente neurdnios vermelhos localizam-se no coértex
telencefalico, pois sdo 0s neurdnios mais suscetiveis a anoxia. Como 0s neurdnios no
cortex telencefalico dispdem-se em laminas e como muitas vezes laminas de neurbnios sdo
afetadas, enquanto outras sdo poupadas, esse padrdo é denominado necrose laminar. O
padrdo de necrose laminar algumas vezes pode ajudar na determinacao da etiologia. Por

exemplo, em casos de polioencefalomalacia, a lesdo ocorre em porc¢des profundas do
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cortex telencefalico. Mesmo assim, a epidemiologia e outros achados microscopicos sao
essenciais para a realizacdo do diagndstico. Neur6nios vermelhos estdo associados a
outras alteracGes na neurdpila e incluem hipertrofia do endotélio e edema perivascular e

perineuronal (espongiose).
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Figura 47. Neurdnios vermelhos no cortex telencefalico. Meningoencefalite por herpesvirus bovino-5
(BoHV-5). Descricdo: os neurdnios desta area apresentam o citoplasma angular, hipereosinofilico,
desaparecimento da substancia de Nissl e nicleo picnotico. Observa-se também edema perivascular e
perineuronal (espongiose) e tumefacdo do endotélio vascular. HE. 10x. Comentario: Doencgas de bovinos no
Brasil em que neurbnios vermelhos ocorrem caracteristicamente incluem casos agudos de
polioencefalomalacia por diversas causas como deficiéncia de tiamina, intoxicagdo por enxofre, intoxicagao
por sal, mudangas bruscas na alimentacdo de pasto ruim para excelente e intoxicacdo por chumbo. Sem
divida, a causa mais freqlente dessa alteracdo é meningoencefalite por BoHV-5. As causas de
polioencefalomalacia ainda estdo sendo investigadas no Brasil, pois acredita-se que, na maioria das vezes,
difiram das causas dessa doenga em outros paises.

Vacuolizacdo neuronal associada a depdsitos citoplasmaticos anormais ocorre
devido a alteragdes subcelulares nas organelas neuronais. Em bovinos, as mais comuns
estdo relacionadas ao acumulo de substratos ndo-metabolizados nos lisossomos, as
chamadas doencas de deposito lisossomal que podem ser hereditarias ou adquiridas (Jolly
& Wakley 1997). No Brasil, a forma mais comum em bovinos € a adquirida e ocorre

devido a ingestdo de plantas toxicas (Figura 48).
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Figura 48. Vacuolizagdo neuronal. Intoxicacdo por Solanum fastigiatum. Descri¢do: A. Todos os neurdnios
de Purkinje estdo tumefeitos e com fina vacuolizagdo do pericério e deslocamento do nlcleo para a periferia.
HE. 20x. B. Lesdo semelhante em maior aumento. HE. 40x. Comentario: Solanum fastigiatum é uma planta
toxica encontrada no sul do Brasil e induz neurolipidose em bovinos. A vacuolizacao € confinada as células
de Purkinje. Esfer6ides axonais podem ser observados na camada de células granulares e na substancia
branca do cerebelo (Figura 51). No Brasil, doenca de deposito lisossomal induzida pela ingestdo de outras
plantas toxicas em bovinos incluem as manosidoses causadas por Ipomoea carnea subsp. fistulosa (regido
Nordeste) e Sida carpinifolia (regido Sul) e lipofuscinose causada por Phalaris angusta (regido Sul). Com
excecdo de Solanum fastigiatum, em todas as outras intoxica¢@es, vacuoliza¢do ocorre em outras partes do
encéfalo e em outros 6rgdos. Prosopis juliflora (regido Nordeste) também provoca vacuolizacdo neuronal
em nucleos do tronco encefalico, mas essa planta ndo € causa de doenga de depésito lisossomal.

Inclusdes neuronais na maioria das vezes sao caracteristicas de infecgdes virais, e
podem definir o diagnostico de certas doengas. A mais conhecida das inclusdes virais é o
corpusculo de Negri, caracteristico de casos de raiva; é redondo ou oval, eosinofilico e
intracitoplasmatico com dimens@es variaveis. Inclusdes causadas por herpesvirus sao
intranucleares basofilicas (Figura 49). Inclusdes intracitoplasmaticas eosinofilicas nao-
virais ocorrem como achado incidental (Figura 30) em encéfalos normais e sdo bem

descritos em neurdnios em humanos.
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; Figura 49. Inclusdes neuronais. Descricdo: A.

B ‘ | Corplsculo de inclusdo (CI) intracitoplasmatico

N g eosinofilico com 10 um de didmetro no neurénio do

- cortex telencefalico (corpisculo de Negri) em um

3 bovino com raiva. HE. 40x. H& mais trés pequenos

. ¥ Cl com 1 pm de didmetro ao lado dele. B.

" ‘t‘? & . % Corpusculos de Negri nos neurdnios do ganglio de

« ! Gasser. Observe multiplos CI intracitoplasmaticos

® . eosinofilicos em contraste com a substancia de Nissl

: A : que é basofilica. C. ClI intranuclear basofilico em

S um caso de meningoencefalite por herpesvirus

bovino-5 (BoHV-5). Comentéario: Cl eosinofilico

o intracitoplasmatico e basofilico intranuclear definem

¢ . Clo diagndstico, respectivamente de raiva e
meningoencefalite por BoHV-5.

Vacuolos intracitoplasmaticos associados a doenca s@o caracteristicos das
encefalopatias espongiformes transmissiveis (BSE, scrapie). Esses vacuolos sdo
simétricos e bilaterais e localizam-se em certas regiGes da substancia cinzenta do tronco
encefalico e podem ser encontrados no pericario ou neurdpila. No Gltimo caso, sdo
decorrentes da alteragcdo espongiforme nos processos neuronais (Figura 50). No Brasil, ndo
ha casos registrados de BSE, mas ha 18 casos diagnosticados de scrapie e as fotografias

apresentadas a seguir sdo de casos de scrapie, devido a similaridade das lesGes.
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Figura 50. Vacuolizacdo neuronal em um caso de scrapie. Descri¢do: A. Vacuolizacdo no pericério de dois
neurdnios, que se tornaram balonosos e conservam apenas uma fina margem de citoplasma. HE. 40x. B.
Vacuolizacdo no pericario de neurdnios e na neurdpila (alteracdo espongiforme). HE. 20x. Comentario: a
distribuicdo das vacuolizagcbes na BSE é bastante regular e ocorre principalmente no nucleo do trato
solitario, no trato espinhal do nervo trigémeo, no nucleo vestibular, na formacéo reticular do bulbo, na
substancia cinzenta periaqueductal do mesencéfalo, na area paraventricular do talamo e no septo talamico.
No Brasil, o diagnostico histolégico é confirmado por imunoistoquimica.

Neste estudo, vacuolizagcdo de neurdnios do ganglio de Gasser foi um achado
frequente em casos de raiva (Rech et al. 2006c).
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4.2 Alteracdes nos axonios

O axénio ¢ a extensdo eferente do neurbnio; ndo possui ribossomos e depende do
pericario para o transporte de materiais, que é feito ativamente. Esse transporte ocorre
tanto do pericério para a por¢do terminal do axdnio, quanto no sentido contrario. H& dois
tipos principais de reacfes a injuria observadas nos axonios: esferdides e degeneracdo
walleriana.

Esferdides sdo distensdes axonais focais contendo organelas degeneradas,
caracterizadas microscopicamente por estruturas eosinofilicas, ovais ou circulares que
podem ser observados na periferia de infartos, em doengas com lesdo neuronal como
doencas de deposito lisossomal (Figura 51), na deficiéncia de vitamina E, em areas de
injuria produzidos por parasitas, em locais de compressdo da medula espinhal e com a
idade. Torpedo é uma denominacdo especifica usada para esferdides axonais localizados
na porgao proximal dos axonios das células de Purkinje, na camada de células granulares.
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Figura 51. Esferéides axonais. Intoxicacdo por Solanum fastigiatum (doenca de depoésito lisossomal).
Descricao: A. Observam-se duas estruturas eosinofilicas ovais (esferéides) no parénquima neural. HE. 40x.
B. Observe a presenca de estrutura eosinofilica fusiforme na camada de células granulares, proximo aos
neurdnios de Purkinje. Essa estrutura é denominada torpedo. HE. 20x. Comentario: em casos de intoxicacao
por Solanum fastigiatum, esferdides axonais ocorrem devido a degeneragdo do pericario que prejudica o
transporte de substancias entre o pericario e 0 axonio. Esferoides axonais podem ser observados tanto na
camada de células granulares quanto na substancia branca medular do cerebelo.

Quando um axdnio é interrompido, sua parte distal necrosa e o termo utilizado para
essa alteracdo chama-se degeneracdo walleriana. Em 1850, Augustus Volney Waller
descreveu esse processo em nervos periféricos; o termo degeneracdo walleriana também é
usado para descrever necrose de fibras nervosas no SNC secundaria a lesdo axonal.

Quanto maior o didmetro do axonio, mais rapidamente ocorre degeneragdo walleriana.
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Primeiramente, ocorre degeneragdo e fragmentacdo do ax6nio e da mielina. A mielina
condensa-se e forma elipsoides. Apos, ha remocao dos detritos axonais e da mielina por
macrofagos que formam camaras de digestdo caracterizadas por vacuolos contendo

pequenos macréfagos em seu interior (Figura 52). Ao contrario do sistema nervoso

periférico, no SNC ndo ocorre regeneracdo do axénio.

Figura 52. Degeneracdo walleriana. Compressdo medular por abscesso na vértebra. Descrigédo: A. Seccdo
longitudinal da medula espinhal. A bainha de mielina periaxonal esta distendida e, em alguns casos, contém
axonios tumefeitos. HE. 20x. B. Macréfago em espaco periaxonal. HE. 40x. Comentario: quando
macrofagos invadem a area, formam as chamadas cAmaras de digestéo.

4.3 Reacédo das células gliais a leséo

Conforme mencionado anteriormente, células gliais sdo compostas por macroglia e
microglia. Macroglia sdo os astrécitos e oligodendrécitos. A microglia sdo os macrofagos
residentes no SNC. No passado essas células eram referidas como histiocitos. Ao contrario
de outras celulas da glia, que sdo embriologicamente derivadas do tubo neural, a micréglia
é derivada de células precursoras da medula dssea. Algumas reacdes dentro do SNC
envolvem mais de um tipo celular. Por exemplo, gliose é uma resposta inespecifica das
células gliais a diversas formas de injdria e geralmente envolve astrocitos e micréglia.

Oligodendrécitos podem sofrer tumefacdo, hipertrofia e degeneracdo. Apenas
oligodendrdcitos precursores (localizados nas regifes periventriculares) sofrem
proliferacdo. Quando neurbnios sdo submetidos a injuria, oligodendrécitos satélites
proliferam ao redor do pericario e esse processo é denominado satelitose (Figura 53). A

degeneracdo de oligodendrdcitos interfasciculares causa degeneracéo da bainha de mielina
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e este processo é referido como desmielinizagdo primaria. Em bovinos, essa lesdo

geralmente é associada com deficiéncia de cobre.

-

Figura 53. Reacdo dos oligodendrécitos a lesdo. Descricdo: Satelitose em um caso de raiva. Ao redor do
neurdnio, ha proliferacdo adjacente de oligondendrdcitos satélites. HE. 40x. Comentério: satelitose é uma
das lesBes que caracterizam a inflamag@o no SNC e geralmente observada em infec¢des virais.

A reacdo dos astrocitos a lesdo geralmente é observada como uma resposta de
reparacdo no SNC. Os astrocitos respondem a lesdo por hipertrofia (astrogliose) e
hiperplasia (astrocitose) (Figura 54). Quando astrécitos se tornam reativos, com
citoplasma visivel; sdo chamados gemistdcitos ou astrocitos gemistociticos. Gemistocitos
sdo observados em doencas em que ha alteracdo do fluido intra ou extracelular ou injdria
ao parénquima, onde a reparagdo ocorrera por cicatriz glial (por exemplo, abscesso
intracerebral). Um tipo especifico de reacdo astrocitaria tem sido observada em doencas
hepaticas que produzem hiperamonemia. Essas células sdo denominadas astrocitos
Alzheimer tipo 2 e consistem de altera¢es nucleares caracterizadas por tumefacdo do
nacleo, dispersdo da cromatina e presenca de um ou dois nucléolos proeminentes, esses
astrocitos sdo dispostos em pares ou trios. Astrocitos Alzheimer tipo 2 ndo tém sido
descritos em bovinos, mas séo freqlientes na encefalopatia hepatica de equinos (Pilati &
Barros 2007). Morfologicamente a lesdo de encefalopatia hepéatica encontrada no encéfalo

em bovinos consiste de status spongiosus (Figura 63B).
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Figura 54. Astrocitose e astrogliose. Descricdo: A. Camada molecular do cerebelo. Intoxicacdo por
Solanum fastigiatum. Aumento do nimero e tamanho dos astrocitos na camada molecular e conseqliente
maior densidade de fibras astrocitarias (astrocitose e astrogliose). Imunoistoquimica para proteina fibrilar
glial &cida (GFAP). 20x. B. Cerebelo controle para comparagdo. Imunoistoquimica para GFAP. 20x.
Comentario: intoxicacdo por Solanum fastigiatum induz degeneracdo e necrose das células de Purkinje de
cerebelo. O espaco deixado pelas células de Purkinje € substituido por hipertrofia e hiperplasia dos astrécitos
de Bergmann. Essa lesdo pode ser visualizado na coloragdo de HE como astrocitose na camada molecular do
cerebelo. Nesse exemplo particular, a fibrose astrocitaria é denominada isomorfica pois segue a mesma
disposi¢do das fibras do cerebelo normal (Innes & Saunders 1962).

As respostas da microglia a injaria incluem hipertrofia, hiperplasia, fagocitose de
detritos celulares e mielinicos e neuronofagia. Quando a microglia se torna reativa, ocorre
ocorre focalmente formando nodulos gliais ou microgliose focal, ou difusamente (Figura
55). Neuronofagia é o termo utilizado para denominar o processo de fagocitose de
neurdnios mortos (Figura 56). Neuronofagia juntamente com satelitose, gliose e manguitos
perivasculares mononucleares sdo marcas registradas da inflamacdo nao-supurativa no
SNC, principalmente de infec¢Ges virais neurotropicas.

Uma das fungdes da micrdglia € a fagocitose, ainda que essa funcdo seja reduzida
em alguns tipos de microglia. O tipo de células que exerce a fagocitose no SNC depende
da natureza e extensdo da lesdo. Quando o grau de lesdo é restrito ao nivel celular, a
micréglia € o principal fagocito. Quando ocorre a ruptura da barreira hematoencefalica,
ocorre o influxo de mondcitos do sangue. Esses mondcitos sdo as unicas células capazes
de, ap6s a fagocitose acentuada, assumir o aspecto de macréfagos espumosos (Dickson et
al. 1991), também conhecidos como células gitter (Figura 62). Microglia ndo assume essa

caracteristica por ter menor poder de fagocitose.
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Figura 55. Reacdo da micréglia a lesdo. Raiva.
Descricdo: A. Gliose focal. HE. 40x. B. Microgliose
difusa. Observe o aumento do nimero de células
dispersas difusamente na neurépila. HE. 10x. C.
Arbustos gliais na camada molecular do cerebelo.
HE. 10x. Comentério: esses focos podem estar
infiltrados com outras células inflamatdrias e
astrocitos. As lesdes observadas acima sao
caracteristicas de encefalites causadas por virus. Em
enfermidades de bovinos no Brasil, microgliose
difusa e focal sdo observadas em casos de raiva e
meningoencefalite  por  herpesvirus  bovino-5.
Arbustos gliais € o termo especifico dado a
microgliose observada a camada molecular do
cerebelo.

Figura 56. Neuronofagia. Raiva. Descrigdo: A. Cortex telencefalico. Observe as células da glia ao redor de
um neurdnio necrético. HE. 40x. B. Ganglio de Gasser. Partes de um neurdnio necrotico sao fagocitados por
células da glia. HE. 20x. Apds a fagocitose total, esse espaco € preenchido por células gliais ou células
satélites que formam os chamados nddulos de Babes. Comentario: essas figuras ilustram a fase inicial (A) e
final (B) de neuronofagia. Neuronofagia também é uma leséo caracteristica de outros tipos de inflamacgéo no
SNC. E fregilentemente vista em casos de meningoencefalite por herpesvirus bovino-5.
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4.4 Reacgdo das meninges a leséao

As meninges estdo em intimo contato com o SNC e alguma lesdo que ocorra nas
meninges, principalmente leptomeninges invade o SNC e vice-versa. A mais comum das
lesbes € a leptomeningite (Figura 57) e as células inflamatorias localizam-se
primariamente no espaco subaracndide. Freqguentemente em casos de meningite, 0S
agentes infecciosos (principalmente as bactérias) invadem as meninges por via
hematogena. Quando o infiltrado inflamatorio invade tanto as meninges quanto o SNC, a
lesdo é referida como meningoencefalite. Alguns tumores podem invadir diretamente o
SNC através da bainha dos nervos cranianos, e atingir os espagos subpiais e perivasculares
de Virchow-Robin, pois esses séo extensdes dos espacos perineurais (Figura 60).

Figura 57. Leptomeningite. Descricdo: A. Cortex telencefélico. Exsudato purulento nas leptomeninges. HE.
20x. B. Tronco encefalico. Exsudato histiolinfoplasmocitario expandindo as leptomeninges. HE. 10x.
Comentario: em enfermidades de bovinos do Brasil, leptomeningites ocorrem freqiientemente em bezerros
jovens, secundarias a onfaloflebites, sdo predominantemente causadas por bactérias (Escherichia coli,
Arcanobacterium pyogenes e Streptococcus spp.) e cursam com exsudato purulento. A excecdo é tuberculose
e intoxicacdo por Vicia spp. que produz exsudato granulomatoso e listeriose que produz infiltrado
mononuclear. Meningoencefalite ndo-supurativa é um achado caracteristico das infecg@es virais como raiva,
meningoencefalite por herpesvirus bovino-5 e febre catarral maligna.

4.5 Reacdo dos vasos a lesédo

Os vasos do SNC realizam a manutencdo do barreira hematoencefalica. Lesdo nos
vasos e espacos perivasculares, também denominada espaco de Virchow-Robin é uma das
alteracbes mais freqlientes em resposta a injaria no SNC. Vérias etiologias,
independentemente da porta de entrada (hematdgena, neurdgena) induzem lesdo nos

vasos, seja por infiltracdo de células ao redor dos vasos (manguitos perivasculares),
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inflamacdo da parede (vasculite), obstrucdo, invasdo direta, ou infeccdo das células
endoteliais. Lesbes recentes ou focais sdo frequentemente  perceptiveis
microscopicamente, pois 0S vasos sd0 mais proeminentes que as areas nao afetadas. As
principais reacdes associadas aos vasos incluem: congestdo, hemorragia (Figura 58),
tumefacdo endotelial, vasculite (Figura 59), manguitos perivasculares (Figura 60) e

trombose.
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Figura 58. Congestdo vascular e hemorragia. Descricdo: A. Cortex telencefalico. Raiva. Congestéo vascular
dos vasos das leptomeninges e do tecido nervoso. HE. 4x. B. Maior aumento de A. Observe que os capilares
estdo mais proeminentes. HE. 20x. C. Cortex telencefalico. Babesiose. Congestdo difusa dos capilares e
edema perivascular e perineuronal. Em alguns eritrdcitos é possivel observar microrganismos basofilicos que
correspondem as formas de B. bovis. HE. 100x. C. Cédrtex telencefélico. Intoxicacdo por Solanum
fastigiatum. Hemorragia nas leptomeninges. Comentario: congestdo vascular € uma alteracdo inespecifica
que ocorre no SNC geralmente em resposta a agentes infecciosos, mas pode ser Gtil em casos de babesiose
cerebral, quando ndo é possivel a observacdo macroscopica do encéfalo (Figura 2B). A anélise criteriosa dos
eritrocitos numa proporcao histolégica adequadamente delgada (5 um) e corada pode revelar a presenca do
microrganismo em sec¢Bes coradas por HE. Apesar da cor vermelho-cereja na substancia cinzenta do
encéfalo ser lesdo caracteristica de babesiose cerebral, o esfregaco do cortex telencefalico corado com
panético rapido evidencia numerosos capilares parasitados por Babesia bovis. Hemorragias no SNC
geralmente sdo de origem traumatica, mas podem ser decorrentes de acentuada lesdo vascular, como em
casos de meningoencefalite por herpesvirus bovino-5.
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Figura 59. Tumefacdo endotelial e vasculite. Descri¢do: A. Talamo. Raiva. Tumefagdo das células
endoteliais e manguito perivascular constituido de linfécitos, plasmocitos e macréfagos. HE. 100x. B.
Cerebelo. Febre catarral maligna (FCM). O infiltrado inflamatdrio mononuclear infiltra a parede dos vasos
da meninge. H& necrose fibrindide da parede do vaso. HE. 20x . Comentério: vasculite no SNC em casos de
FCM é melhor visualizada em artérias de pequeno e médio calibre. O melhor lugar para se observar
vasculite em casos de FCM & na rete mirabile carotidea.
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linfoplasmocitario composto por 2-4 camadas de
células. HE. 10x. B. Mesencéfalo. Carcinoma de
células escamosas. Manguito perivascular composto
por células epiteliais neoplédsicas que comprime a
luz do vaso. HE. 20x. C. Mesencéfalo. Intoxicacdo
por Vicia spp. Espesso manguito perivascular
formado de linfdcitos, plasmaécitos, macréfagos
epitelidides e eosindfilos. HE. 20x (Rech et al.
2004). Comentario: manguitos perivasculares
geralmente  sdo  compostos  por infiltrado
inflamatério, mas podem ser formados por células
neoplésicas. Neste caso, as células tumorais sdo
originérias de carcinoma do olho com extenséo ao
longo da bainha de nervos (Barros et al. 2006c).
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4.6 Células mesodérmicas no SNC

Além das lesdes causadas por alteracdes nas estruturas que pertencem ao SNC,
células de origem mesodérmica (por ex., manguitos perivasculares mononucleares,
granulomas, microabscessos, neutréfilos na neurdpila e parénquima neural, células gitter),
e células tumorais em neoplasmas metastaticos podem invadir o SNC. Algumas dessas
lesbes sdo caracteristicas de doencas distintas quando apresentam distribuicdo especifica
(por ex., microabscessos em casos de listeriose); outras ocorrem em diversas doencas e
resultam da formacdo de extensas lesdes no SNC com ruptura da barreira
hematoencefalica (por ex., células gitter).

Microabscessos caracterizam-se por acumulo focal de neutréfilos viaveis e
degenerados na neurdpila ou parénquima neural, algumas vezes com bactérias
intralesionais. Infiltracdo difusa de neutréfilos no parénquima neural e neurdpila também

pode ser observada (Figura 61).

Figura 61. Neutréfilos no sistema nervoso central
(SNC). Descricéo: A. Abscesso focal caracterizado
por neutrdéfilos vidveis e degenerados e colecdes de
bactérias intralesionais nas margens do abscesso.
HE. 10x. B. Ponte. Listeriose. Microabscesso na
neurdpila. HE. 40x. C. Coértex telencefalico.
Meningoencefalite por herpesvirus  bovino-5
(BoHV-5). Difuso infiltrado inflamatério composto
por neutréfilos na neurdpila. HE. 10x. Comentario:
abscessos no SNC tém origem bacteriana e no Brasil
sdo associados ao uso da tabuleta para desmame
interrompido.  Microabscessos associados com
infiltrado inflamatdrio perivascular mononuclear
localizados no tronco encefalico sdo achados
microscopicos caracteristicos de listeriose. Infiltrado
difuso de neutréfilos € comum em casos de
meningoencefalite por BoHV-5 e freqiientemente
essa lesdo precede a malacia.
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Quando h& necrose do tecido nervoso, mondcitos provenientes da corrente

circulatoria, migram para o0 SNC e fagocitam os detritos celulares e transformam-se em

macrofagos carregados de lipidios; devido a aparéncia do citoplasma, sdo denominados

macrofagos espumosos ou células gitter (do alemao, aspecto reticulado). Apos realizar a

fagocitose dos detritos celulares, os macréfagos espumosos sdo drenados do tecido

nervoso através dos vasos sangliineos e a area afetada, na maioria das vezes, torna-se

cistica e caracterizada microscopicamente pela auséncia do tecido nervoso normal e a

presenca de vasos sangliineos remanescentes e células gitter frouxamente arranjados

(Figura 62). Fibrose s6 ocorre se a leséo for localizada préxima as meninges.
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4.7 Edema no SNC

Figura 62. Células gitter. Descricdo: A. Malacia.
Intoxicacdo por Ramaria flavo-brunnescens (Barros
et al. 2006b). Observe o tecido necrético do lado
esquerdo da figura e numerosas células gitter do
lado direito. HE. 20x. B. Numerosas células gitter
estdo ao redor de um grande vaso. HE. 20x. C.
Lesdo residual. O tecido necrético foi removido
pelas células gitter com permanéncia de poucas
células gitter e vasos. HE. 20x. Comentario: Apesar
de malacia ser um termo macroscOpico para
descrever amolecimento do parénquima do sistema
nervoso central, o termo é empregado quando ha
necrose do componente neuroectodérmico com
manutencdo do componente vascular e infiltragdo de
mondcitos que se transformam em células gitter. Em
qualquer outro tecido, esse mesmo tipo de célula é
referido como macréfago espumoso.

O parénquima do SNC nédo possui vasos linfaticos e o espaco intersticial entre as

células € muito menor que em tecidos extraneurais. Quando ocorre a formacao de edema,



Neurocitopatologia 141

h&d acumulo de liquidos dentro das células primeiramente, e ap0s, para 0 espaco
intersticial. Edema cerebral ocorre de certa forma em todas as situagdes patoldgicas
(lesbes degenerativas, inflamatdrias, traumaticas ou neoplasmas). Ha 4 tipos de edema no
SNC. Edema vasogénico € o tipo mais comum e ocorre em conseqliéncia de lesdo vascular
e se caracteriza por acumulo extracelular de fluido (Figura 63A). Edema citotoxico €
caracterizado por acimulo de fluido intracelular em neurénios, astrcitos e celulas
endoteliais. Edema intersticial ou hidrostatico é causado por elevada pressdo ventricular
(hidrocefalia) com acumulo extracelular de fluido na substancia branca perivascular.
Edema hiposmatico ocorre por desequilibrio osmético e o fluido se acumula no espaco
intra e extracelular.

Status spongiosus ou degeneracdo esponjosa € um termo usado para descrever
alteracdo microvacuolar geralmente na substancia branca semelhante a uma peneira no
tecido neural que pode ser detectavel através da microscopia Optica. As bases anatdmicas
podem ser tumefacdo das bainhas de mielina, do citoplasma dos astrécitos ou
oligodendrocitos (Figura 63B) e a diferenciacdo s6 pode ser realizada através de
microscopia eletrbnica. A degeneracdo esponjosa pode ser primaria ou secundaria.
Quando é primaria o agente atua diretamente no SNC; quando é secundaria o agente atua

sobre um outro 6rgéo.
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Figura 63. Edema. Descricdo: A. Cortex telencefélico. Babesiose cerebral. Edema perivascular. HE. 100x.
B. Degeneracdo esponjosa na interface da coroa radiada com o cortex telencefalico. Intoxicacdo por Senecio
brasiliensis. Vacuolos ovais ou alongados de 5-40 um em diametro, com ocasional coalescéncia, na interface
do parénquima neural da corona radiada e neurdpila do cértex telencefélico. HE. 10x. Comentério: Em
enfermidades de bovinos no Brasil, degeneracdo esponjosa priméaria ocorre em casos de intoxicacdo por
Ateleia glazioviana (regido Sul) e intoxicacdo por Tetrapterys spp. (regido Centro-Oeste). Degeneracdo
esponjosa secundaria ocorre em decorréncia de lesdes hepaticas cronicas como intoxicagdo por Senecio spp.
(regido Sul).
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Introduction

With the growing importance of surveillance for BSE (bovine spongiform
encephalopathy), pursuing and accurately diagnosing CNS (central nervous
system) disease in cattle has increased substantially. In Brazil, there are many
plants that will induce CNS disease in cattle, including those plants causing
lysosomal storage disease (Ipomoea carnea sub. fistulosa, Phalaris angusta,
Sida carpinifolia and Solanum fastigiatum var. fastigiatum), primary neuronal
degeneration (Ipomoea asarifolia, Prosopis juliflora) and plants causing spongy
degeneration of the CNS white matter (Ateleia glazioviana, Tetrapterys spp. and
Senecio spp.). In addition, recently Marsdenia sp. was described causing CNS
disease in cattle but no morphological changes could be associated with the
disease.

Ipomoea carnea sub. fistulosa

Poisoning by Ipomoea fistulosa (Convolvulaceae) causes lysosomal storage
of glycoprotein-derived oligosaccharides (mannosidosis) due to swainsonine
inhibition of o-mannosidase in neurons and visceral cells of cattle, sheep and
goats from the Amazon, Pantanal and Northeast regions of the country. Cattle
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need to consume large amounts of the plant for several weeks to develop the
disease which runs a protracted course. Clinical signs are nonspecific and
include lethargy, slow movements and rough hair coat (Tokarnia et al. 1960).
No gross lesions are found; microscopically there is cytoplasmic vacuolation of
neurons (mainly Purkinje cells) and several other cells, (€.g. tubular epithelium,
hepatocytes and thyroid cells). Toxic substances in Ipomoea fistulosa include
the indolizidine alkaloid swainsonine, 2-epi-lentiginosine, calystegines and N-
metyl-trans-4-hydroxi-1-proline (Haraguchi et al. 2003).

Phalaris angusta

Phalaris spp. (Gramineae) poisoning in ruminants occurs in three forms: a
“sudden death” syndrome; acute Phalaris poisoning associated with transient
nervous signs; and a chronic form referred to as Phalaris staggers, characterized
by gradual development of neurological signs and characteristic lesions in the
CNS. Outbreaks of Phalaris staggers, a neuronal lipofuscinosis, have been
described in cattle in Southern Brazil associated with the consumption of P.
angusta (Gava et al. 1999). Morbidity and mortality rates are 5% and 50%
respectively. Cattle poisoned by P. angusta present constant movement of the
ears, apprehension, hypersensitivity to external stimuli such as touch and noise,
spasticity, convulsive seizures and lateral recumbency with paddling (Gava et al.
1999). In the chronic form there are diffuse brown-green bilateral symmetrical
areas of discoloration of the thalamus, brain stem and cerebellar gray matter.
Microscopically pigmented neurons, usually involving specific nuclei, are
evident. The pigment is loosely dispersed in the perykarion as golden or dark
brown pigment granules of lipofuscin (Sousa and Irigoyen 1999) which are
strongly positive using the PAS stain but negative for hemosiderin (Prussian
blue stain). Tryptamine and B-carboline are active principles extracted from
Phalaris spp. but the toxic principle and pathogenesis remain to be fully
clarified. While the observation of the pigment in neurons is diagnostically
useful in suspected cases of toxicity, especially in young animals, the
accumulation of lipofuscin seems insufficient to explain the clinical signs and
mortality. Some have proposed that central nervous system signs result from
serotonergic effects of toxins on upper motor neurons. The principal differential
diagnoses for neuronal pigmentation include old age lipofuscinosis and
poisoning by other plants such as Trachyandra laxa and T. divaricata, which is
not reported in Brazil.

Sida carpinifolia

The consumption of S. carpinifolia (Malvaceae) induces a chronic
degenerative disease in goats (Driemeier et al. 2000), horses (Loretti et al.
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2003), sheep (Seitz et al. 2005) and cattle (Gava 2003, personal communication)
in Southern Brazil. The plant is palatable to livestock but morbidity and
mortality rates are low; the toxic principle of S. carpinifolia (swainsonine)
inhibits the degradation of oligosaccharides. Cattle seem less susceptible than
goats, but there was one as yet unpublished outbreak where five out of twenty
cattle were affected. Clinical signs include tremors and ataxia which deteriorate
if the animal is disturbed. There are no gross changes. Microscopically there is
fine vacuolation of the cytoplasm of neurons of the CNS and peripheral ganglia
and of several other cells of other organs. These lesions are reversible if the
ingestion of the plant is discontinued. Neuronal lesions caused by the ingestion
of S. carpinifolia were observed as incidental lesions in two cows that died of
rabies (Driemeier 2003, personal communication).

Solanum fastigiatum var. fastigiatum

The ingestion of large amounts of Solanum fastigiatum (Solanaceae) for
long periods causes a neurological disease in cattle of Southern Brazil
characterized by transient convulsive seizures with low to moderate morbidity
(1%-20%) and very low mortality (Riet-Correa et al. 1983). The consumption of
the plant occurs mostly due to dearth of forage and cattle of all breeds and both
sexes over one year of age can be affected. Clinical signs are those of cerebellar
ataxia and include transient seizures with loss of balance, hypermetria,
nystagmus, opisthonous and falling. The frequency of crises is variable but they
usually occur when cattle are disturbed. The disease is chronic and the clinical
signs may persist for several years after cattle are withdraw from infested
pastures. Death is rare but may result from acquired trauma or drowning during
the seizures. There are no specific lesions at necropsy but those related to trauma
can be found. Histologically there is fine vacuolation of the cytoplasm of the
Purkinje cells with progressive loss of these cells and depopulation of Purkinje
layer and reactive Bergman glia proliferation; spheroids are found within the
granule cell layer and in the white matter of the cerebellum (Riet-Correa et al.
1983; Barros et al. 1987). In severely affected cows there is thinning of the
molecular layer of the cerebellum (unpublished observations). The vacuolation
of the cytoplasm of the Purkinje cell neurons decreases if the ingestion of plant
is discontinued (Zambrano et al. 1985). The active principle is unknown but
ultrastructural (Barros et al. 1987) and lectin histochemical studies (Paulovich et
al. 2002) indicate that S. fastigiatum induces glycolipid lysosomal deposits in
the cytoplasm of Purkinje cells. The reason that the lesions are restricted to
Purkinje neurons is unclear.



4 Rech et al.

Ipomoea asarifolia

Ipomoea asarifolia (Convolvulaceae) is a tremorgenic plant with an
unknown active principle. The intoxication occurs in the Northeast (Ddbereiner
et al. 1960) and affects mainly young sheep, but goats and cattle are also
affected (Medeiros et al. 2003). Ingestion occurs during the dry season due to
lack of more suitable forage. Clinical signs include muscle tremors, hypermetria
and hypersensitivity to noise. When the bovine is left alone the clinical signs
subside but a wide base stance is maintained. If the ingestion of the plant is
discontinued, clinical signs gradually abate. Histologically there are
degeneration and loss of Purkinje cells, axonal spheroids in the granular layer
and foci of demyelination in the white matter of the cerebellum.

Prosopis juliflora

The intoxication by the pods of Prosopis juliflora is a chronic neurological
disease frequent in cattle in the semi-arid region of Northeastern Brazil and is
characterized by atrophy of the masseter muscle, protusion and involuntary
movements of the tongue, decreased tonus of mandibular muscles, head tilt
during rumination, abundant drooling, yawning, dysphagia and continuing
mastigatory movements (Tabosa et al. 2000a). The pods are used as feed for
cattle in the dry season and when ingested for long periods cause degeneration
of neurons of motor (trigeminal) nuclei in the brainstem which result in atrophy
and paralysis of masticatory muscles leading to starvation due to difficulty in
apprehension and maintenance of food in the mouth. Piperidinic alkaloids were
isolated from the plant (Tabosa et al. 2000b) but their role in the intoxication is
uncertain. Necropsy findings include changes related to starvation and atrophy
of masticatory muscles. Microscopically there is chromatolysis and fine
perikaryal vacuolation in neurons of the trigeminal motor nuclei with eventual
loss of these cells. Ultrastructurally the neuronal lesion consists of mitochondrial
swelling with disorientation and fragmentation of mitochondrial cristae.

Ateleia glazioviana, Tetrapterys spp. and Senecio spp.

These plants induce a condition in cattle which was referred to as
spongiform myelinopathies (Van der Lugt 2002) “in which the dominant
pathological feature is vacuolation of myelin in the absence of a significant
degree of myelin breakdown or phagocytosis.” All of the plants listed are causes
of prominent vacuolation in the white matter of the CNS by splitting of myelin
lamellae (Raffi et al. 2005), a condition known as spongy degeneration. Spongy
degeneration associated with Ateleia glazioviana and Tetrapterys spp. is caused
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by the primary action of an unknown toxic principle(s) in the CNS (Tokarnia et
al. 2000; Gava and Barros 2001) whereas the same lesion found in Senecio spp.
affected cattle is secondary to liver failure due to cirrhosis (hepatic
encephalopathy). Senecio spp. and Ateleia glazioviana are important causes of
death in cattle in Southern Brazil, and Tetrapterys spp. affects cattle in the
Southeastern region.

The ingestion of the roots of Marsdenia sp. was recently described as
causing neurological disease in cattle from Northeastern Brazil (Riet-Correa et
al. 2004). Within a few hours after ingestion, cattle were recumbent. Clinical
signs included muscular tremors, muscle fasciculations, hyperesthesia, marked
salivation, continuous masticatory movements, opisthotonus, clonic convulsions,
and dyspnea. No gross or microscopic lesions were found and the toxic active
principle in the plant is unknown.
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Protocolo de imunoistoquimica para raiva

A imunoistoquimica para raiva foi realizada usando o kit universal de fosfatase
alcalina DAKO® LSAB2 (DAKO cat# K0674). Os resultados estdo ilustrados na Figura 1.

Os seguintes passos foram usados no procedimento:

1. Rotular as laminas com lapis
2. Colocar as laminas na estufa a 60°C por 30 minutos (ou na estufa a 80°C por 10
minutos).
3. Desparafinar as sec6es por meio de 2 mudancas no xilol por 5 minutos cada e reidrata-
las passando por &lcoois em graduacGes decrescentes (i.€, absoluto, 95% e 70%) por trés
minutos cada um e depois em agua destilada.
4. Recuperacéo antigénica (RA)

a. Pré-aquecer a panela de vapor (steamer)

b. Ferver no microondas a solucao de recuperacédo antigénica [Biogenex AR Citra
Concentrated (10X), Cat # HK086-9K] sem as laminas

c. Colocar o recipiente com a solucdo de RA na panela de vapor, colocar as
l&minas dentro da solucdo de RA, fechar a panela de vapor e deixar por 15 minutos.

d. Lavar as laminas algumas vezes em &gua destilada em temperatura ambiente.
5. Lavar em solucéo salina Tris-salina-tween 20 (TST) 2 vezes por 3 minutos cada e
circular os cortes com caneta hidrofébica.
6. Bloqueio

a. Preparar uma solucdo de caseina 1X (Power block - BioGenex universal
blocking reagent 10X cat#HK085-5K) com &gua destilada.

b. Colocar as l&minas em camara Umida com a solucdo de blogueio por 10
minutos em temperatura ambiente.

c. Lavar em PBS duas vezes por 5 minutos cada.
7. Aplicar o anticorpo primario (policlonal de raiva produzido em cabras marcado com
FITC — anticorpo conjugado de isotiocianato de fluoresceina - [Chemicon #5199] na

diluicdo 1:500 em TST e incubar por 60 minutos em temperatura ambiente.

* DAKO, www.dako.com
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8. Lavar em TST duas vezes por 3 minutos cada (agitar bem a cada vez).

9. Aplicar o anticorpo secundario (monoclonal anti-FITC SIGMA F5636) na diluicdo de
1:5000 em PBS e incubar por 60 minutos em temperatura ambiente.

10. Lavar em TST duas vezes por 3 minutos cada vez.

11. Aplicar o anticorpo biotinilado de ligacdo (anti-camundongo e anti-coelho do kit
LSAB2) e incubar por 15 minutos.

12. Lavar em TST duas vezes por 3 minutos cada vez.

13. Aplicar o conjugado fosfatase alcalina estreptavidina do kit LSAB2 e incubar por 15
minutos em temperatura ambiente.

14. Lavar em TST duas vezes por 3 minutos cada vez.

15. Aplicar o reagente cromogeno fast red (diluir 1 tablete em 2 ml de solug¢do tamponada
—0,1M Tris pH 8,3) e incubar por 20 minutos em temperatura ambiente.

16. Lavar em agua destilada duas vezes por trés minutos.

17. Contracorar com hematoxilina de Meyer (Biomeda cat#M10) por 6 minutos.

18. Lavar em agua corrente por 1 minuto.

19. Colocar as ldaminas em solucao tampéo (2ml Tris tamponado 2,0M, pH 7,5 em 198ml
de agua destilada) por 10 segundos.

20. Enxaguar em agua destilada por 1 minuto.

21. Montar a ldmina usando meio de montagem aquoso (Faramount: DAKO cat# S3025).

Formula para 4 litros de Tris-salina-tween 20 (TST)
- 200 ml 2M Tris, pH 7,5

- 80 ml 5M NacCl

- 8 ml MgCl; 51%

-2 ml Tween 20

Formula para o reagente cromogeno fast red (Dako # K0699)

Dissolver um tablete do substrato fast red (estocado a -20°C ) levado a temperatura
ambiente antes de abrir (30 minutos) em 2 ml de solugdo tamponada (utilizar a solugéo
fornecida pelo fabricante ou 2 ml de solugdo tamponada — 0,1M Tris pH 8,2). Filtrar a

solucdo com o tablete dissolvido através de um filtro (seringa Millipore).
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Figura 01 - Imunomarcagdo para raiva bovina. A. Cortex telencefélico. B. Hipocampo. C.
Cerebelo. D. Ganglio de Gasser. Pericario dos neurbnios e seus processos fortemente positivos
para o antigeno da raiva. IHQ, LSAB2 — fosfatase alcalina, contracoloracdo pela hematoxilina

de Meyer.
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Introducio

A raiva ¢ uma encefalite viral aguda, progressiva, causada por um virus RNA
neurotropico da familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus. Os principais
reservatérios mamiferos incluem carnivoros e quirépteros. Descrevem-se 5
surtos e 2 casos isolados de raiva em bovinos, dois em ovinos e um em eqiiino
diagnosticados entre 2002 ¢ 2005 no LPV-UFSM.

Relato dos casos

Quatro surtos ocorreram no Rio Grande do Sul (RS) e um no Parana. Os dois
casos isolados ocorreram nos municipios de Sdo Pedro do Sul e Sdo Pedro do
Butia, RS. Os dados constam no Quadro 1. A maioria das propriedades
localizava-se proxima a encostas de morros (Fig.1). A taxa de mortalidade em
bovinos e em ovinos foi, respectivamente, de 4% (0,7 a 12,8%) e 14,8%. A
maioria dos casos (68%) ocorreu na primavera e verdo. Os bovinos afetados
tinham idade média de 5 anos (3 meses a 15 anos) e a evolugio clinica foi de 2-8
dias. Os ovinos tinham, respectivamente, 2,5 ¢ 3 meses de idade. Os sinais
clinicos foram: decubito (14/23) (Fig.2a), incoordenagdo motora (11/23), febre
que variou de 41°a 43°C (7/23), sialorréia (6/23) (Fig.2b), agressividade (5/23),
pisto (4/23), hip bilidade (4/23), anorexia (3/23), taquicardia
(3/23), andar em circulos (2/23), fraqueza (2/23) (Fig.2c), quedas constantes
(2/23), tremores musculares (2/23), olhar alerta (2/23), dificuldade de apreensao
dos allmentos (1/23), cegueira (1/23), convulsoes respiragao ofegante (1/23),
de pedal (1/23),p ia flacida da cauda (1/23) e conjuntiva
hiperémica (1/23). Em 3 animais, o histérico clinico ndo foi informado.
Mamoscoplcameme em 15 bovinos (62,5%), foi observada hiperemia da
leptomeninge do encéfalo (Fig.3a). Em todos os encéfalos de bovinos foi
observada falite ndo supurativa (MENS) multifocal leve a
acentuada (Fig.3b). Em 20/24 bovinos (83,3% dos casos) e nos dois ovinos
examinados foram observados corpusculos de Negri (CN) (Fig.3c). Ganglionite
nio supurativa (Fig.4a) com graus varidveis de necrose neuronal e neuronofagia
(Fig.4b) associada a CN (Fig.4c) foi observada em 19/21 ganglios de Gasser de
bovinos (90,5% dos casos) e dos 2 ovinos (100%). Fragmentos de encéfalo de 19
bovinos foram r idos ao teste de i ia direta (IFD) e 16 deles
' tforain positivos (61,5%); os que tiveram resultado negativo na IFD (26,6%) e
aqueles que ndo foram remetidos a IFD foram confirmados histologicamente
pela MENS associadaa CN no encéfalo e ganglio de Gasser.

Discussao

Apesar de ndo terem sido observadas mordidas de morcegos nos animais
afetados, é provaivel que em todos os casos a transmissdo tenha ocorrido por

(D dus rotundus), devido ao relato de proprietarios
da presen(;a de furnas com morcegos nos terrenos acidentados proximos as
propriedades acometidas. Achados pouco relatados por outros autores e
observados consistentemente neste estudo foram a hiperemia das leptomeninges
¢ a ganglionite ndo supurativa associada a CN, que pode otimizar o diagnostico
histopatolégico, principalmente quando ha MENS sem a presenga de CN e
quando a IFD ¢ negativa. A idade e os sinais clinicos de bovinos afetados por
raiva sdo muito varidveis, por isso a raiva deve ser sempre considerada no
diagnoéstico diferencial das doengas do sistema nervoso central de bovinos no
Brasil.

Quadro 1. Dadns‘ epidemiolégicos dos casos de raiva em bovinos. . )

Surto Municipio/Estado - Total de Bovinos Bovinos
bovinos afetados  examinados
Surto 1 Garruchos (RS) 750 28
Surto 2 Itaara (RS) 179 27 6
Surto 3 Julio de Castilhos e 1150 8 3
Val de Serra (RS)
Surto 4 Sao Jodo do Polénise, 258 4 33 7
Silveira Martins e Faxinal
do Soturno (RS)
Surto 5 Coronel Vivida (PR) 426 20 4
Caso isolado 1 Sao Pedro do Sul (RS) 8 1 1
Caso isolado 2 Sdo Pedro do Butia (RS 16 1 1
Total 2787 118 24

Fig. 2. Sinais clinicos. A. Bovino em decubito na fase final da doenqa As marcas no chio foram causadas por movimentos de p

Bovino coma cabega e 0 pescogo ap

no chaod

éfalo. A. Achado

Fig. 3. Lesdes no
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e.-'s

'b( 3'

mangulto penvascular constituido por linfocitos e

ilina-cosina. C. Achado histologico. Corpiiscul

em neurdnios de Purkinje. Os corpiisculos de Negn foram mais freqiientes nos neur6nios de Purkinje e nos grandes neurénios do tronco encefalico. Hematoxilina-eosina.

Observam-se células l"lmcmglla

restos,

) T

A

ilina-eosina. C. Corpuisculo de Negri com 15 pm de diametro. Hematoxilina-cosina.
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Fig. 4. Achados hlstglég_gos no gﬁnghu de Gasser. A. Gangllomte difusa acentuada (lesao de van Gehuchten e Nelis). Hematoxilina-eosina. B. Neuronofagia.

B. Achado histologico. Encefalite ndo supurativa qanctéxizada por
de inclusao intracitoplasmaticos eosinofilicos
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5 RESULTADOS DO PROGRAMA DXSNC

Durante 5 anos (2001-2005) foram examinados 3.338 encéfalos de bovinos. A
distribuicdo por ano, a porcentagem de encéfalos sem alteracBes e com lesdes, e o
namero de bovinos examinados em cada categoria da amostra sdo apresentadas nas

Figuras 11, 12 e 13, respectivamente.

2500+ 2182

20004

1500+

10004
352 311 373

500+ 120

2001 2002 2003 2004 2005

Figura 11. NUmero de encéfalos de bovinos examinados de 2001-2005 durante o
programa de vigilancia das encefalopatias espongiformes transmissiveis, no Laboratorio
de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria.

8%

92% @ Com alteragGes
B Sem alteragdes

Figura 12. Porcentagem de encéfalos com e sem alteracGes histologicas examinados
entre 2001-2005, durante o programa de vigilancia das encefalopatias espongiformes
transmissiveis, no Laboratorio de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de
Santa Maria.
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Cat. 1 Cat. 2 Cat. 3 Cat. 4 Cat. 5 Cat. 6

Figura 13. Numero de encéfalos de bovinos examinados em cada categoria da amostra
(em azul) e de encéfalos com lesbes (em cor vinho), entre 2001-2005 durante o
programa de vigilancia das encefalopatias espongiformes transmissiveis no Laboratdrio
de Patologia da Universidade Federal de Santa Maria.

As alteracBes associadas a doencas deste periodo foram divididas em 5
categorias, como pode ser observado na Figura 14. As doencas diagnosticadas e as

respectivas frequéncias estdo descritas nas Tabelas 1 e 2.

0.7%

10.0% 1.4%

O Inflamatorias B Neoplasicas [ Circulatérias [ Degenerativas B Congénitas

Figura 14. Categoria de lesdes encontradas em 279 encéfalos de bovinos com alteracdes
histologicas examinados entre 2001-2005, durante o programa de vigilancia das
encefalopatias espongiformes transmissiveis no Laboratério de Patologia da
Universidade Federal de Santa Maria.
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Tabela 1. Diagndsticos realizados em 279 encéfalos de bovinos examinados entre 2001-
2005, durante o programa de vigilancia das encefalopatias espongiformes
transmissiveis, no Laboratorio de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de
Santa Maria.

Diagnostico Numero de %
bovinos
Abscessos cerebrais 10 3,6
Babesiose cerebral 19 6,8
Cetose (por outros métodos) 1 0,3
Compressao medular 1 0,3
Encefalomalacia focal simétrica 6 2,1
Encefalopatia hepatica 70 26,0
Febre catarral maligna 13 4,6
Hemorragias traumaticas 9 3,2
Hidranencefalia 1 0,3
Hipoplasia cerebelar 1 0,3
Intoxicacgdo por Ateleia glazioviana 3 1,0
Intoxicacéo por Claviceps paspali 1 0,3
Intoxicagdo por Solanum fastigiatum 22 7,8
Intoxicacdo por Vicia spp. 7 2,5
Listeriose 3 1,0
Meningite bacteriana 1 0,3
Meningoencefalite ndo-purulenta inespecifica 38 13,6
Meningoencefalite por herpesvirus bovino 26 9,3
Meningoencefalite purulenta inespecifica 4 14
Neoplasias 4 1,4
Polioencefalomalacia 11 39
Raiva 27 9,7
Tétano (por outros métodos) 1 0,3
Total 279 100%

Tabela 2. Diagndsticos por categoria da amostra realizados em 3.338 encéfalos de
bovinos examinados entre 2001-2005, durante o programa de vigilancia das
encefalopatias espongiformes transmissiveis, no Laboratorio de Patologia Veterinaria da
Universidade Federal de Santa Maria.

Diagnostico NUmero de bovinos

Categoria 1 326
Abscessos cerebrais

Babesiose cerebral

Encefalopatia hepatica

Hemorragias traumaticas

Intoxicacdo por Solanum fastigiatum
Listeriose

Meningoencefalite ndo-purulenta inespecifica
Meningoencefalite por herpesvirus
Meningoencefalite purulenta inespecifica
Polioencefalomalacia

Raiva

Sem alteragdes histopatoldgicas
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Tabela 2. Continuagéo

Diagnostico Numero de bovinos
Categoria 2 308
Abscessos cerebrais 7
Babesiose cerebral 18
Cetose (por outros métodos) 1
Compressao medular 1
Encefalite ndo-purulenta inespecifica 1
Encefalomalacia focal simétrica 6
Encefalopatia hepatica 57
Febre catarral maligna 13
Hemorragia traumatica 2
Hidranencefalia 1
Hipoplasia cerebelar 1
Intoxicacdo por Ateleia glazioviana 3
Intoxicacgéo por Claviceps paspali 1
Intoxicacdo por Solanum fastigiatum 20
Meningite bacteriana 1
Meningoencefalite ndo-purulenta inespecifica 3
Meningoencefalite por herpesvirus 21
Meningoencefalite purulenta inespecifica 1
Neoplasia 1
Polioencefalomalacia 7
Raiva 24
Sem alteragdes histopatoldgicas 117
Tétano (por outros métodos) 1
Categoria 3 105
Encefalopatia hepatica 9
Intoxicacgdo por Solanum fastigiatum 1
Intoxicacdo por Vicia spp. 7
Neoplasia 3
Sem alteracdes histopatoldgicas 85
Categoria 4 385
Hemorragias traumaticas 4
Listeriose 1
Meningoencefalite ndo-purulenta inespecifica 2
Sem alteragdes histopatoldgicas 378
Categoria 5 2022
Sem alteragdes histopatoldgicas 2022
Categoria 6 192
Sem alteragdes histopatoldgicas 192

As Figuras 15-17 mostram a condi¢do das amostras de encéfalos de bovinos
examinados entre 2001-2005. Na Figura 15 pode ser observada a condi¢do da amostra
levando em conta o numero total de encéfalos examinados. Na Figura 16 a condicdo da
amostra € distribuida em cada ano do periodo e na Figura 17, observa-se a condicao da

amostra em cada categoria de bovino examinada.
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Figura 15. Numero de encefalos de bovinos examinados entre 2001-2005, em cada
categoria da condicdo da amostra, durante o programa de vigilancia das encefalopatias
espongiformes transmissiveis, no Laboratorio de Patologia Veterinaria da Universidade
Federal de Santa Maria.
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Figura 16. Namero de encéfalos de bovinos examinados a cada ano (2001-2005), em
cada categoria da condicdo da amostra, durante o programa de vigilancia das
encefalopatias espongiformes transmissiveis, no Laboratério de Patologia Veterinaria da
Universidade Federal de Santa Maria.
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Figura 17. Numero de encéfalos de bovinos examinados entre 2001-2005, por categoria
da amostra, durante o programa de vigilancia das encefalopatias espongiformes
transmissiveis, no Laboratorio de Patologia Veterinaria da Universidade Federal de
Santa Maria.
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6 DISCUSSAO

Até 2001, o Brasil possuia apenas a vigilancia passiva para BSE, i., baseada na
deteccdo e notificagdo compulsoria de casos de bovinos com sinais clinicos de
disturbios nervosos observados em ruminantes. A partir de 2002, quando laboratérios de
patologia veterinaria foram credenciados pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) (Quadro 5, Figura 8 e Anexo 3 da secdo 2), o Brasil passou a
realizar a vigilancia ativa para BSE, que define e testa as populacGes de risco (Quadro
6) para a doenca. A partir dai, gradativamente, maior nimero de encéfalos de bovinos e
outros ruminantes foram examinados. Em 5 anos (2001-2005) foram examinados 3.338
encéfalos de bovinos no Laboratdrio de Patologia Veterinaria da Universidade Federal
de Santa Maria (LPV/UFSM). Um estudo retrospectivo realizado no LPV/UFSM
mostrou que de 1964-1999 foram examinados 473 encéfalos em 6.021 necropsias de
bovinos (Sanches et al. 2000). Esses ndmeros indicam que até a implantagdo do
programa DXSNC, eram examinados cerca de 13 encéfalos de bovinos/ano. Nos cinco
anos apos a implantacdo do programa, 667 encéfalos de bovinos foram analisados a
cada ano, i.6 o numero de encéfalos examinados anualmente foi 51 vezes maior.

De 3.338 encéfalos de bovinos examinados durante os 5 anos, 92% né&o
apresentaram alteracfes histopatologicas (Figura 12). Alguns desses bovinos
apresentavam sinais clinicos de distarbios nervosos ou tinham doenga crénica ou
depauperante (Categorias 1, 2 e 3). Como observado na Figura 12, 81% dos encéfalos
de bovinos das Categorias 1 e 3 e 38% dos encéfalos do bovino da Categoria 2 nédo
apresentaram alteracdes histopatoldgicas. A baixa freqiiéncia de les@es histologicas no
encéfalo de bovinos da Categoria 3 é compreensivel. Nessa categoria estavam incluidos
bovinos com doenca crdnica depauperante ou caquetizante que na grande maioria das
vezes ndo eram relacionadas com lesGes no encefalo. Exemplo disso sdo bovinos
afetados por neoplasmas do trato alimentar superior associados ao consumo de
samambaia, que apresentavam perda de peso progressiva (Moreira Souto et al. 2006).
Na Categoria 2, a auséncia de lesdes histoldgicas em cerca de um ter¢o dos encéfalos
examinados, pode ser explicada de trés maneiras: 1) essa categoria incluia bovinos com
doencas que, apesar de produzir sinais clinicos de distarbios nervosos, ndo produzem
alteracdes morfoldgicas observaveis no encéfalo (por ex., tétano, cetose, botulismo); 2)
incluia doencas cujos sinais clinicos mimetizam distarbios nervosos como doencas

musculares (por ex., intoxicacdo por Senna occidentalis, intoxicacdo por ion6foros) e 3)
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incluia doencas que apesar de ndo apresentarem sinais clinicos de distarbios nervosos,
mesmo assim eram relatadas pelo clinico (por vérias razdes) como casos neuroldgicos.
Esses ultimos casos incluem aqueles em que o clinico sente a necessidade de eliminar
do diferencial doencas como raiva, e desse modo, mesmo que ndo existisse sinais
clinicos de disturbios nervosos eles seriam mencionados, para justificar o pedido de
exame para raiva. Embora por defini¢do todos os bovinos da Categoria 1 apresentassem
sinais clinicos nervosos, a auséncia de lesdes histologicas na maioria dos casos se deve
ao fato de que a inadequada colheita ou fixacéo do encéfalo (Figura 10 da secdo 2) torna
dificil a percepgdo e interpretacdo dos achados histolégicos. Quarenta e nove por cento
dos encéfalos na Categoria 1 apresentavam mau acondicionamento da amostra
(autolisado, congelado ou partes anatémicas pertinentes nao-incluidas). Isso pode
prejudicar o diagndéstico de algumas enfermidades que possuem distribuicdo especifica
de lesGes no SNC.

Em todos os encéfalos de todas as categorias de bovinos analisadas, achados de
pouco significado clinico, associados a colheita ou fixacdo do material foram anotados
nos laudos histopatoldgicos. Esses achados foram descritos na secdo 3 deste estudo e
devem ser diferenciados de achados associados a doencgas para evitar interpretacao
errdnea. Por exemplo, a conglutinacdo cerebelar mostrada na Figura 45 da se¢éo 3 ja foi
interpretada como lesdo cerebelar antemortem significativa. Nesse sentido, é também
importante que os laboratérios adotem critérios de padronizacdo do diagnostico e
preenchimento dos laudos histopatol6gicos.

As doencgas diagnosticadas em cada laboratério credenciado refletem a
prevaléncia dessas doencas na regido. Essa afirmacdo € verdadeira, mesmo que o
laboratdrio credenciado receba material para exame histopatoldgico oriundo de outros
estados do pais. Atualmente, o LPV/UFSM recebe material para analise histoldgica dos
seguintes Estados: Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Goias. A maioria dos
materiais de outros Estados sdo provenientes de frigorificos (Categorias 5 e 6) e ndo
apresentam alteracGes histopatoldgicas (Figura 13).

Dos 2% (279 casos) de encéfalos que apresentaram alteracdes histopatologicas,
as lesdes mais freqiientemente observadas foram inflamatdrias (46,2%) e degenerativas
(41,6%) (Figura 14). O diagndstico mais prevalente foi encefalopatia hepética (26%),
seguido por meningoencefalite ndo-purulenta inespecifica (13,6%) e raiva (9,7%)
(Tabela 1). A maior frequiéncia da encefalopatia hepatica esta relacionada com sua causa

priméaria. No Rio Grande do Sul, a causa mais freqliente de morte em bovinos adultos é
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a intoxicagdo por Senecio spp. (Rissi et al. 2007) e a encefalopatia hepatica em bovinos
é secundaria a insuficiéncia hepatica que ocorre na seneciose. Trinta e dois dos 38 casos
(84%) de meningoencefalite ndo-purulenta inespecifica (Tabela 2) sdo de encefalos
provenientes da Categoria 1, i.é, de laboratérios da rede oficial que testaram negativo
para raiva. Como foi mencionado anteriormente, 49,6% desses materiais ndo séo
coletados ou fixados adequadamente. Trés principais enfermidades virais cursam com
meningoencefalite ndo-purulenta no Brasil: raiva, meningoencefalite por herpesvirus e
febre catarral maligna (FCM) (Langohr et al. 2003, Rech et al. 2005, Rech et al. 200643,
Rissi et al. 2006). LesOes histologicas caracteristicas sdo observadas em cada uma
dessas enfermidades (Barros et al. 2006a), no entanto, na maioria das vezes, essas lesfes
sdo observadas analisando diversos fragmentos de diferentes regides anatdbmicas do
SNC ou de estruturas associadas como o complexo ganglio de Gasser, rete mirabile
carotidea e hipofise (GRH) (Rech et al. 2006c¢).

A terceira enfermidade mais prevalente foi a raiva (9,7%) seguida por
meningoencefalite por herpesvirus (9,3%). Essa ordem de frequéncia ja& havia sido
observada em levantamento anterior feito no LPV/UFSM (Sanches et al. 2000). No
entanto, no caso da raiva a prevaléncia encontrada neste estudo foi 5 vezes menor
(9,7%) do que a observada no estudo anterior (49,5%). O nUmero de casos das
alteracdes degenerativas quase dobrou em relacdo ao estudo anterior (24,2% para 42%),
especificamente os de encefalopatia hepatica (10,4% para 26%). A diferenca na
prevaléncia de casos de encefalopatia hepatica nos dois estudos se deve ao aumento de
casos de intoxicagao por Senecio spp. em bovinos no RS. Provavelmente fatores ligados
ao clima e a diminuicdo do rebanho ovino podem ter contribuido para 0 0 aumento da
incidéncia de casos de seneciose bovina. Em um estudo realizado entre 2003 e 2004,
envolvendo casos de seneciose bovina no Rio Grande do Sul foi observada alta
freqiéncia de encefalopatia hepética nessa intoxicacdo (Masuda et al. 2005).

A predominancia das alteracfes degenerativas sobre as alteracdes inflamatorias
reflete, em grande parte, a crescente importancia da intoxicacdo por plantas em bovinos
na regido de influéncia do LPV/UFSM (Rech et al. 2007, Rissi et al. 2007). Dos 279
diagnosticos com lesGes no encéfalo de bovinos, 109 (39%) foram atribuidos a
intoxicacdo por plantas (Tabela 1). Dessas, a intoxicacdo por Vicia spp. (7 casos) foi
incluida na categoria de alteracbes inflamatorias (Rech et al. 2004). O segundo
diagnostico mais prevalente de intoxicacdo por plantas, foi a intoxicacdo por Solanum

fastigiatum (7,8% dos casos). Apesar de a intoxicacdo por Solanum fastigiatum
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raramente causar a morte dos bovinos, é uma enfermidade que causa acentuados sinais
clinicos de distarbios nervosos (Rech et al. 2006b). As doengas menos prevalentes
foram as alteracbes neoplasicas e congénitas (1,4% e 0,7% dos diagndsticos
respectivamente). Nos neoplasmas foram considerados os multicéntricos, como o
linfoma (Fighera & Barros 2004), metastaticos como o carcinoma de células escamosas,
e a extensdo direta de carcinoma de células escamosas do olho (Barros et al. 2006¢) e de
osteossarcoma das fossas nasais. N&o foi observado neoplasma primario do SNC. Das
alteracdes congénitas (hidranencefalia e hipoplasia cerebelar) foram descritos o0s
aspectos morfol6gicos, mas a causa nao foi determinada.

Devido a andlise sisteméatica do SNC de bovinos, novos diagnésticos foram
adicionados ao programa, por exemplo, encefalomalacia focal simétrica em bovinos
intoxicados por Ramaria flavo-brunnescens (Barros et al. 2006b). Novas lesdes foram
descritas, por exemplo, diminuicdo da espessura da camada molecular do cerebelo em
bovinos intoxicados por Solanum fastigiatum (Rech et al. 2006b) e meningoencefalite
granulomatosa em bovinos intoxicados por Vicia spp. (Rech et al. 2004).

Em relacdo a condicdo da amostra, existe sensivel diferenca nos valores quando
se observam as diferentes categorias de bovinos (Figura 17). Como foi mencionado
anteriormente, o indice de materiais ndo-adequados na Categoria 1 foi de 49,6% seguido
da Categoria 4 (22%), Categoria 2 (11,3%), Categoria 3 (8,5%), Categoria 6 (3,6%) e
Categoria 5 (0,9%). Esses indices mostram que o material proveniente dos frigorificos
(Categoria 5 e 6) é, em sua grande maioria, adequado para o diagndstico, apesar de
consistir apenas do tronco encefalico. Nos poucos casos em que o material ndo é
adequado, ocorre pela perda de partes importantes do tronco encefalico devido a pressao
intracraniana provocada pela pistola pneumatica na hora da dessensibilizagdo. Os baixos
indices de materiais ndo-adequados das Categorias 2 e 3 sdo explicados pelo fato de que
na maioria das vezes esses encéfalos sdo coletados pela equipe do LPV/UFSM em
necropsias a campo. Muitas vezes, médicos veterinérios da regido enviam a cabeca do
bovino e a equipe do LPV/UFSM faz a retirada do encéfalo e do complexo GRH. A
Categoria 4 apresenta indice alto de materiais inadequados. Isso é particularmente
preocupante por se tratar de uma das categorias mais visadas para a vigilancia da BSE,
pois esses bovinos sdo provenientes de paises de risco. Além disso, 0 nimero total de
bovinos importados recebidos no periodo de 5 anos do estudo (n=385) é muito pequeno.
Pelos dados oficiais do Brasil foram importados, a partir de 1992, 10.626 bovinos, e

pelos dados dos paises exportadores 12.545 bovinos foram exportados para o Brasil
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(EFSA, Scientific Report 2005).

Quando se compara a condi¢cdo da amostra em relacdo aos anos comprendidos
no estudo (Figura 16), observa-se que ndao houve melhora significativa na colheita
correta do encéfalo. De 2003-2005, a percentagem de material ndo-adequado oscila
entre 11,4%, 37% e 15%, respectivamente. Esses dados indicam que o MAPA deve
continuar com o0s cursos de padronizacgdo da colheita e remessa do material para exame

histopatoldgico, visando a reducdo desses nimeros.
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7 CONCLUSOES

Este estudo demonstra que o Brasil desenvolveu um programa de vigilancia
adequado para a BSE. A localizacdo geogréfica dos laboratorios credenciados, o
treinamento do pessoal desses laboratorios e os métodos de diagnostico empregados
permitem afirmar, com razoavel margem de seguranca, que casos clinicos de BSE
seriam detectados caso aparecessem no pais. O estudo, no entanto apontou algumas
falhas nesse sistema de vigilancia. Uma delas é a pouca afluéncia de material para teste
originario de bovinos que testaram negativo para raiva, de bovinos importados e de
bovinos de abate de emergéncia em frigorificos com inspecéo federal; outra sdo as mas
condicdes das amostras enviadas para diagndstico.

A partir do estudo sistematico dos encéfalos de bovinos submetidos ao
laboratério no programa de vigilancia foi possivel estabelecer varias conclusfes sobre
doencas comuns do sistema nervoso central (SNC) de bovinos, como raiva, intoxicacéo
por Solanum fastigiatum, intoxicacdo por Vicia spp., intoxicacdo por Ramaria flavo-
brunnescens, meningoencefalite por herpesvirus bovino, babesiose cerebral e febre
catarral maligna. Essas conclusfes estdo mencionadas nos trabalhos especificos
publicados sobre cada um desses assuntos e incluidos nesta tese.

O sistema de vigilancia da BSE aumentou significativamente o numero de
encéfalos de bovinos examinados no Laboratério de Patologia Veterinaria (LPV) da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Isso resultou em aumento de material
didatico, favorecendo o ensino de neuropatologia veterinaria no LPV/UFSM ao mesmo
tempo em que apontou linhas de pesquisa para outros pos-graduandos do laboratério
com interesse nessa area.

Durante o exame de rotina do SNC de bovinos neste estudo foram observados,
anotados e ilustrados varios artefatos, alteracbes de pouco significado clinico e
alteracdes postmortem que distraem o patologista das lesdes realmente importantes
durante o exame de rotina. Concluimos que a catalogacdo ilustrada desses achados
contribui para que se evitem essas distracoes.

Em nosso meio, as enfermidades inflamatorias que produzem lesdes no encéfalo
de bovinos com maior freqiiéncia sdo raiva, meningoencefalite por herpesvirus bovino e
febre catarral maligna. As enfermidades degenerativas que produzem lesdes no encéfalo
de bovinos com maior freqiiéncia sdo encefalopatia hepética e intoxicacdo por Solanum

fastigiatum. Neoplasmas sdo alteragOes de ocorréncia rara no SNC de bovinos.
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