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RESUMO

Este trabalho se baseia na analise retrospectiva e prospectiva de amostras bioldgicas de bovinos que
apresentaram Obito ap6s sintomatologia neuroldgica, coletadas em Minas Gerais de 2003 a 2010 e
enviadas ao Instituto Mineiro de Agropecudria. As amostras foram analisadas pelas técnicas de
imunofluorescéncia direta e prova biologica para raiva; histopatologia, histoquimica, PCR para
herpesvirus bovino tipo-1, herpesvirus bovino tipo-5, herpesvirus ovino tipo -2, herpesvirus suino tipo-1,
Listeria monocytogenes e Histophilus somni; exame toxicoldgico para pesticidas e outros agentes toxicos
e soroneutralizagdo em camundongos para pesquisa de toxina botulinica, sendo catalogadas
caracteristicas relacionadas aos animais e as amostras. Frequéncia de positividade para as técnicas
empregadas e distribuicdo de frequéncia quanto as caracteristicas avaliadas foram determinadas e
analisadas pelo Teste Exato de Fisher. Conclui-se que, amostras de bovinos enviadas ao servigo de defesa
sanitaria do Estado atendem parcialmente os requisitos de vigilancia da raiva e encefalopatias
espongiformes transmissiveis. A raiva bovina diagnosticada € influenciada pela raca, idade e tipo de
morte do animal e pela composi¢do da amostra. Outras enfermidades neurolégicas estdo presentes no
Estado e a aplicacdo de vérias técnicas, permite a realizacdo do diagnostico diferencial e de mais
diagndsticos conclusivos.

Palavras-chave: Bovino, doengas neurolégicas, vigilancia sanitaria, Minas Gerais.



ABSTRACT

This work is based on retrospective and prospective analysis of biological samples from cattle that had
died after neurological symptoms, which were collected in Minas Gerais from 2003 to 2010 and sent to
Instituto Mineiro de Agropecuaria. The samples were analyzed by direct immunofluorescence and
biological test for rabies, histopathology, immunohistochemistry, PCR for bovine herpesvirus-1, bovine
herpesvirus type-5, herpesvirus sheep type 2, porcine herpesvirus type-1, Listeria monocytogenes and
Histophilus somni; toxicologic tests for pesticides and other toxic agents; and mice soroneutralization for
detection of botulinum toxin. Parameters related to cattle and samples were assessed. Frequency of
positivity for the techniques used and distribution were determined, and the results were analyzed by
Fisher's exact test. In conclusion, cattle samples submitted to Instituto Mineiro de Agropecuaria partially
meet the requirements for surveillance of rabies and transmissible spongiform encephalopathies.The
frequency of bovine rabies diagnosed in Minas Gerais was influenced by breed, age and type of death of
the affected animal as well as composition of the sample. Other neurological diseases are present in
Minas Gerais and the use of multiple diagnostic techniques allowed a more accurate differential diagnosis
and a higher rate of conclusive diagnoses.

Key-words: Cattle, neurological diseases, health surveillance, Minas Gerais.



1. INTRODUCAO

As enfermidades do sistema nervoso central
(SNC) séo frequentemente relatadas em bovinos
no Brasil, sendo causa importante de prejuizos e
mortalidade (Riet-Correa et al., 1998; Salvador
et al., 1998; Sanches et al., 2000; Garmatz et al.,
2004; Karam et al., 2004; Lima et al., 2005;
Riet-Correa et al., 2006; Galiza et al., 2010).
Desde a descrichio da  encefalopatia
espongiforme bovina no Reino Unido (Wells et
al., 1987), relacionada posteriormente com uma
variante da doenca de Creutzfeldt-Jacob (Trevitt
e Singh, 2003), o diagndstico das enfermidades
que acometem o SNC de bovinos, tornou-se
ainda mais importante, para cumprir exigéncias
sanitarias internacionais (Barros e Marques,
2003).

Apesar de Minas Gerais apresentar o segundo
maior rebanho bovino do pais, contando com
22.369.639 cabecas, segundo as informagdes
disponibilizadas pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica - IBGE (Producéo,
2008), ha escassez de informacdes referentes as
doengas neuroldgicas que acometem esses
animais no Estado (Ferreira et al., 1986; Moro
et al.,, 1994; Silva et al., 2001; Gomes et al.,
2002; Ferreira, 2006; Costa, 2007; Dallora,
2007; Menezes, 2008; Aquino Neto et al.,
2009).

O Laboratdrio de Saude Animal do Instituto
Mineiro de  Agropecuaria  (LSA/IMA),
credenciado e auditado pelo Ministério da
Agricultura,  Pecuaria e  Abastecimento
(MAPA), ¢é o responsavel pela realizacdo dos
diagnosticos de raiva e encefalopatias
espongiformes  transmissiveis (EETS) dos
animais de producdo em Minas Gerais.
Atualmente, 0 LSA/IMA recebe
aproximadamente 200 amostras de SNC de
bovinos com sinais neurolégicos por ano. Cerca
de 40% dessas amostras sdo positivas para raiva
e 100% sdo negativas para as EETs (dados ndo
publicados), necessitando de um diagndstico
conclusivo para as demais enfermidades
neuroldgicas que podem acometer os bovinos.

Portanto, o diagndstico diferencial das

enfermidades que afetam o sistema nervoso,
resultando em sintomatologia  clinica
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semelhante a raiva e EETs, é de fundamental
importéncia para o conhecimento da ocorréncia
e distribuicdo das mesmas no Estado.

Assim, a realizagdo de um diagnostico
laboratorial diversificado, com a associagdo de
diversas técnicas, se justifica ao permitir a
identificacdo de enfermidades sub-
diagnosticadas ou ainda ndo relatadas em Minas
Gerais, 0 que podera gerar dados inéditos e
consequentemente auxiliar na definicdo de
medidas efetivas de prevengdo, controle ou
erradicacdo, contribuindo  significativamente
para a ampliacdo e melhoria das acBes de defesa
sanitaria no Estado, além de culminar com a
adocdo de medidas de mitigacdo de risco a
salide humana e animal, bem como reducdo de
possiveis perdas econdmicas.

2. REVISAO DE LITERATURA

Diversas enfermidades acometem o sistema
nervoso de bovinos. O diagnostico das doengas
neurolégicas de bovinos é realizado, muitas
vezes, pela avaliacdo dos sinais clinicos (Riet-
Correa et al., 2002). Porém, a confirmagdo
laboratorial é de extrema importancia, uma vez
que a sintomatologia nervosa apresentada nesses
casos é comum a diferentes enfermidades
(Baldassi et al., 1991; Hamir et al., 2001;
Ducrot et al., 2008).

As doencas do sistema nervoso frequentemente
ndo apresentam lesGes macroscépicas. Por isso,
0 patologista que examina o material no
laboratério depende de um historico e de
observagdes clinicas confidveis para orientagdo
sobre a natureza da doenga neuroldgica (Riet-
Correa et al., 2002; Barros e Marques, 2003).

AlteracBes inflamatorias, degenerativas,
circulatérias, traumaticas, téxicas, congénitas e
neoplésicas j& foram descritas como causadoras
de alteragdes neurolégicas em bovinos.

2.1. Alterac6es inflamatorias

As alteracbes inflamatérias sdo as mais
frequentemente relatadas no SNC (Summers et
al., 1995). Elas sdo desencadeadas por inimeros



patdégenos, sendo a raiva bovina a de maior
relevancia.

As alteracdes inflamatorias sdo classificadas
segundo o tipo de infiltrado inflamatdrio, em
supuradas e ndo supuradas. As encefalites
supuradas apresentam infiltrado
predominantemente neutrofilico, sendo mais
frequentemente desencadeadas por agentes
bacterianos. As ndo supuradas, caracterizadas
pelo infiltrado de leucdcitos mononucleares, sdo
comuns em infecgBes virais, além de outros
agentes  infecciosos, como  protozoarios
(Summers et al., 1995).

2.1.1. Raiva

A raiva é uma doenga neuroldgica fatal, causada
por um virus RNA, do género Lyssavirus,
familia Rhabdoviridae, que acomete diversas
espécies de mamiferos (Summers et al., 1995a;
Fernandes e Riet-Correa, 2007).

Segundo King e Turner (1993), a raiva bovina €
responséavel, em todo o mundo, por perda anual
de cerca de 50 milhGes de dodlares, sendo uma
das enfermidades mais importantes para a
pecuaria e para a salde publica no Brasil
(Schneider et al., 1996; Favoretto et al., 2002;
Miranda et al., 2003; Lima et al., 2005). Estima-
se que, por ano, a raiva seja responsavel pela
morte de 30.000 (Rodrigues da Silva et al.,
2000) a 40.000 bovinos no pais, causando
perdas anuais diretas estimadas em 15 milhdes
de ddlares (Heinemann et al., 2002). Além
disso, ha gastos indiretos com vacinagBes de
animais e tratamentos pré e pds-exposi¢do de
humanos (Azevedo et al., 1981; Chamelet et al.,
1982; Rodrigues da Silva et al., 2000).

O principal transmissor da raiva dos herbivoros
na América Latina € o morcego hematdfago
Desmodus rotundus (Torres e Queiroz Lima,
1935; Almeida et al., 2002; Gomes et al., 2007;
Scheffer et al., 2007). Logo, a captura e o
combate seletivo das populagdes de quirdpteros
constituem parte importante no controle desta
enfermidade (Almeida et al., 2002), uma vez
que a vacinacdo de animais ndo impede a
ocorréncia de espoliacdes, nem a propagacao do
virus entre as populagdes silvestres (Scheffer et
al., 2007).

A sintomatologia e o curso clinico da doenca
variam de acordo com o local da mordedura,
espécie afetada e quantidade de virus inoculado.
Comumente s8o descritos dois tipos de
sintomatologia, a raiva furiosa (frequente em
caes e gatos) e a raiva paralitica (comum em
herbivoros) (Lima et al., 2005; Silva et al.,
2004).

Objetivando o controle efetivo da raiva dos
herbivoros, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) instituiu o
Programa Nacional de Controle da Raiva dos
Herbivoros (PNCRH). As agfes previstas no
programa sdo o controle populacional do
morcego Desmodus rotundus, a vacinagdo
estratégica de espécies susceptiveis e outras
medidas profiléticas e de vigilancia adotados na
defesa sanitaria animal (Brasil, 2005).

Segundo o PNCRH, cabe ao proprietario a
notificacdo imediata ao servico veterinario
oficial, da ocorréncia ou suspeita de casos de
raiva na propriedade, assim como da presenga
de animais espoliados por  morcegos
hematdfagos ou da existéncia de abrigos de tal
espécie (Brasil, 2002b). Vale salientar que, a
ndo notificacdo coloca em risco a salde de
rebanhos da regifo, podendo expor o prdprio
homem & enfermidade (Brasil, 2005). Em
contrapartida, o servico veterinario oficial,
deverd prontamente tomar as medidas
necessarias para o atendimento a notificagdo
(Brasil, 2005). Porém, apesar do atendimento do
servigo veterindrio oficial ser prioritario nesses
casos, O veterindrio autbnomo ao tomar
conhecimento ou realizar atendimento em
animais com sintomatologia neuroldgica devera,
prontamente, notificar o servico oficial e, caso
possivel, realizar a coleta de material encefalico
e encaminha-lo para diagnéstico laboratorial,
auxiliando no controle da enfermidade (Brasil,
2002b; Brasil, 2005).

Oficialmente, o diagndstico da raiva é realizado
através da técnica de imunofluorescéncia direta
(IFD) e da prova bioldgica (PB), que consiste na
inoculacdo em camundongos ou células, a partir
de amostras refrigeradas de SNC dos animais
suspeitos (Brasil, 2002b).

A histopatologia, verifica-se encefalite ndo

supurada associada, por vezes, a presenca de
corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos em
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neurdnios, denominados corpusculos de Negri
(Summers et al., 1995).

Em Minas Gerais, o LSA/IMA realiza o
diagndstico da raiva, com énfase em animais de
producdo, desde 1987. Durante esse periodo,
estudos epidemiologicos foram realizados
avaliando a distribuicdo espacial da doenca no
Estado ou sua ocorréncia em determinados
municipios (Silva et al., 2001; Ferreira, 2006;
Dallora, 2007; Menezes et al., 2008). Porém,
uma caracterizacdo mais especifica da doenca
nos bovinos, considerando categorias animais
acometidas (raca, sexo ou idade) e
sintomatologia clinica relatada, ainda ndo foi
realizada. Além disso, hé escassez de estudos no
Brasil relacionados ao diagndstico laboratorial,
como, por exemplo, a avaliagdo dos fragmentos
do SNC de bovinos que apresentam maior
frequéncia de positividade pela técnica de IFD.

2.1.2. Encefalites herpéticas

As encefalites herpéticas sdo causadas por virus
pertencentes a familia Herpesviridae (Roizman
etal., 1992).

Sua descricdo, com énfase ao herpesvirus
bovino tipo-5 (BoHV-5), tem ocorrido em
Minas Gerais de forma crescente, tornando-se
um dos principais diagnosticos diferenciais da
raiva (Gomes et al., 2002; Costa, 2007; Aquino
Neto et al, 2009). Inclusive, a infeccdo
concomitante de BoHV-5 e raiva no SNC ja foi
relatada no Brasil (Spilki et al., 2003). Contudo,
h& poucas informagdes no Estado referentes aos
demais herpesvirus como, herpesvirus bovino
tipo-1 (BoHV-1), herpesvirus ovino tipo-2
(OVHV-2) e herpesvirus suino tipo-1 (SUHV-1),
também capazes de infectar bovinos, causando
doenga neuroldgica.

O diagnostico dos herpesvirus tem sido
realizado pela histopatologia, reacdo em cadeia
pela polimerase (PCR) e isolamento em
amostras de bovinos provenientes de Minas
Gerais (Gomes et al., 2002; Costa, 2007;
Aquino Neto et al., 2009) e em outros estados
(Salvador et al., 1998; Elias et al., 2004; Rissi et
al., 2007).
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2.1.2.1. Herpesvirus Bovino tipo-1
(BoHV-1) e Herpesvirus Bovino tipo-
5 (BoHV-5)

@) herpesvirus bovino tipo-5, um
alfaherpesvirus, é o agente mais comum das
encefalites herpéticas, possuindo a capacidade
de infectar células epiteliais e nervosas,
estabelecendo infeccdo latente em neur6nios de
ganglios (Roizman et al., 1992).

Amostras identificadas como BoHV-1 estdo
primariamente  associadas com  doenga
respiratoria, genital e reprodutiva em bovinos de
varias idades, e doenca sisttmica em bezerros
recém-nascidos (Kahrs, 2001). Porém, casos
naturais de infeccdo por BoHV-1 com
manifestacao neuroldgica tém sido
esporadicamente relatados (Furuoka et al., 1995;
Roels et al., 2000; Penny et al., 2002).

No Brasil, as encefalites bovinas desencadeadas
pelos BoHV-1 e 5 tem sido relatadas em varios
estados, com ocorréncia crescente.
Considerando as infec¢bes por BoHV-5, sdo
comumente visualizadas alteracGes
histopatolégicas significativas no SNC, mais
evidentes no cortex frontal, com confirmagéo da
infeccdo por PCR. A maioria dos casos envolve
animais de idades diversas, sem influéncia da
sazonalidade e com baixa morbidade e elevada
letalidade (Riet-Correa et al., 1996; Riet-Correa
et al., 1998; Salvador et al., 1998; Sanches et al.,
2000; Colodel et al., 2002; Gomes et al., 2002;
Oliveira et al., 2003; Elias et al., 2004; Riet-
Correa et al., 2006; Rissi et al., 2006a; Costa,
2007; Rissi et al., 2007; Rissi et al., 2008;
Aquino Neto et al., 2009; Galiza et al., 2010).

Os BoHV-1 e BoHV-5 compartilham
propriedades  biol6gicas,  antigénicas e
moleculares, e 0s seus genomas apresentam
homologia de aproximadamente 85% de
nucleotideos (Delhon et al., 2003).

Durante o diagnéstico, a diferenciagdo entre 0s
BoHV-1 e BoHV-5 pode ser realizada através
da PCR, pois algumas regides do genoma, com
énfase nas por¢Bes codificadoras de gC e da
timidina Kinase (TK), apresentam diferencas
entre BoHV-1 e BoHV-5, que permitem a
diferenciacdo pela variacdo de extensdo dos



amplicons obtidos (Ashbaugh et al., 1997;
Moore et al., 2000; Claus et al., 2005).

O exame macroscopico do SNC de bovinos
acometidos por BoHV-5 pode revelar areas
multifocais amarelo-acinzentadas, por vezes
deprimidas, mais evidentes no cortex frontal. A
histopatologia, verifica-se meningoencefalite
nédo supurada e necrotizante
(polioencefalomalacia — malacia da substancia
cinzenta), por vezes com corplsculos de
inclusdo  eosinofilicos intranucleares em
neurbnios e astrocitos (Barros et al., 2006).
Essas alteracdes tém distribuicdo difusa, desde o
telencéfalo até a medula, com intensidade
variavel (Elias et al., 2004), porém claramente
mais intensas nas porg¢des rostrais do encéfalo
(Rissi et al., 2006a). O envolvimento mais
evidente do cortex frontal estd diretamente
relacionado a via de infeccéo, pois a principal
forma de invasdo do SNC pelo BoHV-5 é a
olfatdria (Diel et al., 2005).

As alteragbes encefalicas de BoHV-1 sdo
semelhantes as desencadeadas pelo BoHV-5,
porém tendem a ser mais brandas e menos
necrotizantes, predominando a encefalite ndo
supurada (Furuoka et al., 1995; Roels et al.,
2000; Penny et al., 2002).

Atualmente, ndo hé vacina especifica contra o
BoHV-5, porém devido a extensa reatividade
cruzada observada entre o BoHV-1 e 0 BoHV-
5, animais vacinados com vacina BoHV-1 de
virus vivo modificado tem demonstrado
protecdo contra o BoHV-5 (Cascio et al., 1999).

Né&o ha programas oficiais brasileiros de defesa
sanitaria para o controle das infecgdes por
BoHV-1 e BoHV-5. A realizacdo de estudos
envolvendo esses patdgenos, que identifiquem e
descrevam 0S mesmos como importantes
causadores de doenca neuroldgica em bovinos,
pode estimular a inser¢do desses virus na rotina
dos servicos de defesa oficiais.

2.1.2.2. Herpesvirus Ovino tipo-2
(OVHV-2)

O herpesvirus ovino tipo-2, um
gamaherpesvirus, é um dos agentes da Febre
Catarral Maligna (FCM), uma doenca infecciosa
linfoproliferativa que acomete varias espécies

de ruminantes e ungulados (Smith, 2002;
Russell et al., 2009). A FCM é causada por um
grupo de gamaherpesvirus sendo classificada
em duas formas distintas. A forma africana,
induzida por sete gamaherpesvirus, €
transmitida por ruminantes selvagens e néo
ocorre no Brasil (Li et al., 2003). A forma
denominada FCM ovino-associada (FCM-OA) é
transmitida por ovinos e, provavelmente,
caprinos, sendo causada pelos herpesvirus
ovino-2 (OvHV-2) e herpesvirus caprino-2
(CpHV-2).

A FCM apresenta manifestacdo nervosa, porém
também ha alteracBes sistémicas que tornam a
sintomatologia e os achados de necropsia muitas
vezes fortemente indicativos de infeccdo pelo
OvHV-2 (Rech et al, 2005). A principal
alteracdo associada & FCM é a vasculite,
podendo acometer diversos tecidos, sendo a rete
mirabile epidural rostral o local de elei¢do para
o diagnéstico histopatolégico dessa enfermidade
(Rech et al., 2005; Rech et al., 2006). A técnica
de PCR para detec¢do do virus no SNC tem sido
utilizada com resultados satisfatérios (Costa,
2007; Mendonga et al., 2008).

No Brasil, a FCM em bovinos ja foi descrita e
relacionada & infeccdo pelo OvHV-2,
apresentando alteracGes sistémicas
caracteristicas, como corrimento nasal e ocular,
e lesbBes vasculares em Orgdos e tecidos,
associadas por vezes a sintomatologia
neurolégica. Os casos relatados apresentaram
baixa morbidade e alta mortalidade. O
diagndstico, em sua maioria foi realizado pela
observagdo  microscépica de  vasculite
multifocal, com énfase a rete mirabile epidural
rostral (Barros et al., 1983; Marques et al.,
1986; Sanches et al., 2000; Garmatz et al., 2004;
Lemos et al., 2005; Rech et al., 2005; Costa,
2007; Macédo et al., 2007; Mendonca et al.,
2008; Carmo et al., 2011).

2.1.2.3. Herpesvirus Suino tipo-1
(SuHV-1)

O herpesvirus suino tipo-1 é um alfaherpesvirus
mais comumente conhecido como virus da
doenga de Aujeszky ou pseudoraiva. Os suinos
sdo seu reservatorio natural podendo infectar
indmeras espécies, como bovinos, ovinos,
caprinos, caninos e felinos (Gustafson, 1986).
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O SuHV-1 tem distribuicdo mundial, sendo sua
presenga detectada no Brasil em criatorios
suinos, durante surtos (através de isolamento ou
métodos moleculares) ou em levantamentos
soroldgicos, e isoladamente em outras espécies
(Piatti et al., 2001; Souza et al., 2002; Silva et
al., 2005; Schaefer et al., 2006; Tomporoski et
al., 2010).

Bovinos sdo mais resistentes ao contagio que 0s
suinos, sendo infectados através da inalacéo de
aerossois, mordidas e lambidas, e alimentacéo a
base de carcaga de suinos (Beran, 1993). Nos
bovinos, a infeccdo pelo SuHV-1 &
invariavelmente fatal, podendo ocorrer mortes
stbitas, sem nenhum sinal da infeccdo
(Flatschart e Resende, 2001). O prurido é uma
manifestacdo comum e caracteristica dessa
enfermidade, podendo ocasionar lesbes em
diversas partes do corpo do animal, sendo
muitas vezes considerado no diagndstico
diferencial da raiva (Kotait et al., 1986; Braga et
al., 2005).

O diagnéstico do SuHV-1 em bovinos pode ser
realizado através da inoculagdo de uma
suspensdo de SNC do animal acometido (com
énfase ao cerebro e cerebelo) em coelhos ou
camundongos, que sdo altamente sensiveis ao
virus, aparecendo sinais neuroldgicos e de
prurido, com oObito até 72 horas ap6s a
inoculacdo (Flatschart e Resende, 2001). O uso
da PCR também tem permitido resultados
satisfatorios (Scherba et al., 1992; Candido et
al., 1999; Costa, 2007). O diagnostico
soroldgico ndo é realizado, pois 0s animais
morrem antes da soroconversdo (Flatschart e
Resende, 2001). A histopatologia, verifica-se
meningoencefalite ndo supurada, comum as
infecgdes virais (Summers et al., 1995).

Em Minas Gerais, a infeccdo por SuHV-1 no
SNC de bovinos, com sintomatologia
neurolégica, ja foi diagnosticada (Costa, 2007).

2.1.3. Listeriose

A Listeriose ¢ uma enfermidade infecciosa
causada pela bactéria gram-positiva Listeria
monocytogenes. Afeta varias espécies animais,
podendo induzir infeccdo sistémica, aborto e
doenca neurolégica (meningoencefalite)
(Summers et al., 1995). A forma nervosa é mais
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comum em regides de clima temperado, onde os
casos ocorrem principalmente no inverno e
inicio da primavera, correlacionados a silagem
de ma qualidade (pH acima de 5,5) que favorece
0 crescimento bacteriano (Summers et al.,
1995).

Lesfes macroscOpicas nao sdo comuns, mas
podem ser observados hiperemia  das
leptomeninges,  turvamento  do  liquido
cefalorraquidiano e focos de malécia castanho-
amarelados (Summers et al., 1995). As
alteragBes  microscopicas  consistem  de
microabscessos, meningoencefalite néo
supurada e, em casos mais cronicos, presenca de
células Gitter. Essas lesbes distribuem-se de
modo assimétrico, geralmente no tronco
encefélico, principalmente na ponte e bulbo
(Asahi et al., 1957; Koestner e Jones, 2000;
Barros et al., 2006). O diagnéstico definitivo de
listeriose no SNC tem sido realizado atraves de
isolamento, PCR ou imunoistoquimica (IHQ)
(Johnson et al., 1995; Campero et al., 2002;
Schwab et al., 2004; Hofer e Reis, 2005; Rissi et
al., 2006; Rissi et al., 2010; Chen e Knabel,
2007).

Casos de listeriose em bovinos tem sido
esporadicamente descritos no Brasil, com sinais
neuroldgicos secundarios & lesdo do tronco
encefélico. A ingestdo de silagem contaminada
foi, por vezes, relacionada & infec¢do dos
animais. O diagnostico, em sua maioria, foi
baseado somente na visualizagdo microscopica
das alteragbes encefdlicas associado aos
sintomas, sendo por vezes utilizada a técnica de
IHQ (Sanches et al., 2000; Schwab et al., 2004;
Galiza et al., 2010).

2.1.4. Meningoencefalite
tromboembdlica por Histophilus
somni

A meningoencefalite tromboembdlica é uma
enfermidade  neurolégica, de  ocorréncia
esporadica, causada pela bactéria Histophilus
somni (Haemophilus somnus). H. somni é uma
bactéria gram-negativa, cuja via de transmissao
por aerossol torna-se importante devido a
dificuldade de manutencdo no ambiente (Harris
e Janzen, 1989).



Macroscopicamente, podem ocorrer areas
vermelho-amareladas no SNC, mais evidentes
no cérebro (Harris e Janzen, 1989). Achados
histopatologicos compativeis com
meningoencefalite tromboembdlica, incluem
manguitos linfo-histiocitarios, vasculite,
trombose e necrose circunjacente, por vezes
com infiltrado neutrofilico associado. Essas
alteracGes ja foram observadas em amostras de
bovinos com sintomatologia neuroldgica no
Brasil, sendo consideradas para o diagnostico
presuntivo da doenca (Lemos, 2005; Galiza et
al., 2010).

O diagnostico da meningoencefalite
tromboembolica por H. somni pode ser
realizado por cultura, porém a bactéria néo
sobrevive por periodos prolongados (Harris e
Janzen, 1989). Sua identificagdo através de PCR
tem apresentado resultados satisfatorios em
sémen, porém ndo ha informagdes para 0 SNC
(Saunders et al., 2007).

2.1.5. Tuberculose enceféalica

A tuberculose bovina é uma zoonose de
evolucdo crdnica, causada por Mycobacterium
spp. Em bovinos, o M. bovis é o principal
agente, acometendo mais frequentemente o
sistema respiratério, porém podendo infectar
qualquer 6rgéo ou tecido.

A prevaléncia da tuberculose bovina no Brasil é
pouco definida, estimando-se uma média
nacional de 1,3% (Brasil, 2006). Em Minas
Gerais, um levantamento realizado pelo
Instituto Mineiro de Agropecuéria (IMA) em
1999 no tridngulo mineiro e centro-sul estimou
a prevaléncia aparente de animais infectados em
0,85% (Brasil, 2006), sendo a regido sudoeste a
mais afetada (1,7%) (Baptista et al., 2004).

O envolvimento do SNC em animais com
tuberculose tem sido esporadicamente descrito
no Brasil, sendo a sintomatologia de
desenvolvimento lento e dependente da
localizacdo das lesbes (Correa et al., 1980;
Guedes et al., 1997).

O diagnostico da tuberculose encefélica €
relativamente facil de ser executado, através do
achado de meningoencefalite granulomatosa
associada a inumeros bacilos alcool-4cido

resistentes marcados por Ziehl-Nielsen (Oliveira
et al., 2009).

2.1.6. Encefalite protozoal

As encefalites protozoais em bovinos podem ser
causadas por Neospora caninum e Toxoplasma
gondii.

As alteracdes histopatoldgicas no SNC de
bovinos sdo caracterizadas por
meningoencefalite ndo supurada associada a
cistos contendo bradizoitos, e focos de malacia,
que por vezes podem conter taquizoitos livres
(Dubey e Lindsay, 1996; Patricio, 2008).

A infeccdo por N. caninum é mais
frequentemente relacionada a abortos em
bovinos, sendo as alteragdes encefalicas mais
comuns nos fetos (Corbellini et al., 2000).

O diagnéstico das encefalites protozoais pode
ser realizado por analise histopatoldgica
associada a técnicas mais especificas, como a
PCR (Ortega-Mora, 2006; Patricio, 2008).

A presenca desses protozoarios em Minas
Gerais ja foi identificada, tanto em inquéritos
sorologicos, quanto em tecidos fetais através da
PCR (Costa et al., 2001; Ragozo et al., 2003;
Guedes et al., 2008; Santos et al., 2009; Silva et
al., 2009).

2.2. Alteraces degenerativas

As alteragbes degenerativas do SNC séo
caracterizadas por degeneracdo e necrose
neuronal associadas ou ndo a alteracdes de
vacuolizacdo, espongiose e presenca de células
Gitter no neur6pilo, o que caracteriza a lesdo
denominada malacia (Summers et al., 2005).

Duas alteracBes degenerativas do SNC s&o mais
comumente descritas, a polioencefalomalacia -
necrose da substdncia cinzenta, e a
leucoencefalomalacia - necrose da substancia
branca. Essas alteracGes sdo de facil diagnostico
com base nas lesdes histopatoldgicas
caracteristicas. A  polioencefalomalacia ¢
descrita em bovinos (Summers et al., 2005).

2.2.1. Polioencefalomalacia
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A polioencefalomalacia (PEM), também
denominada necrose cerebrocortical, é uma
alteracdo degenerativa comum em bovinos, que
pode ser desencadeada por inimeros fatores
(Barros et al., 2006).

Dentre as causas de PEM pode-se considerar a
intoxicacéo por enxofre, por chumbo ou por sal,
meningoencefalite por BoHV-5, intoxicacdo
superaguda por Phalaris spp., ingestdo de
melago, mudangas bruscas na alimentagdo
(como por exemplo de pasto ruim para
excelente), administracdo de levamisole,
tiabendazole ou amprolio, ingestdo de plantas
ricas em tiaminases e ingestdo de cadaveres. Em
alguns casos, a dificuldade em determinar a
causa da alteragdo associada a resposta
satisfatoria do animal ao tratamento com
tiamina, faz com que o0 processo seja
denominado polioencefalomalécia responsiva a
tiamina (Sant’Ana et al., 2009; Cunha et al.,
2011).

Macroscopicamente, 0 SNC de animais afetados
por PEM pode apresentar tumefacéo,
achatamento das circunvolugdes cerebrais, areas
amarelo-amolecidas até cavitagdes.
Histologicamente, h& necrose laminar e
segmentar de neurdnios corticais, aumento do
espaco perivascular e perineuronal, espongiose
do neurdpilo, hipertrofia do endotélio vascular e
infiltracdo de células Gitter (Nakazato et al.,
2000; Sant’Ana et al., 2009).

O diagnostico da PEM é realizado pela
visualizagdo das alteragbes histopatoldgicas
caracteristicas, porém a determinagdo da causa
da lesdo torna-se mais importante devido a
possibilidade de ser desencadeada por véarios
fatores, sendo necessaria a associacdo das
informagdes epidemioldgicas e dos achados de
necropsia para a definicdo da etiologia do
processo (Nakazato et al., 2000; Mendes et al.,
2007; Sant’Ana et al., 2009).

A polioencefalomalacia ja foi relatada em
Minas Gerais, sendo fatores nutricionais, como
mudangas bruscas na alimentagdo, provaveis
desencadeadores do processo (Ferreira et al.,
1986, Moro et al., 1994).

2.2.2. Encefalopatia Espongiforme
Bovina
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A Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB),
doenca que afeta 0 SNC de bovinos, conhecida
popularmente como “doenga da vaca louca”, foi
diagnosticada em 1985 no Reino Unido (Wells
et al., 1987), sendo posteriormente descrita em
outros paises (Cachin et al., 1991; Denny et al.,
1992; Agerholm et al.,, 1993; Kaaden et al.,
1994; Coulthart et al., 2003; Heres et al., 2007;
Richt et al., 2007).

O agente causal da EEB é uma proteina
denominada prion (PrP%%), que quando
introduzida no organismo interage com sua
isoforma celular normal (PrP), promovendo
uma alteracdo conformacional que a torna
resistente a proteases, com conseqlente
acumulo e lesdo celular, sem inducdo de
resposta inflamatéria (Stahl & Prusiner, 1991;
Prusiner, 1998). Logo, as lesbes desencadeadas
sdo especificas e caracterizam-se por alteracdes
degenerativas  espongiformes, simétricas e
bilaterais na substancia cinzenta do SNC,
devido a vacuolizagdo neuronal e do neurdpilo
adjacente (Davis et al., 1991; Hamir et al., 2001;
Gavier-Widen et al., 2005).

A EEB tem periodo de incubagdo prolongado,
podendo variar de dois a oito anos (van Keulen
et al., 2008). A doenga cursa com alteracoes
comportamentais, da sensibilidade e locomocéo,
como agressividade, hiperestesia, reagdo
exagerada a estimulos externos, desequilibrio e
alteracéo postural (Davis et al., 1991).

A partir de 1996, a descricdo de uma variante da
Doenca de Creutzfeldt-Jacob (vCJID) no Reino
Unido, acometendo humanos jovens, foi
relacionada a EEB. Entre os fatores que
contribuiram para tal relacdo, estavam o periodo
de incubacdo e o fato da vCID s6 ser
diagnosticada em paises com descricdo anterior
de EEB (Trevitt e Singh, 2003). Logo, a
possibilidade de transmissdo entre espécies,
sendo uma zoonose, levou as autoridades
sanitarias internacionais a solicitarem dos paises
exportadores de  carne  bovina, que
apresentassem evidéncias de que seus rebanhos
eram livres de tal enfermidade (Barros e
Marques, 2003).

Diante disso, apesar de ndo haver relatos de
EEB no Brasil, 0o MAPA instituiu um sistema de
vigilancia epidemiolégica, com o intuito de
preservar o rebanho e a saude publica nacional,



atendendo as exigéncias internacionais (Brasil,
1997; Barros e Marques, 2003). Dentre as
medidas previstas nesse sistema estdo: a
restricdo a importacéo de animais susceptiveis e
seus produtos quando originarios de paises de
risco; o rastreamento de animais importados
desses paises em territorio nacional; a restrigdo
do uso de produtos de origem animal na
formulacdo de alimentos destinados aos
ruminantes; e a analise do SNC de ruminantes
com sinais neuroldgicos (coleta a campo),
importados e provenientes de matanca de
emergéncia em frigorificos com inspecéo oficial
(Brasil, 2002a; Brasil, 2002c; Barros e Marques,
2003; Brasil, 2004a; Brasil, 2004b; Brasil,
20084a; Brasil, 2008b).

Até 0o momento, ndo existem provas
disponiveis, validadas internacionalmente, para
0 diagnostico da EEB in vivo. O diagnéstico
post mortem é realizado utilizando-se as
técnicas de histopatologia e IHQ, oficialmente
preconizadas. A microscopia, visualiza-se as
lesbes degenerativas espongiformes,
caracterizadas pela vacuolizacdo de neurdnios e
neuropilo, mais evidentes em fragmentos de
bulbo, na regido do 6bex (Davis et al., 1991;
Brasil, 2002c; Barros e Marques, 2003; Brasil,
2004a; Gavier-Widén et al., 2005; van Keulen et
al., 2008).

2.3. Alteracdes circulatorias

As alterag@es circulatorias no SNC de bovinos
sdo comuns, podendo ser desencadeadas por
traumas, processos inflamatérios, agentes
toxicos e agentes infecciosos, como a Babesia
bovis (Summers et al., 1995).

Macroscopicamente, o exame do SNC pode
evidenciar hiperemia e hemorragias de
leptomeninge, que também podem  ser
observadas histopatologicamente (Summers et
al., 1995).

2.3.1. Babesiose cerebral

A babesiose bovina é causada, no Brasil, por
Babesia bovis e B. bigemina, sendo transmitida
pelo carrapato  Ripicephalus  (Boophilus)
microplus. Porém, especificamente na infeccao
por B. bovis, pode ocorrer sequestro de
eritrocitos  parasitados nos capilares da

substancia cinzenta do encéfalo, provocando
manifestacdo clinica neuroldgica conhecida
como babesiose cerebral (Patarroyo et al.,
1982).

Macroscopicamente, o cortex telencefalico de
bovinos acometidos apresenta uma coloragdo
roseo-cereja, que por muitos € considerada
patognomdnica, decorrente da congestdo das
leptomeninges (Rodrigues et al., 2005).

O diagnostico da babesiose cerebral, baseia-se,
além da macroscopia, na andlise de esfregacos
ou de cortes histoldgicos de SNC, evidenciando
os capilares repletos de eritrdcitos parasitados
por organismos basofilicos, solitarios ou
pareados, de 2 um de didmetro (Rodrigues et al.,
2005).

Casos de babesiose cerebral tem sido descritos
em diversos estados brasileiros. Os animais
afetados normalmente sdo adultos jovens, de
racas puras (principalmente taurinas), estando
0S casos mais concentrados no verdo e apés a
introducdo de bovinos em uma propriedade
(Kessler et al., 1983; Bracarense et al., 1999;
Sanches et al., 2000; Lemos, 2005; Rodrigues et
al., 2005; Almeida et al., 2006; Schild et al.,
2008; Antoniassi et al., 2009; Cémara et al.,
2009; Galiza et al., 2010).

2.4. Alterac0es toxicas

AlteracBes de origem toxica também podem
acarretar sinais neurologicos e o Obito de
bovinos, podendo ser desencadeadas pela
ingestdo de plantas ou contato com substancias
contendo principios téxicos, assim como por
microorganismos  produtores de  toxinas
neurotoxicas.

O uso indiscriminado de pesticidas em bovinos,
de leite e corte, para o controle de parasitas
externos pode culminar com a intoxicacdo dos
animais (Radostitis et al., 2002; Guitart et al.,
2010). Varias sdo as classes de pesticidas, entre
elas: organoclorados (proibido no Brasil),
organofosforados, carbamatos, piretroides e
triaz0is. A sintomatologia apresentada nesses
casos varia segundo o toxico utilizado, sendo os
sintomas neuroldgicos frequentes para a maioria
deles (Castro et al., 2007). Desta forma, a
pesquisa destes componentes toxicos nas
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visceras e sangue dos animais que apresentarem
alteracBes neurolégicas, faz-se necessaria.

A intoxicacdo pela ingestdo de plantas toxicas é,
por vezes, aventada como causa mortis de
bovinos com sintomatologia neurolédgica. As
plantas toxicas causadoras de morte subita
(caracteristica considerada importante  no
diagndstico diferencial de doencas
neurolégicas), como Palicourea marcgravii e
Mascagnia rigida, estdo presentes em Minas
Gerais. Dentre as plantas causadoras de
alteracBes neuroldgicas, a Equisetum spp é
descrita no Estado, porém com raros relatos em
bovinos, sendo mais comum a intoxicacdo de
equinos. O diagndstico desse tipo de intoxicagdo
é dificil de ser realizado, considerando a
sintomatologia inespecifica e a necessidade de
visualizagdo da planta no ambiente e no
organismo do animal (Riet-Correa e Medeiros,
2001; Melo, 2006).

A intoxicagdo por amonia, absorvida apls a
fermentagdo rumenal da uréia ingerida em
elevadas concentragdes, tem sido relatada em
bovinos, relacionada ao uso indiscriminado
desse suplemento alimentar. Apesar de
esporddica, esse tipo de intoxicacdo
normalmente apresenta elevada morbidade e
mortalidade, com um curso clinico superagudo,
desencadeando sintomatologia neurolégica. Seu
diagnostico pode ser realizado pela observagéo
dos animais associada ao histérico, e quando
possivel, avaliacdo dos niveis séricos dessa
substancia (Antonelli et al., 2004; Santos, 2005;
Antonelli et al., 2009).

Dentre as alteragBes tOxicas que acometem o
sistema nervoso de bovinos, o botulismo é
frequentemente relatado Lobato et al., 1995;
Riet-Correa et al., 1998; Sanches et al., 2000;
Dutra et al., 2005; Lemos, 2005; Costa et al.,
2008; Lobato et al., 2008; Galiza et al., 2010).

2.4.1. Botulismo

O botulismo é uma doenga neuroparalitica,
causada por uma potente toxina produzida pela
bactéria Clostridium botulinum. Esse agente
apresenta sete sorotipos (A a G), sendo as
neurotoxinas Cl1 e D, responsaveis pelo
botulismo em bovinos e outros animais
domésticos (Souza, 1985).
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E uma enfermidade amplamente disseminada no
Brasil, com relatos em S&o Paulo, Minas Gerais,
Rio Grande do Sul, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul e Paraiba. Estd comumente relacionada a
ingestdo  de  alimentos  (principalmente
osteofagia) ou agua contaminados, ocasionando
alta morbidade e mortalidade, com grandes
perdas para a pecuaria (Lobato et al., 1995;
Riet-Correa et al., 1998; Sanches et al., 2000;
Dutra et al., 2005; Lemos, 2005; Costa et al.,
2008; Lobato et al., 2008; Galiza et al., 2010).

Ndo ha alteragbes macro e microscopicas
evidentes no sistema nervoso, sendo seu
diagndstico baseado no histérico (osteofagia
e/ou deficiéncia na mineralizacdo dos animais),
associado a sintomatologia (paralisia flacida dos
membros com manutencéo da consciéncia) e na
pesquisa da toxina botulinica em amostras
refrigeradas de visceras dos animais acometidos
(Baldassi et al., 1991; Dutra et al., 2001; Dutra
et al., 2005; Costa et al., 2008). O diagnoéstico
laboratorial comumente é realizado pela técnica
de soroneutralizagio em  camundongos,
apresentando baixa frequéncia de positividade,
0 que torna o diagnéstico clinico-
epidemioldgico ainda mais importante (Baldassi
etal., 1991).

2.5. Alterac6es congénitas

As alterages congénitas do sistema nervoso de
bovinos tém ocorréncia esporadica no Brasil,
com descricdes na Paraiba e Rio Grande do Sul,
afetando principalmente fetos e animais jovens,
gerando perdas reprodutivas importantes (Riet-
Correa et al., 1998; Sanches et al., 2005; Guedes
et al., 2006; Dantas et al., 2010; Galiza et al.,
2010; Macédo et al., 2011; Oliveira et al.,
2011).

Dentre as alteragfes congénitas que afetam o
SNC de bovinos, podemos citar: abiotrofia
cerebelar, porencefalia, hipomielinogénese,
desmielinizacdo, hidrocefalia e hipoplasia
cerebelar (Summers et al., 2005).

As alteragdes congénitas podem  estar
relacionadas a causas infecciosas ou ndo. A
hipoplasia cerebelar, por exemplo, é associada a
infeccdo pelo virus da diarréia viral bovina
(BVD). Causas nao-infecciosas incluem genes
autossdOmicos recessivos e ingestdo de plantas



toxicas (Summers et al., 2005; Guedes et al.,
2006; Pavarini et al., 2008).

As alteragBes congénitas, devido a idade de
ocorréncia e sinais clinicos/macroscépicos
apresentados, podem ser passiveis de
diagndstico clinico e/ou a necropsia, e, por
vezes, ndo sdo submetidas ao diagnostico
laboratorial (Summers et al., 1995; Koestner e
Jones, 2000; Barros et al., 2006).

2.6. AlteracOes neoplésicas

As alteragBes neoplasicas ocorrem em diversas
espécies, sendo mais comumente relatadas em
animais jovens ou idosos. Em bovinos, a
descricdo de neoplasias do sistema nervoso €
rara, ndo s6 devido a ocorréncia, mas também a
baixa frequéncia diagndstica (Sanches et al.,
2000; Lemos, 2005; Viott et al., 2007; Ramos et
al., 2008).

Dentre as neoplasias do sistema nervoso
podemos citar: astrocitoma, oligodendroglioma,
ependimoma, papiloma e carcinoma do plexo
coroide, gangliocitoma, ganglioglioma,
neuroblastoma, meduloblastoma, meningioma,
schwanoma, paraganglioma e ganglioneuroma
(Summers et al., 2005).

O diagnostico dos tumores no SNC, assim como
em outros tecidos, pode ser realizado pela
avaliacdo macro e microscdpica da area afetada.

Diante do exposto, o diagnéstico diferencial das
enfermidades do sistema nervoso de bovinos em
Minas Gerais torna-se necessario pelos sinais
clinicos semelhantes, escassez de informagdes e
devido a importancia crescente  dessas
enfermidades na pecuaria brasileira.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras

Todas as amostras consideradas no trabalho
foram provenientes de bovinos que morreram
ou foram sacrificados ap6s sintomatologia
neuroldgica. As amostras foram coletadas em
Minas Gerais por médicos veterinarios
autbnomos ou oficiais e encaminhadas ao
LSA/IMA, acompanhadas de um formulario
(Anexo 1) contendo as informacdes referentes a

cada amostra, conforme preconizado por Barros
e Marques (2003). A execugdo das técnicas
laboratoriais foi dependente do tipo de amostra
encaminhada e do método de conservagdo da
mesma, ou Seja, nem sempre a mesma amostra
foi avaliada por todas as técnicas previstas.

3.2. Imunofluorescéncia direta e
prova bioldgica para o diagnostico da
raiva

Um estudo retrospectivo e prospectivo das
amostras refrigeradas de SNC, submetidas aos
exames de IFD segundo preconizado por Dean
et al. (1996) e PB conforme Koprowski (1996),
no LSA/IMA, durante o periodo de 2003 a
2010, foi realizado, sendo avaliadas a:

- frequéncia de positividade;

- distribuicdo da frequéncia de positividade
segundo sexo, idade, ragca e tipo de morte
(sacrificio ou morte natural);

- distribuicdo da frequéncia de positividade
segundo os fragmentos do SNC analisados
(cérebro, hipocampo, cerebelo, talamo, tronco
encefélico e medula cervical).

3.3. Histopatologia

Um estudo retrospectivo e prospectivo das
amostras de SNC fixadas em formol a 10%,
recebidas durante o periodo de 2004 a 2010,
processadas pela técnica rotineira de inclusdo
em parafina, submetidas a microtomia seriada e
coloracdo pela técnica da hematoxilina-eosina —
HE, no LSA/IMA, (Prophet et al., 1992), para
avaliagdo microscopica e determinagdo do
diagndstico  morfolégico das  alteracOes
encefalicas, foi realizado, sendo avaliadas a:

- frequéncia de diagndsticos morfolégicos
segundo a seguinte classificagdo: alteracfes
inflamatorias (supuradas e ndo supuradas),
circulatorias, degenerativas, neoplasicas,
congénitas ou do desenvolvimento, e sem
alteracOes histopatoldgicas significativas;

- frequéncia de diagnosticos etioldgicos e/ou

conclusivos, confirmados ou ndo pelos métodos
de histoquimica ou PCR;
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- distribuicdo de frequéncia das alteracOes
morfologicas e/ou diagnosticos etioldgicos
segundo as caracteristicas do animal (sexo,
idade, raca e tipo de morte);

- distribuicdo de frequéncia das alteracOes
morfologicas e/ou diagnosticos etioldgicos
segundo os fragmentos encefalicos avaliados
(cérebro, cerebelo, ganglio de Gasser, rete
mirabile epidural rostral, hipdfise, talamo,
tronco encefalico e medula cervical).

3.4. Histoquimica

Cortes histolégicos de amostras submetidas a
andlise histopatoldgica e que apresentaram
alteragbes  morfologicas  sugestivas  de
tuberculose (meningoencefalite granulomatosa)
foram submetidas a coloragdo de Ziehl-Nielsen,
no setor de Patologia da EV-UFMG, (Prophet et
al., 1992) para evidenciacdo de bacilos alcool-
acido resistentes. Um estudo retrospectivo e
prospectivo desses achados de histoquimica foi
realizado, correlacionando-os aos achados de
histopatologia.

3.5. Reacdo em cadeia pela
polimerase

Todas as amostras refrigeradas de SNC do
periodo de 2009 e 2010, negativas para raiva
(previamente submetidas & IFD e PB), foram
submetidas a reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR) para deteccdo dos seguintes agentes:
BoHV-1, BoHV-5, SuHV-1, OvHV-2, L.
monocytogenes e H. somni.

As amostras de SNC foram maceradas, sendo
uma aliquota de 7 mL do homogeneizado
suspensa em 2 mL de PBS 1X, clarificada a
3.100 x g a 4°C, por 10 minutos e submetida a
extracdo de DNA pela silica conforme Boom et
al. (1990) para posterior deteccdo dos agentes
virais. Outra aliquota (100 upL) do
homogeneizado foi submetida a extracdo de
DNA pelo método do tiocianato de guanidina
conforme Pitcher et al. (1989) para posterior
deteccdo de 4&cido nucléico dos agentes
bacterianos. O DNA total extraido foi analisado
e quantificado em espectrofotdmetro (Bio-Rad,
modelo SmartSpecTMPIlus, USA) apés diluicdo
1:50 em &gua ultrapura estéril livre de RNAse-
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DNAse, sendo a concentragdo de DNA
padronizada entre 100 e 500 pg/mL para a
reagdo. Todas as amostras de DNA foram entdo
submetidas a PCR para p-actina (primers - 5'-
TCAAGGAGAAGCTCTGCTACGTG-3' e 5-
TTGCCGATGGTGATGACCT-3> — 121pbh)
com o objetivo de avaliagdo da viabilidade.

Apobs todo o processo, 0 DNA total extraido
pela silica foi encaminhado ao Laboratério de
Biologia Molecular do Laboratério Nacional
Agropecuério de Minas Gerais (Lanagro-MG)
para execucdo do PCR multiplex para detecgdo
de BoHV-1, BoHV-5, SuHV-1, OvHV-2,
conforme descrito por Fonseca Jr. et al. (2011).

O DNA extraido pelo método do tiocianato de
guanidina foi submetido a PCR para deteccdo de
L. monocytogenes e H. somni no laboratorio de
Patologia Molecular da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais (EV-
UFMG), utilizando as sequéncias de primers
descritas na Tabela 1. A PCR foi executada em
termociclador (NyxTechnik®) com parametros
especificos para cada agente e a analise dos
produtos foi realizada por eletroforese em gel de
agarose 2,0%, corado com brometo de etideo
(1,0 mg/mL) & temperatura ambiente sob
voltagem constante (100 V) e observados em
transluminador ultravioleta. A identificacdo e
quantificagdo do tamanho do produto
amplificado foi realizada através da comparagdo
visual entre 0 amplicon e o padrdo molecular
Ladder 100 pb (Invitrogen) (Sambrook et al.,
1989).

Os seguintes controles positivos foram
utilizados: DNA extraido de cepa ATCC 191/5
de L. monocytogenes (cedida pelo Prof. Andrey
Pereira Lage do Departamento de Medicina
Veterinéria Preventiva da EV-UFMG) e DNA
extraido de cultura de H. somni isolada de
epididimite ovina (3384Y — cedida pelo Dr. R.
L. Walker, University of California at Davis).

Os resultados foram avaliados quanto a
frequéncia de positividade para cada agente
segundo as caracteristicas do animal (sexo,
idade, raca e tipo de morte) e origem da
amostra, sendo, quando possivel,
correlacionados aos resultados de
histopatologia.



Tabela 1. Primers utilizados nas PCR para deteccdo dos agentes bacterianos.

Agente Gene Sequéncia (5°—3’) Produto (pb)  Referéncias
Listeria TGTAAACTTCGGCGCAATCAGTGAA Boving et
Lmo-s 119 pb | 2009
monocytogenes GCTTTGCCGAAAAATCTGGAAGGTC al.,
GAAGGCGATTAGTTTAAGAG
Histophilus somni 16S 313 pb Slaugggr; et
ACTCGAGCGTCAGTATCTTC al.,

3.6. Exame toxicoldgico

Amostras refrigeradas de SNC, que foram
enviadas acompanhadas de figado e rins
(minimo de 100 gramas de cada viscera), além
de alimentos, coletadas no periodo de 2009-
2010, negativas para raiva, foram submetidas a
analise  toxicoldgica no laboratério de
Toxicologia da EV-UFMG. Os toxicos
investigados foram: organoclorados (aldrin,
dieldrin,  endrin, BHC, DDT, HCB,
endossulfano, heptacloro, heptacloro epoéxido,
lindano, metoxicloro, mirex, dicofol),
organofosforados (malation, paration etilico,
paration metilico), carbamatos (carbendazin e
seus produtos de metabolismo, benomil,
thiofanato metil), cloroalquil tiofungicidas
(captan, folpet), triazéis (ciproconazol,
clorotalonil,  difenoconazol,  propiconazol,
tebuconazol), piretroides (betaciflurina,
bifentrina, cipermetrina, deltametrina,
fenpropatrina, fenvalerato, lambdacialotrina,
permetrina), 0 composto misto (propargita) e os
compostos amoniacais (uréia). Os métodos de
analise utilizados foram a cromatografia gasosa,
associada a espectrometria de massa com
monitoramento iénico e a cromatografia liquida
de alta eficiéncia conforme descrito por Toledo
et al. (1998). As amostras foram avaliadas
guanto a frequéncia de positividade para cada
toxico segundo as caracteristicas do animal
(sexo, idade, raca e tipo de morte) e origem.

3.7. Pesquisa de toxina botulinica por
soroneutralizacdo em camundongos

Amostras refrigeradas de figado, rins e conteldo
intestinal, coletadas no periodo de 2009-2010, e

encaminhadas juntamente com SNC que testou
negativo para raiva, foram submetidas a
pesquisa de toxina botulinica no Setor de
Clostridioses do Lanagro-MG. A técnica
utilizada foi a  soroneutralizacdo em
camundongos conforme metodologia descrita
por Sebald e Petit (1997). As amostras foram
avaliadas quanto a frequéncia de positividade
segundo caracteristicas do animal (sexo, idade,
raca e tipo de morte) e origem.

3.8. Analise estatistica

Os dados obtidos apds andlise pelas vérias
técnicas  apresentadas  foram  avaliados
utilizando-se estatistica descritiva e teste exato
de Fisher para comparacdo da frequéncia de
positividade das amostras.

As andlises estatisticas foram realizadas
utilizado o programa computacional Instat
(Graphpad Instat®).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Perfil das amostras
encaminhadas para analise
laboratorial

Durante o periodo de 2003 a 2010 foram
encaminhadas 3.880 amostras de bovinos com
sinais neurologicos ao LSA/IMA para analise.

Avaliando as caracteristicas relacionadas aos
animais, houve predominio de fémeas
(2.614/3.880 — 67,37%) e de bovinos mesticos
(1.849/3.880 — 47,7%). Animais acima de 24
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meses, idade minima necessaria para inclusdo
no sistema oficial de vigilancia epidemioldgica
das EETs (Brasil, 2002a), corresponderam a
55,5% (2.152/3.880), sendo 860 animais com
idade entre 4 e 7 anos (categoria de maior
incidéncia da EEB). Bovinos apresentando
morte natural foram mais frequentes (80,59% -
3.127/3880) do que sacrificados, o que €
desejavel para o sucesso no diagndstico de
algumas enfermidades que acometem o SNC de
bovinos.

Quanto a origem, o0s bovinos eram provenientes
de 565 cidades do Estado. O numero de
amostras enviadas por municipio foi variavel,
sendo que apenas um municipio, Carmo do Rio
Claro, enviou 105 amostras, enquanto 26,01%
(147/565) dos municipios enviaram apenas uma
amostra para analise durante todo o periodo
avaliado. Além disso, considerando que Minas
Gerais tém 853 municipios, conclui-se que
33,76% dos municipios ndo enviaram amostras
ao servico de defesa sanitaria animal de 2003 a
2010. Estudos adicionais relacionados a esses
indices sdo necessarios, como a avaliacdo de
possiveis fatores relacionados a escassez de
amostras de determinados municipios.

Ao avaliar o método de conservacdo do SNC
(Figura 1), apenas 33,87% (1.314/3.880) do
total de amostras foram encaminhadas em gelo e
formol a 10%, permitindo a realizacéo de todas
as analises previstas pelo sistema de vigilancia
da raiva e das EETs (Barros e Marques, 2003).
A maioria das amostras enviadas, 65,44%
(2.539/3.880), estava sob  refrigeracéo.
Considerando-se que o sistema de vigilancia da
raiva foi regulamentado no Brasil em 1976
(Brasil, 1976) e que a determinacdo do envio de
amostras encefalicas em formol a 10% sé
ocorreu em 2002 (Brasil, 2002b), o predominio
de amostras refrigeradas pode ser parcialmente
justificado pela préatica rotineira adquirida ao
longo dos anos pelos veterinarios de campo de
enviar apenas material sob refrigeracdo. Tais
fatos requerem estudos adicionais no intuito de
definir estratégias para incrementar o envio de
amostras com ambos o0s métodos de
conservacao.

Outro achado relevante é a diminuicéo gradativa

no numero de amostras enviadas ao LSA/IMA
para analise (Figura 1). Tal tendéncia poderia
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ser decorrente de diminuicdo gradativa das
doengas neuroldgicas de bovinos no Estado,
possivelmente em consequéncia do aumento da
cobertura vacinal contra raiva, clostridioses e
outras enfermidades. Porém, visto que Minas
Gerais detém um rebanho bovino com mais de
22 milhdes de cabegas (Producdo, 2008),
mesmo uma reducdo drastica na incidéncia das
referidas enfermidades, ndo culminaria com
uma diminuicdo tdo acentuada no namero de
amostras de bovinos com O&bito devido a
sindrome neurolégica. Sugere-se entdo, que
estudos sejam realizados para identificar os
fatores desencadeantes de tal tendéncia e que
medidas sejam tomadas no intuito de estimular
0 envio de material para diagndstico
laboratorial.

Os veterinarios do servico de defesa oficial
foram responsaveis por 55,44% do total de
coletas realizadas. No primeiro ano analisado,
66,14% (461/697) das amostras foram enviadas
por veterindrios do servico de defesa oficial.
Porém, o envio de amostras por veterinarios
autbnomos apresentou um aumento relativo,
culminando com a supremacia desse tipo de
coleta a partir de 2009 (Figura 2). Desde 2004,
veterinarios autbnomos de Minas Gerais tém
sido treinados, através do “Curso de treinamento
em métodos de diagndstico e controle da
brucelose, tuberculose e de nogdes sobre
Encefalite Espongiforme Bovina” promovido
pelo MAPA, na coleta e remessa de amostras de
SNC para diagndstico de enfermidades
neurolégicas, o que pode ter contribuido para
esse aumento relativo na remessa de amostras
por essa categoria.

4.2. Diagnostico da raiva bovina

Durante o periodo estudado, 3.852 amostras
foram avaliadas pelas técnicas de IFD e PB,
sendo 40,88% positivas para raiva (1.575/3.852
amostras). Dentre as positivas, 302 foram
avaliadas também pela histopatologia.

Ao avaliar as caracteristicas relacionadas aos
animais, esse resultado ndo sofreu influéncia do
sexo (42,38% machos positivos x 40,09%
fémeas positivas). Bos taurus  taurus
apresentaram maior frequéncia de positividade
que Bos taurus indicus (33,13% taurinos x
19,46% zebuinos).
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Figura 1 — Distribui¢do temporal das 3.880 amostras de bovinos com sindrome neurol6gica enviadas ao
LSA/IMA de 2003 a 2010 de acordo com o método de conservagéo.
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Figura 2 — Frequéncia anual das amostras de bovinos com sinais neurolégicos enviadas ao LSA/IMA de

2003 a 2010 segundo o responsavel pela coleta.

Considerando-se as racas mais frequentes no
estudo (Anexo Il), a nelore apresentou menor
frequéncia de animais positivos que a holandesa
e 0s animais girolando (5/8 holandés + 3/8 gir)
foram os de maior positividade, igualando-se
aos mesticos (Tabela 2). Essa variagcdo de
positividade encontrada entre as ragas pode

estar relacionada aos diferentes tipos de criagdo
e manejo, principalmente, considerando-se a
maior positividade dos animais mesticos e
girolando sobre as racas puras.

Avaliando-se a faixa etaria, animais até um més
e acima de 49 meses apresentaram menor
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frequéncia de positividade (Tabela 2).
Considerando-se que, a vacinagdo para raiva
tem periodicidade anual (Brasil, 2002b) e a
natureza protéica complexa do virus torna-o
bom indutor de resposta imune (Kotait et al.,
1998), a menor positividade de bovinos acima
de 49 meses poderia ser justificada pela maior
frequéncia de vacinacdo com o avancar da
idade. Além disso, a capacidade de transferéncia
de imunidade da vaca ao bezerro através do
colostro (Brambell, 1958) pode justificar o
resultado apresentado pelos animais até um més
de idade. Os bezerros de 2 a 12 meses foram os
de maior frequéncia de positividade, o que pode
ser reflexo da ndo vacinacdo desses animais,
devido ao nascimento entre as campanhas de
vacinacdo anuais. Outro achado relevante foi
que essa distribuicdo da faixa etaria alterou-se
guando avaliada em cada ragca citada
anteriormente (Tabela 2), o que sugere um
efeito conjunto entre raca e idade sobre a
frequéncia de positividade para raiva na
populacédo estudada.

O tipo de morte influenciou o resultado da IFD,
com 0s animais sacrificados apresentando
menor positividade (33,41% - 141/422) que 0s
bovinos com morte natural (41,15% -
1.286/3.125), o que se torna equivalente na PB.
Esses resultados corroboram achados anteriores
(Germano et al., 1977).

Segundo recomendacdo do MAPA (Barros e
Marques, 2003), o tronco encefalico, composto
por mesencéfalo, ponte e bulbo, deve ser
encaminhado integro e conservado em formol a
10%, para analise histopatoldgica. Porém, a
avaliagdo da composicdo da amostra (Tabela 3)
revelou que a porcentagem de amostras
formolizadas que continham tais fragmentos foi
variavel, com auséncia ou falta de integridade
do tronco encefdlico em parte das amostras
avaliadas. O bulbo, fragmento de eleigéo para o
diagndstico da EEB (Barros e Marques, 2003),
foi enviado em 57,61% das amostras
refrigeradas para diagndstico da raiva e néo
estava presente em 35,43% das conservadas em
formol. Tal achado requer especial atencéo,
exigindo maior divulgacdo aos veterinarios para
a necessidade da remessa do bulbo em formol a
10%. A execugdo das técnicas de histopatologia
e IHQ, exames de elei¢do para o diagnostico da
EEB sdo feitas somente em fragmentos
enviados formolizados (Barros e Marques,
2003). Além disso, a presenga do cérebro ou do
cérebro e cerebelo na maioria das amostras
refrigeradas ou formolizadas, respectivamente,
reflete coleta ainda direcionada para fragmentos
destas regides sem priorizar coleta sistemética
de diversas regides do encéfalo, fundamental
para o diagnostico definitivo das diversas
afeccbes do SNC de bovinos.

Tabela 2. Frequéncia de amostras positivas para raiva bovina na defesa sanitaria de Minas Gerais de 2003

a 2010 de acordo com idade e raca.

RACA IDADE (%)*

ATEO01 MES  02-12 MESES  13-48 MESES > 49 MESES TOTAL™

HOLANDES 0,00 (0)° 49,38 (40)° 50,00 (78)* 15,38 (20)° 36,08 (140)°

NELORE 33,33 (1)° 30,00 (36)° 15,05 (45)° 10,00 (8)° 17,49 (92)°

GIROLANDA 66,67 (2)* 58,77 (67)° 53,18 (117)? 31,65 (50)° 47,67 (245)%

MESTICOS 26,32 (5)° 61,35 (300)° 48,60 (435)°  34,73(132)° 48,62 (898)
TOTAL™ 23,53 (8)° 53,86 (932)* 42,81 (1.794)° 26,00 (896)° -

4 valores seguidos de letras diferentes nas mesmas linhas ou coluna (total para raca) apresentam diferenca

significativa (p<0,01)

* Valores entre parénteses representam o nimero absoluto de amostras positivas para raiva.
** Qs valores totais de cada raga ou idade sdo maiores que os valores por idade ou raga somados, pois ha amostras

sem informagdes referentes & idade ou raga.
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Tabela 3. Frequéncia de regides do SNC na composi¢do das amostras de bovinos enviadas ao servico de
defesa sanitaria de Minas Gerais de 2003 a 2010, conservadas sob refrigeracéo e em formol a 10%.

REGIOES DO SNC

METODO DE CONSERVACAO (%)*
AMOSTRAS REFRIGERADAS

AMOSTRAS EM FORMOL A 10%

Cérebro 98,31 (2150)
Cerebelo 67,26 (1471)
Hipocampo 72,47 (1585)
Ganglio trigeminal 0,0004 (1)
Talamo 0,69 (15)
Mesencéfalo 0,00 (0)
Ponte 0,00 (0)
Bulbo 57,61 (1260)
Medula cervical 4,80 (105)

77,15 (233)
78,48 (237)
0,99 (3)
18,21 (55)
30,13 (91)
52,65 (159)
65,23 (197)
64,57 (195)
10,26 (31)

* Valores entre parénteses representam o nimero absoluto de amostras contendo cada fragmento especificado.

O numero de fragmentos de diferentes regides
do SNC enviados em cada amostra influenciou
significativamente o diagnostico da raiva. N&o
houve diferenga significativa na frequéncia de
positividade entre os diferentes fragmentos
avaliados pela IFD e PB, contudo, amostras
compostas por cérebro associado a trés ou mais
fragmentos apresentaram maior frequéncia de
positividade do que as amostras contendo
cérebro associado a dois ou menos fragmentos
de outras regides do SNC nestes testes (Figura
3). Segundo preconizado por Barros e Marques
(2003), a calota craniana deve ser aberta em sua
totalidade, seccionando o0s o0ssos frontal,
temporal e occipital, 0 que permite a exposic¢éo
de todo o encéfalo para coleta adequada dos
fragmentos. Tal procedimento exige tempo,
esforco e equipamentos especificos (serra
comum, cutelo e tesoura). Durante a coleta a
campo, 0s veterinarios nem sempre tem a
disposicdo equipamentos para tal feito,
executando a abertura somente do osso frontal
(mais delgado). Porém, esta abertura permite
somente a coleta do cérebro, prejudicando a
composicao da amostra e podendo comprometer
o diagndstico final.

Na histopatologia, cerebelo, tadlamo, tronco
encefédlico e medula cervical apresentaram
maior frequéncia de corpasculos de Negri
(Figura 4a) que cérebro, hipocampo e ganglio

trigeminal (Tabela 4). Esse achado corrobora
parcialmente  trabalhos  anteriores,  que
descreveram maior frequéncia de corpusculos
de Negri no cerebelo (Langohr et al., 2003;
Pedroso et al., 2009) e ganglio trigeminal (Rech
et al. 2006; Pedroso et al., 2009). Esta diferenca
nos resultados pode ser justificada pela maior
ndmero de animais avaliados neste trabalho. O
infiltrado inflamatério ndo supurado (Figura
4b), comum em infecgdes virais no SNC
(Langohr et al., 2003), foi menos frequente no
cérebro, que nos demais fragmentos avaliados
(Tabela 4).

Semelhante ao observado nos testes IFD e PB, o
namero de amostras com diagndstico conclusivo
para raiva foi maior quando o cérebro foi
analisado associado a mais fragmentos de SNC
no exame histopatolégico (Tabela 5). Além
disso, a sensibilidade da histopatologia em
amostras contendo apenas cérebro (27,27% - 3
diagnosticos conclusivos em 11 amostras
avaliadas) foi extremamente menor do que nas
amostras compostas por cérebro associado a
quatro ou mais fragmentos de diferentes regides
do SNC (81,65% - 89 diagndsticos conclusivos
em 109 amostras avaliadas). Estes dados
reforcam a importancia da coleta de vérias
regides do SNC de bovinos tanto em gelo
quanto em formol a 10% para obter sucesso no
diagndstico laboratorial.
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Figura 3. Frequéncia de positividade para raiva bovina pela IFD e PB segundo a composicdo da
amostra refrigerada. Colunas seguidas de letras diferentes apresentam diferenca significativa (p<0,05).

Tabela 4. Frequéncia das alteragBes histopatoldgicas sugestivas de raiva nas diferentes regides do SNC.

ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS (%)
REGIOES DO SNC

SEM ALTERACOES INFLAMACAO CORPUSCULOS
SIGNIFICATIVAS NAO SUPURADA DE NEGRI

Cérebro 35,622 55,36" 35,19°
Cerebelo 21,10° 67,51° 53,582
Hipocampo 66,672 - 33,33"
Ganglio trigeminal 14,55 85,45% 16,36°
Talamo 13,19™ 79,12° 45,05%
Mesencéfalo 9,43 88,05 47,802
Ponte 5,58° 89,842 52,792
Bulbo 6,67 88,722 49,242
Medula cervical 9,68" 67,74° 45,16

* Valores seguidos de letras diferentes nas colunas apresentam diferenca significativa (p<0,05)
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Figura 4. Bovino, cerebelo e tronco encefalico, alteracBes histopatoldgicas compativeis com infeccao
pelo virus da raiva. a — Corpusculo de Negri (seta) em célula de Purkinje do cerebelo. b — Infiltrado
inflamatério ndo supurado, perivascular, intenso (manguito perivascular) em fragmento de ponte. HE,
40X.

Tabela 5. Frequéncia de diagnosticos conclusivos para raiva bovina pela histopatologia de acordo com a
composic¢do da amostra em formol a 10%.

HISTOPATOLOGIA

COMPOSIGCAO DA AMOSTRA .
SENSIBILIDADE (%)

Cérebro 27,27 (3)°

Cérebro + 1 fragmento aleatério de SNC 60,71 (17)*
Cérebro + 2 fragmentos aleatorios de SNC 69,69 (23)®
Cérebro + 3 fragmentos aleatérios de SNC 69,23 (36)®
Cérebro + 4 ou mais fragmentos aleatérios de SNC 81,65 (89)*

* Valores seguidos de letras diferentes apresentam diferenca significativa (p<0,01)
** Valores entre parénteses representam o numero absoluto de amostras com diagndstico conclusivo para raiva
(presenca do corpusculo de Negri) segundo a composi¢do da amostra.

4.3. Diagnostico histopatolégico do cérebro, cerebelo e tronco encefalico foram os
SNC fragmentos mais frequentes. Conforme ja

discutido, o tronco encefalico, com énfase ao
Durante o periodo de 2004 a 2010, 1.284 bulbo (na altura do Obex), é o fragmento de

eleicdo para o diagnostico das EETs, sendo
recomendado seu envio, integro, em todas as
amostras de bovinos para  analise
histopatolégica (Barros e Marques, 2003).
Porém, os fragmentos de mesencéfalo, ponte e
bulbo, que compdem o tronco, foram
encaminhados  para  histopatologia  em
frequéncias distintas (55,80%, 63,03% e
63,65%, respectivamente) o0 que indica
fracionamento do tronco encefalico, e com

amostras de SNC de bovinos com sinais
neurologicos foram avaliadas pela
histopatologia. Dessas, 302 apresentaram
resultado positivo para raiva pela IFD e/ou PB,
sendo os achados histopatoldgicos ja descritos e
analisados nesse estudo (Topico 4.2).

Avaliando-se as demais amostras (982), quanto
a composicdo (Tabela 6) verificou-se que
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valores bem abaixo dos 100% esperados, 0 que
consequentemente prejudicou o diagnéstico
dessas enfermidades. A medula cervical sé
estava presente em 32 amostras, sendo o0
fragmento menos enviado. Tal achado pode
estar relacionado a desarticulagdo inadequada da
cabeca, com seccdo anterior ao fragmento da
medula cervical, ficando o mesmo juntamente
com o0 restante da carcagca, e, devido a
dificuldade de acesso a mesma, por encontrar-se
no interior da coluna vertebral, formagdo 6ssea
rigida e extensa, de dificil abertura, ndo foi
realizada a coleta.

Considerando-se as alteracfes microscopicas,
verificou-se que 29,53% das amostras
apresentavam  alteracbes  histopatoldgicas
significativas (290/982), sendo possivel a
obtencdo de um diagndstico conclusivo em 50
delas (17,25% - 50/290) (Figura 5). O
diagndstico etioldgico foi determinado, apenas
pela avaliagdo microscdpica, em 40 amostras,
envolvendo virus, bactérias e protozoarios.

Corroborando trabalhos anteriores (Sanches et
al., 2000; Rech, 2007; Galiza et al., 2010), a
auséncia de  alteracBes histopatoldgicas
significativas foi observada na maior parte das
amostras avaliadas (60,18% - 591/982). Esse
resultado pode ser reflexo da coleta de amostras
em animais acometidos por enfermidades que
ndo afetam o SNC, mas que cursam com
sintomatologia neuroldgica; ou coleta e remessa
para analise de regides do SNC nao afetadas.
Considerando as caracteristicas relacionadas aos
animais, a maior parte das amostras sem
alteracBes histopatoldgicas significativas eram
provenientes de fémeas (415/591 - 70,22%) e de
bovinos acima de 24 meses (439/591 — 74,28%),
ndo havendo predominio de raga. Tal achado
corrobora resultados anteriores desse estudo
(Topico 4.1), sendo essas as caracteristicas das
amostras mais frequentemente encaminhadas
para analise. Quanto as caracteristicas
relacionadas a amostra, verificou-se que o
nimero e tipo de fragmentos de SNC que a
compunham néo alteraram esse resultado.

Indmeros  artefatos de autdlise  foram
visualizados em 10,29% (101/982) das amostras
analisadas, sendo considerado um achado
relevante e que prejudicou a avaliagcdo acurada
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dos fragmentos de SNC. Considerando que a
autolise ¢ uma alteragdo post mortem, com
diferentes intensidades (dependentes do tempo e
condicBes entre a coleta e fixacdo da amostra),
podendo mascarar alteracfes ante mortem ou
até mesmo simular lesdes associadas a
enfermidades no  SNC  (principalmente
alteracbes degenerativas) (Rech, 2007), o
diagndstico nessas amostras pode ter sido
prejudicado, contribuindo para a ndo
identificacdo de determinadas enfermidades.

Avaliando-se os diagndsticos morfoldgicos das
amostras com  alteracBes histopatolégicas
(Figura 6), verificou-se que as alteracBes
inflamatorias, classificadas como encefalites,
meningites ou meningoencefalites, foram as
mais frequentes (87,59% - 253/290). Os
processos ndo supurados, envolvendo infiltrado
inflamat6rio mononuclear, foram o0s mais
comuns (91,70% -  232/253). LesOes
degenerativas, classificadas como
polioencefalomalécia, foram a conclusdo em
oito amostras analisadas (2,76% - 8/290). As
alterag@es circulatdrias foram relevantes em 26
bovinos (8,97%), sendo possivel a identificacéo
da causa das mesmas em 34,62%. Alteracdes
congénitas e neoplasicas foram raramente
diagnosticadas, sendo identificado apenas um
caso de cada uma destas alteragdes durante o
periodo avaliado.

Considerando-se as alteracfes histopatoldgicas
em cada fragmento de SNC analisado por
amostra (Figura 7), verificou-se que a auséncia
de alteragdes foi, mais uma vez, o achado mais
frequente (45,67%), seguida das alteragdes
circulatorias, caracterizadas principalmente por
hiperemia associada ou ndo a hemorragias
(23,12%). O segmento formado por hipdfise,
rete  mirabile epidural rostral e géanglio
trigeminal foi o que apresentou a menor
quantidade de alteracbes  microscopicas
significativas. O cerebelo foi o fragmento com
maior frequéncia de artefatos de autdlise
(34,35%), caracterizada comumente pela
conglutinacédo cerebelar — autolise da camada de
células granulares (Summers et al., 1995). As
alteracfes degenerativas foram observadas em
sua maioria no cérebro, caracterizadas por
polioencefalomalacia (82,89%) (Tabela 7).



Tabela 6. Frequéncia das regides do SNC na composi¢cdo das amostras de bovinos enviadas ao servico de
defesa sanitaria de Minas Gerais de 2004 a 2010, para analise histopatolégica.

REGIOES DO SNC

% (valor absoluto)

Cérebro 77,09 (757)
Cerebelo 73,32 (720)
Hipofise 12,02 (118)
Rete mirabile epidural rostral 12,93 (127)
Ganglio trigeminal 14,46 (142)
Talamo 19,96 (196)
Mesencéfalo 55,80 (548)
Ponte 63,03 (619)
Bulbo 63,65 (625)
Medula cervical 3,26 (32)
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Figura 5. Frequéncia de diagndsticos nas amostras de SNC de bovinos com sindrome neuroldgica
enviadas ao LSA/IMA de 2004 a 2010 e analisadas pela técnica de histopatologia.
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Figura 6. Frequéncia dos tipos de diagndsticos morfolégicos nas amostras de SNC de bovinos com
alteracGes histopatoldgicas de 2004 a 2010.
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Figura 7. Frequéncia de alteracBes histopatolégicas nos fragmentos de SNC que compunham as
amostras de bovinos analisadas pelo servico de defesa sanitaria de Minas Gerais de 2004 a 2010.
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Tabela 7. Frequéncia das alteracBes histopatoldgicas segundo os fragmentos analisados de SNC de
bovinos no servico de defesa sanitaria de Minas Gerais de 2004 a 2010.

REGIOES DO SNC % (valor absoluto)

w)
S
) = _—
it - © —
18 % o g g o 3
o o @ o9 @ o 8 c -
2 5 g £ EE & E 3 g 3 % %
e § £ 2 EE T = § & & = o
< |9 © O I g3 % = %’ s
2 ra g g
I 5
Alteracéo 0,00 (0) 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1
congénita ‘ @ © (O 0) 0) 0) (0) © ()
1 20,00 3435 259 282 353 23 1082 1247 9,65 141
Autolise 8) (146 (1) (12) (15) (10) (46) (53) (@41 (6 B
Hiperemia
associada ou 28,34 1551 0,72 041 0,00 4,76 16,75 17,06 16,03 0,41 967
ndo a (74) (1500 (7)) (4  (0) (46) (162) (165) (155) (4)
hemorragias
Malacia e/ou 82,89 3,95 0,00 0,00 0,00 2,63 2,63 3,95 3,95 0,00 76
espongiose (63) ®3) ) () ) 2 2 3) 3) ©)
pel\r/:\afggglﬁgfes 2379 1781 043 071 285 385 1467 1695 1866 028 .,
mononuclearss (67 (128) (8 (9 (20 (@D (103) (119 (13) (2
Manguitos
perivasculares 12,00 13,00 2,00 2,00 2,00 6,00 21,00 21,00 21,00 0,00 100
polimorfo (12) 13 @ (@ @) 6) (1) (1) (21 (0)
nucleares
Neoplasia 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1
1) (0) (0) (0) (0) ) ) (0) (0) ()
hﬁggpﬂ:g[ggf:; 1414 1702 497 55 55 597 1319 1581 1670 110 oo
significativas (270)  (325) (95) (106) (106) (114) (252) (302) (319) (21)
4.3.1. Diagnosticos histopatoldgicos (100%) e com origem em cidades do Triangulo
Mineiro (ltapagipe — dois animais), Sul de
. . Minas (Machado — um bovino e Divisa Nova —
4.3.1.1. Meningoencefalite por dois bovinos) e regido central (Santa Luzia —um
BoHV-5 animal). Todas as amostras apresentavam
_ ) alteracdo inflamatoria no cérebro (mais evidente
5_e|3 ) amostras apallsadas ) apres:entaram no cortex frontal), que se estendia ao cerebelo,
diagndstico  conclusivo  de infeccdo por talamo e tronco encefalico, de forma multifocal

herpesvirus bovino tipo-5 apenas pela avaliagdo
microscopica. Os animais afetados eram em sua
maioria machos (4/6 - 66,67%), com idade entre
07 e 36 meses (adultos jovens), mesticos

e discreta, havendo alteracdo necrotizante
cortical (polioencefalomalacia) em duas delas.
Corpusculos  de  inclusdo  eosinofilicos

31



intranucleares em neurénios e astrdcitos foram
observados em fragmentos de cérebro, mais
evidentes na substancia cinzenta periférica as
areas de malécia, sendo considerados para o
diagnostico conclusivo (Figura 8). Trés dessas
amostras foram analisadas por PCR, porém
somente duas apresentaram resultado positivo
para BoHV-5 (ambas provenientes de Divisa
Nova), sendo que em uma delas houve reacéo
positiva também para BoHV-1 (o que sugere co-
infeccdo). Vale ressaltar que entre os
fragmentos submetidos a PCR, o cérebro estava
presente em todas as amostras, 0 que pode ter
contribuido para essa frequéncia de positividade
(66,67%), devido a patogenia da infeccdo (Diel
et al., 2005) e as alteragcdes histopatologicas
visualizadas.

4.3.1.2. Meningoencefalite
tromboembdlica

Quatro amostras  apresentaram  alteragdes
histopatolégicas compativeis com
meningoencefalite ~ tromboembolica. Trés
bovinos afetados eram fémeas, todos com idade
entre 20 e 84 meses, trés mesticos, originarios
de regides distintas do Estado (Lima Duarte,

Cachoeira Dourada, Brumadinho e Jodo
Pinheiro). A avaliagdo macroscdpica dessas
amostras revelou areas multifocais escuras e
friaveis no SNC, mais evidentes no cérebro e
talamo (Figura 9). As alteracBes
histopatolégicas caracterizadas por
meningoencefalite linfo-histiocitaria associada a
vasculite  fibrindide,  trombose,  necrose
adjacente efou abscessos multifocais, foram
visualizadas em diversos fragmentos do SNC,
sendo mais evidentes no cérebro, talamo e
tronco encefalico (Figura 9). Apenas uma
amostra, entre as trés analisadas, apresentou
resultado positivo para H. somni pela PCR,
porém as alteracGes histopatolégicas
visualizadas em todas foram consideradas
fortemente sugestivas de infeccdo por este
agente.

Considerando que as informacdes relativas a
infeccdo por H. somni no SNC de bovinos séo
escassas, sendo os relatos no Brasil baseados
apenas em alteracBes histopatoldgicas, com a
obtencdo de um diagnéstico presuntivo (Lemos,
2005; Galiza et al., 2010), tais achados, com
énfase a amostra que apresentou alteragdes
microscopicas associadas a positividade na
PCR, séo inéditos no pais.

— Manguito perivascular linfo-histiocitario, moderado. b — Malécia da substancia cinzenta,
caracterizada por inimeras células Gitter associadas a hipertrofia do endotélio vascular. HE, 40X. ¢ —
Corpusculo de inclusdo eosinofilico, intranuclear em neurdénio. HE, 100X.
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Figura 9. Bovino, SNC, talamo, alteracbes macro e microscopicas compativeis com meningoencefalite
tromboembolica. a — Fragmento de tdlamo apresentando area focal, extensa, de coloragdo escura e
consisténcia friavel. b — Manguitos perivasculares linfo-histiocitarios, difusos e moderados associados a
vasculite fibrindide e neutrofilica, trombose vascular e necrose do neurépilo adjacente. HE, 20X. ¢ —
Vasculite fibrindide e neutrofilica associada a trombose vascular. HE, 40X.

4.3.1.3. Vasculite fibrinodide da rete
mirabile epidural rostral e outros
vasos do SNC compativel com
infeccéo por OVHV-2

Trés amostras  apresentaram  alteracOes
histopatolégicas caracterizadas por vasculite
fibrindide da rete mirabile epidural rostral
(Figura 10) quadro compativel com infec¢éo por
OvHV-2. Tal alteracdo estava associada a
meningoencefalite ndo supurada, por vezes
necrotizante. Os animais afetados eram duas
fémeas e um macho, com idade entre 14 e 48
meses, dois mesticos e um nelore, originarios do
Sul de Minas (Caxambu e Varginha) e
Triangulo Mineiro (1bid). Duas dessas amostras
tiveram fragmentos de cérebro submetidos a

PCR, apresentando resultado negativo. A ndo
analise de fragmentos da rete mirabile epidural
rostral por PCR pode ter comprometido o
resultado final. Além disso, considerando a
patogenia da infec¢do, onde as lesdes teciduais
sdo desencadeadas pela infiltracdo de
leucécitos, secundaria ao distdrbio imunoldgico
induzido pelo virus, e ndo pela acéo citolitica
direta do mesmo, a deteccdo do agente nos sitios
de lesdo nem sempre é possivel (Liggitt e
DeMartini, 1980)

Outros cinco bovinos apresentaram vasculite
fibrindide de vasos com distribuicdo aleatoria
no SNC associada a meningoencefalite.
Considerando a auséncia de alteragdes
sugestivas de infeccdo por outros patégenos, foi
determinado diagndstico presuntivo de infecgdo
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por OvHV-2. Desses, um apresentou resultado
positivo na PCR. Um achado relevante foi que,
apesar desse resultado positivo, a amostra
continha fragmentos de rete mirabile epidural
rostral sem alteracbes histopatolégicas e a
vasculite do SNC estava associada a
meningoencefalite supurada com abscessos.
Trata-se de uma manifestacdo atipica, porém
passivel de ser desencadeada pelo OvHV-2.

Esses achados, associados a outros relatos na
literatura (Costa, 2007; Costa et al., 2009),
indicam a circulagdo do OvHV-2 em Minas
Gerais, com infeccdo esporadica de bovinos,
sendo a manifestacdo neuroldgica um fator
relevante para o encaminhamento de amostras
para diagnostico.

4.3.1.4. Meningoencefalite ndo
supurada com microabscessos
compativel com infeccdo por Listeria
monocytogenes

Cinco amostras apresentaram  alteragdes
histopatoldgicas caracterizadas por
meningoencefalite ndo supurada associada a
microabscessos multifocais no neurdpilo sendo
considerado o diagndstico presuntivo de
infeccdo  por L.  monocytogenes. A
meningoencefalite  apresentava  distribuicéo
multifocal em diversos fragmentos do SNC,
com microabscessos concentrados no tronco
encefalico.

Figura 10. Bovino, rete mirabile epidural rostral, alteracdes histopatoldgicas compativeis com infeccéo
por OvHV-2. Vasculite fibrindide da rete mirabile epidural rostral, difusa e intensa. HE, 40X.
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Considerando as caracteristicas dos animais,
trés deles eram fémeas, com idade entre 48 e 84
meses (5/5 — 100% animais adultos), de ragas
definidas (um holandés, um nelore e dois
girolandos), provenientes do Sul de Minas
(Oliveira, Itanhandu e Carmo do Rio Claro),
Centro (Pompéu) e Noroeste (Unai). Dessas,
apenas uma foi avaliada por PCR, fragmentos
de cérebro e cerebelo, apresentando resultado
negativo. A auséncia de fragmentos de tronco
encefalico na amostra refrigerada submetida a
PCR pode ter contribuido para tal resultado.
Porém, vale ressaltar que o veterinério
responsavel pela amostra provavelmente enviou
o0 tronco encefalico somente em formol a 10%
para atender as recomendacBes do servico de
defesa oficial (Barros e Marques, 2003).

O histérico desses animais ndo apresentava
informacGes relacionadas ao consumo de
silagem, que é um fator frequentemente
relacionado a listeriose em bovinos. Porém, tal
possibilidade ndo pode ser descartada,
principalmente considerando que o0s animais
afetados eram de ragas com aptiddo leiteira,
provenientes de regibes tradicionalmente
produtoras de leite no Estado e que o uso de
suplementacdo alimentar, a base de silagem
entre outros alimentos, nessas criacdes €
comum.

4.3.1.5. Tuberculose encefélica

Seis amostras de SNC apresentaram, a avaliagdo
macroscopica, espessamento intenso  das
meninges, de multifocal a coalescente (Figura
12). Microscopicamente, verificou-se
meningoencefalite granulomatosa, multifocal a
coalescente, intensa, mais evidente no cérebro
(Figura 12), porém com envolvimento de
cerebelo, tronco encefélico e até mesmo ganglio
trigeminal e seios cavernosos da rete mirabile
epidural rostral (uma amostra) (Figuras 12 e
13). Essas amostras foram submetidas a
coloracdo de Ziehl-Nielsen evidenciando
bacilos &lcool-acido resistentes (BAAR), em
quantidade variavel, intralesionais (Figura 12).
Os achados histopatolégicos e histoquimicos
foram  compativeis com infeccdo  por
Mycobacterium spp; permitindo o diagndstico
conclusivo de tuberculose encefélica. Entre os
bovinos acometidos, quatro eram fémeas

(66,67%), todos adultos (24 a 72 meses),
mesticos (4/6 - 66,67%) ou holandeses (2/6 -
33,33%), provenientes de regifes diversas no
Estado (municipios de Luz, Jodo Pinheiro,
Machado, Andrelandia, Itabirito e Ouro Preto).

Segundo 0 MAPA, o diagnostico preconizado
para essa enfermidade é a tuberculinizacdo,
simples ou comparada, sendo utilizados como
triagem e teste confirmatorio para definicdo do
status sanitario do animal e/ou rebanho (Brasil,
2006). Logo, diante do diagnostico de
tuberculose pela técnica da histopatologia, as
propriedades envolvidas foram oficialmente
notificadas pelo IMA, sendo recomendada a
tuberculinizacdo de todo o  rebanho.
Considerando-se que todas as amostras foram
coletadas em atendimento a foco de doencas
neurolégicas, a auséncia de outras lesdes no
SNC que justificassem a sintomatologia
apresentada pelos animais e a prevaléncia pouco
conhecida da doenca no Estado (Baptista et al.,
2004; Brasil, 2006), a tuberculose pode ser
considerada um  importante  diagndstico
diferencial entre as causas de doengas
neurolégicas em Minas Gerais.

4.3.1.6. Polioencefalomalacia

Oito  bovinos  apresentaram  alteragdes
histopatolégicas degenerativas no  cérebro,
caracterizadas por malacia da substancia
cinzenta com necrose neuronal, células Gitter e
hipertrofia do endotélio vascular (Figura 14),
sendo essa a Unica lesdo relevante, ndo
associada a alteragcBes inflamatorias, o que
permitiu o diagndstico morfologico de
polioencefalomalacia. Entre  os  bovinos
afetados, havia cinco fémeas, (62,5%), seis
jovens e adultos jovens (75% - 8 a 36 meses),
cinco mesticos (62,5%) e seis provenientes das
regides Sul e Tridngulo Mineiro (75%).

Trés dessas amostras foram submetidas a PCR
sendo uma positiva para BoHV-5 e outra para
OvHV-2. O BoHV-5 tem sido relacionado como
desencadeador de polioencefalomalacia em
bovinos, porém comumente associada a
meningoencefalite. Nesse estudo, os fragmentos
avaliados  (cérebro, cerebelo, talamo,
mesencéfalo e ponte) ndo apresentaram
alteragGes sugestivas de processo inflamatério.
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Figura 11. Bovino, SNC, mesencéfalo, alteracdes histopatoldgicas compativeis com infeccdo por
Listeria monocytogenes. Area focal de microabscesso no neurdpilo do tronco encefalico. HE, 40X.

Figura 12. Bovino, SNC, cérebro, alteragdes macro e microscopicas compativeis com tuberculose
encefélica. a — fragmento de cérebro apresentando espessamento intenso e difuso das meninges. b —
Meningoencefalite granulomatosa, difusa e intensa. HE, 20X c¢ — Célula gigante tipo Langerhans
contendo alguns BAAR intralesionais. HE, 100X d — rea¢do granulomatosa caracterizada por inimeras
células gigantes tipo Langerhans associadas a infiltrado linfo-histiocitario e proliferagdo de tecido
conjuntivo fibroso. HE, 40X.
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Figura 13. Bovino, ganglio trigeminal e rete mirabile epidural rostral, alteragbes macro e
microscopicas compativeis com tuberculose encefdlica. a — fragmento de génglio trigeminal
intensamente aumentado de volume, de superficie irregular, coloracdo amarelada e aspecto caseoso. b
— Seios cavernosos da rete mirabile epidural rostral apresentando reacdo granulomatosa, difusa e
intensa. HE, 04X.

Diante disso, pode-se considerar a possibilidade
da polioencefalomalécia ter se desenvolvido
primariamente, desencadeada por algum outro
fator, ocasionando a reagudizacdo da infeccéo
por BoHV-5 que poderia estar latente no
ganglio trigeminal, sendo entdo detectado por
PCR, sem necessariamente causar lesdo no
SNC. Porém, ndo se pode descartar a
possibilidade de envolvimento do virus na
etiologia do processo degenerativo. Com
relagdo a amostra positiva para OvHV-2, ndo ha
na literatura relatos que associem a
polioencefalomalacia a esse virus. Conforme ja
descrito no topico 2.1.2.2, a infecgdo por
OvHV-2 causa alteragdes vasculares, que
podem ser visualizadas em inimeros drgéos e
tecidos. Nesse estudo, 0 que se pode afirmar ¢
gue a Unica alteracdo visualizada foi a malécia,
ndo sendo verificada vasculite associada.
Porém, como apenas o cérebro e o cerebelo
foram analisados pela histopatologia nessa
amostra, o envolvimento da rete mirabile
epidural rostral ndo pode ser determinado, e a

possibilidade de envolvimento desse agente na
etiologia do processo ndo pode ser descartada.

4.3.1.7. Babesiose cerebral

Nove amostras de SNC apresentaram alteracGes
circulatorias significativas, mais evidentes no
cortex cerebral, caracterizadas por hiperemia
intensa e difusa associada ou ndo a hemorragias
multifocais. No interior dos vasos sanguineos
corticais foram visualizadas inGmeras estruturas
de, aproximadamente, 2 um de diametro, intra-
eritrocitarias, com morfologia compativel com
Babesia bovis. A avaliacdo macroscépica desses
fragmentos foi prejudicada, pois os mesmos ja
estavam conservados em formol a 10% quando
encaminhados para analise, porém no histérico
de dois bovinos havia a informacdo de
congestdo intensa do cérebro observada durante
a coleta. A realizagdo de esfregacos, que
permitem a avaliagdo mais acurada do agente
também ndo pode ser realizada.
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Considerando que a alteracdo circulatéria foi a
Unica lesdo relevante observada nos fragmentos
analisados desses bovinos e que 0S mesmos
apresentavam sinais neurol6gicos, ndo sendo
evidenciado nenhum outro fator desencadeador
de tal quadro, o diagndstico presuntivo de
babesiose cerebral foi firmado. Considerando as
caracteristicas dos animais, seis eram fémeas,
cinco de ragas puras (trés holandeses e dois
nelores),  apresentavam  diversas idades
(bezerros a animais velhos — 04 a 120 meses) e
eram provenientes de diferentes regides do
Estado.

4.3.1.8. Abiotrofia cerebelar

A avaliagdo microscépica de fragmentos de
cerebelo de um boi nelore de 15 meses de idade
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Figura 14. Bovino, SNC, cérebro. Alteracdes histopatoldgicas compativeis com polioencefalomalacia,

caracterizadas por malacia da substancia cinzenta com inimeras células Gitter e necrose neuronal. HE,
40X.

(Bos taurus indicus) (Figuras 15, 16 e 17)
revelou atrofia das camadas molecular, granular
e de Purkinje do cortex cerebelar, com perda
acentuada e difusa das células de Purkinje. A
camada molecular apresentava atenuagdo
moderada e astrogliose. Havia adelgagamento
da camada granular, secundaria a degeneracéo e
perda celular, por vezes com células de Purkinje
deslocadas para o interior da mesma. As células
de Purkinje restantes encontravam-se retraidas e
hipercrométicas ou distendidas e palidas, com
vacuolizacdo citoplasméatica, muitas vezes
exibindo cromatdlise central e deslocamento
periférico da substancia de Nissl. Ndo foram
observadas outras lesdes nos demais fragmentos
de SNC avaliados (cérebro, tdlamo e tronco
encefalico). Esses achados microscopicos foram
consistentes com abiotrofia cerebelar.



Figura 15. Bovino, SNC, cerebelo. Cortex cerebelar apresentando atrofia das camadas molecular,
granular e de células de Purkinje, com perda acentuada e difusa das células de Purkinje. Camada
molecular com atenuagdo moderada e astrogliose. HE, 20X.

Figura 16. Bovino, SNC, cerebelo. Deplecdo de células granulares, com marcado adelgacamento da
camada granular, por vezes com células de Purkinje deslocadas para o interior da mesma (seta). HE,
40X.
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O animal havia sido encaminhado para abate em
um matadouro no municipio de Presidente
Olegério, onde apresentou ataxia cerebelar com
tremores de cabega, hipermetria simétrica,
espasticidade, salivagdo e incoordenacéo,
sintomas comuns em animais acometidos por
essa enfermidade (De Lahunta, 1990). O animal
foi abatido e ndo foram observadas alteracfes
macroscopicas, com énfase ao SNC.

A abiotrofia cerebelar ¢ uma desordem do
desenvolvimento do cerebelo relatada em
humanos e animais, sendo também referida
como abiotrofia cerebelar cortical (De Lahunta,
1980). Seu diagnoéstico é realizado pela
avaliacdo histopatoldgica do SNC, com énfase
no cerebelo, devendo ser consideradas as
possibilidades  de abiotrofia ~ neuronal
multissistémica e hipoplasia cerebelar dentre os
diagnosticos diferenciais. Esta é a manifestacdo
mais comum de abiotrofia em animais
domeésticos, com relatos em bovinos, equinos,
caes, gatos, ovinos e suinos (De Lahunta, 1990),

além de primatas ndo humanos, animais de
laboratorio e exdticos (Mouser et al., 2009). Em
bovinos, tem sido relatada em diversas racas de
Bos taurus taurus - holstein, angus, ayrshire,
shorthorn, hereford, charolés, aquitanica e
cruzadas (White et al., 1975; Whittington et al.,
1989; De Lahunta, 1990; Mitchell et al., 1993;
Kemp et al., 1995; Riet-Correa et al., 1998;
Macedo et al., 2011). Sua causa é desconhecida,
mas presume-se que esteja relacionada a uma
alteragdo metabdlica intrinseca associada a um
defeito genético recessivo hereditario (De
Lahunta, 1990). Neste caso, o bovino pertencia
a um comerciante de animais, e ndo havia
informacdes disponiveis sobre a sua origem
genética. Por isso, foi impossivel verificar
qualquer padrdo de heranga genética envolvido
na etiologia do processo. No entanto,
considerando os relatos na literatura, ndo ha
nenhum caso de abiotrofia cerebelar afetando
Bos taurus indicus. Portanto, o presente caso em
nelore é o primeiro relato da doenca no gado
zebu (Oliveira et al., 2011).

Figura 17. Bovino, SNC, cerebelo. Células de Purkinje restantes retraidas e hipercromaticas, com
moderada atenuacdo e astrogliose da camada molecular. HE, 20X.
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4.3.1.9. Astrocitoma

A avaliacdo histopatolégica do cérebro de um
bovino, mestico, de dois meses de idade,
proveniente do municipio de Matias Barbosa
revelou érea focal, discreta, na substancia
cinzenta, de formacdo neoplédsica densa,
pobremente delimitada, infiltrativa e néo
encapsulada. As células neoplasicas eram tipo
alongadas, ora pequenas, ora grandes, com
citoplasma escasso e nicleo grande, com
cromatina frouxa e nucléolo evidente, por vezes
sendo visualizados processos ramificantes,
havendo poucas células redondas a ovais, com
citoplasma abundante e aciddfilo,
multinucleadas. As células apresentavam
pleomorfismo moderado e indice mitdtico
baixo. Os achados histopatologicos foram
considerados compativeis com astrocitoma de
baixo grau (Figura 18).

O astrocitoma é o tumor intracraniano primario
mais comum nos animais domésticos, sendo
relatado em cées, gatos e bovinos. Sua
localizacdo mais frequente é o cérebro, porém
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talamo, hipotdlamo e menos comumente tronco
encefdlico e medula também podem ser
afetados. A visualizagdo macroscopica nem
sempre € possivel, principalmente quando
envolve a substéncia branca (Luginbuhl et al.,
1968; Fankhauser et al., 1974; Summers et al.,
1995; Yamada et al., 1998; Kube et al., 2003).

Essa foi a Unica neoplasia diagnosticada no
SNC de bovinos nesse estudo. Esse diagndstico
foi considerado um achado acidental, visto que
0 animal acometido era um bezerro, ndo
apresentando idade minima para inclusdo no
sistema de vigilancia das EETs (Brasil, 2002a),
sendo o envio de amostras em formol a 10%
nem sempre realizado para essa faixa etaria.
Além disso, ndo foram visualizadas alteracGes
macroscdpicas no SNC, com énfase no cérebro,
sendo a clivagem da amostra realizada
aleatoriamente. Logo, esse resultado serve de
alerta para que independente da idade do animal
e visualizagdo de alteracBes macroscopicas, as
amostras de SNC sejam encaminhadas em
formol a 10% e a possibilidade de neoplasias
seja considerada no diagndstico diferencial.
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Figura 18. Bovino, SNC, cérebro. Astrocitoma de baixo grau. Proliferacdo de células neoplésicas,
alongadas, ora pequenas, ora grandes, com citoplasma escasso e nicleo grande, com cromatina frouxa
e nucléolo evidente, havendo poucas células redondas a ovais, com citoplasma abundante e acidéfilo,
multinucleadas. HE, 40X.
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4.4. Diagnostico de agentes infecciosos
do SNC através da reacdo em cadeia
pela polimerase

Durante o periodo de 2009-2010, 401 amostras
de SNC de bovinos foram submetidas a PCR
para detecccdo dos seguintes patdgenos: BoHV-
1, BoHV-5, OvHV-2, SuHV-1, L.
monocytogenes e H. somni. Dentre estas
amostras, 67 (16,7%) apresentaram resultado
positivo para um ou mais agentes. Todos 0s
agentes foram identificados em pelo menos uma
amostra de SNC dos animais afetados. Os
resultados segundo os agentes pesquisados por
PCR estéo detalhados a seguir.

4.4.1. Herpesvirus Bovino tipo-5

Vinte e cinco amostras apresentaram resultado
positivo pela PCR para BoHV-5 (25/401 -
6,23%). Considerando as  caracteristicas
relacionadas aos animais, 15 eram fémeas
(60%), 12 jovens (48% - entre 2 e 24 meses),
dez de ragas puras (40% - quatro nelores, quatro
holandeses, um gir e um brahman) e 16
provenientes de municipios das regides centro e
sul do Estado (64%).

Dessas amostras, sete foram analisadas pela
histopatologia, tendo sido observadas alteragdes
compativeis com  meningoencefalite  ou
polioencefalomaléacia em trés delas (resultados
discutidos no tdpico 4.3.1.1). As outras quatro
amostras  ndo  apresentaram  alteragdes
histopatolégicas  significativas, mesmo nos
fragmentos de cérebro. Considerando que o
BoHV-5 faz laténcia no ganglio trigeminal e
gue o0s animais considerados nesse estudo
apresentavam sinais neurologicos, a deteccdo
desse virus através da PCR pode ter ocorrido
devido a reagudizagdo da infeccdo secundaria a
alteracdo do SNC provocada por outra
enfermidade n&o identificada.

Seis amostras apresentaram resultado positivo
concomitante para OvHV-2, sugerindo co-
infeccdo, sendo apenas uma delas avaliada pela
histopatologia sem alteragBes significativas.
Ndo foram encontrados relatos de infeccdo
concomitante por BoHV-5 e OvHV-2 na
literatura, porém somente com os resultados de
PCR, tal afirmacgdo é dificil de ser realizada.
Logo, esses resultados merecem ser melhor
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avaliados, talvez com a utilizacdo de outras
técnicas, como isolamento, no intuito de melhor
definicdo do quadro.

4.4.2. Herpesvirus Bovino tipo-1

Apenas duas amostras (2/401 - 0,50%) tiveram
reacdo positiva para BoHV-1 durante o periodo
avaliado. Os bovinos infectados eram machos,
com idade de 24 e 36 meses, mesticos,
provenientes de Borda da Mata e Divisa Nova.

Houve resultado positivo concomitante para
BoHV-5 em uma amostra e a avaliacdo
histopatolégica revelou meningoencefalite ndo
supurada associada a corpusculos de incluséo
intranucleares. A co-infec¢do por BoHV-1e 5 ja
foi relatada, inclusive no Brasil, com alta
frequéncia (75,9%) no ganglio trigeminal de
174 bovinos (detectados por PCR) provenientes
de 40 municipios do sul do Rio Grande do Sul
(Campos et al., 2009).

A outra amostra apresentou resultado positivo
concomitante para L. monocytogenes e a
histopatologia evidenciou encefalite
necrotizante. N&o foram encontrados relatos de
tal co-infeccdo. Considerando o0s achados
histopatolégicos, a encefalite necrotizante néo é
comum a nenhum dos dois patégenos. Logo, tal
achado requer maiores estudos, talvez com o
uso de outras técnicas no intuito de confirmar a
co-infeccdo e avaliar sua relagdo com as
alteragBes microscopicas visualizadas.

4.4.3. Herpesvirus Ovino tipo-2

Quinze amostras (15/401 - 3,74%) apresentaram
resultado positivo para OvHV-2. Entre os
animais afetados, nove eram fémeas (60%),
nove jovens (60% - entre 1 e 30 meses), sete de
racas puras (53,33% - cinco nelores, um
holandés e um brahman), provenientes de
regides diversas do Estado. N&o havia
informagdes no histérico referentes a criagéo
conjunta com ovinos, porém tal possibilidade
deve ser fortemente considerada. Cinco dessas
amostras foram avaliadas microscopicamente
sendo visualizadas alteragdes significativas em
duas delas (tdpicos 4.3.1.3 e 4.3.1.6). A
auséncia de alteragfes histopatologicas nas
outras trés amostras pode estar relacionada a



ndo remessa e avaliacdo da rete mirabile
epidural rostral.

4.4.4. Herpesvirus Suino tipo-1

Seis bovinos (6/401 - 1,50%) apresentaram
reacdo positiva para SuHV-1, sendo quatro
fémeas (66,67%), com idade entre 5 e 48 meses
(100%), dois holandeses e quatro mesticos.

A detecclo do SuHV-1 no SNC de bovinos em
Minas Gerais, através da PCR, tem sido
realizada, porém com poucos resultados
positivos (Costa, 2007; Fonseca Jr. et al., 2011).
Considerando que ndo tém sido registrados
casos de pseudoraiva na suinocultura comercial
do Estado, a possibilidade de envolvimento de
suinos selvagens na infeccdo desses bovinos
deve ser considerada. Logo, devido a
abrangéncia desse estudo no servico de defesa
sanitaria animal e a importancia da doenca de
Aujeszky para a suinocultura, esses achados
tornam-se relevantes, devendo essas amostras
serem submetidas a outras técnicas, como
isolamento viral, no intuito de fortalecer os
resultados, que podem ser utilizados como base
para outros levantamentos e adocdo de medidas
sanitarias especificas para SUHV-1 em bovinos.

4.4.5. Listeria monocytogenes

Vinte e duas amostras (5,49%) foram positivas
para L. monocytogenes, envolvendo quinze
fémeas (68,18%), de diversas idades (de 4 a 144
meses), racgas (dois girolandos, sete mestigos,
quatro holandeses e oito nelores) e municipios
(uma animal proveniente de cada municipio
compreendendo as diversas regides do Estado).

Quinze delas foram submetidas a avaliagdo
histopatolégica, com achados compativeis com
infecgdo por L. monocytogenes em cinco (topico
4.3.1.4). As demais ndo apresentaram alteracfes
significativas, exceto trés delas, nas quais havia
encefalite necrotizante (co-infecgdo com OVHV-
2) e meningoencefalite ndo supurada
inespecifica. Conforme revisado, casos de
listeriose em bovinos tém sido descritos no
Brasil, sendo em sua maioria relacionados a
ingestdo de silagem contaminada. Os dados
disponiveis no histérico desses animais ndo
relatavam consumo de silagem. Porém,
considerando a identificacdo por PCR associada

as alteracdes histopatoldgicas, pelo menos em
seis amostras o agente causal dos sinais
neurologicos apresentados pode ser determinado
com seguranca.

Quatro  amostras  apresentaram  reagdo
concomitante com outros agentes, sendo trés
delas ja relatadas nesse topico. A quarta amostra
revelou resultado  positivo  para L.
monocytogenes e H. somni. As informacdes
sobre infecgéo por H. somni no SNC de bovinos
s8o escassas, hdo sendo encontradas referéncias
para a co-infeccdo entre esses patdgenos. Essa
amostra ndo foi encaminhada em formol a 10%,
0 que inviabilizou sua andlise histopatoldgica,
ndo permitindo a obtencdo de resultados mais
consistentes.

4.4.6. Histophilus somni

Oito bovinos (8/401 - 2,0%) reagiram
positivamente para H. somni. As amostras eram
provenientes de oito municipios distintos, de
diferentes regides do Estado. Entre os animais
havia seis fémeas (75%), cinco tinham entre 60
e 84 meses, sendo dois nelores, dois mestigos,
dois holandeses, um girolando e um jersey.
Dessas, duas foram analisadas pela
histopatologia, havendo alteracbes em apenas
uma (Topico 4.3.1.2). Apesar da pequena
quantidade de  amostras  positivas, e
principalmente da auséncia de outras
informacGes  relevantes, como  achados
histopatolégicos, considerando a escassez de
informagdes referentes a infec¢do do SNC de
bovinos por H. somni, esses resultados tornam-
se importantes, podendo servir de base para
estudos mais especificos envolvendo esse
agente em Minas Gerais.

4.5. Diagnostico toxicoldgico

Durante os anos de 2009 e 2010, vinte e uma
amostras de SNC e outras visceras de bovinos
foram submetidas ao exame toxicoldgico, sendo
identificados agentes tdxicos em seis delas
(28,57%).

Duas amostras apresentaram resultado positivo
para organofosforados, identificados no figado,
sendo detectado piretréides em uma delas, no
rim. Os animais intoxicados eram fémeas, de 36
e 60 meses, holandés e  mestico
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respectivamente. Eram criados em propriedades
leiteiras nos municipios de Paraopeba e Bambui.
As duas amostras foram analisadas pela
histopatologia ndo sendo observadas alteracdes
histoldgicas significativas no SNC.

Outros dois bovinos tiveram detectados
tiofosforados nas visceras (figado e rins), sendo
0s mesmos fémeas, de 30 e 40 meses, mesticos,
provenientes de Matias Cardoso e Cascalho
Rico.

Um quinto animal — fémea, holandesa, de Bom
Despacho - apresentou resultado positivo para
clorofosforado em amostras de figado
analisadas.

Os organofosforados, tiofosforados,
clorofosforados e piretrides sdo compostos
toxicos utilizados com frequéncia na pecuaria
como antiparasitarios e inseticidas (Boermans et
al., 1984; Grecco et al., 2009). Existem relatos
de intoxicacdo pela utilizagdo indiscriminada
dos mesmos no tratamento de bovinos
(principalmente em banhos carrapaticidas)
(Castro et al., 2007; Dalto et al., 2011).

Considerando-se que 0s animais apresentaram
sinais neuroldgicos, ndo sendo detectadas
alteracbes no SNC pela histopatologia ou
patdgenos através das outras técnicas aplicadas
nesse estudo, a deteccdo dos toxicos foi
considerada conclusiva na definicdo da causa
para o quadro apresentado.

O envio de amostras para exame toxicoldgico
nesse estudo foi passivo, sendo dependente do
interesse do proprietario ou veterinario, que
muitas vezes era movido por uma suspeita
fundamentada em ocorréncias na propriedade,
como tratamento de animais com agentes
téxicos associado a sintomatologia neuroldgica
posterior.  Logo, esses resultados sdo
significativos, porém devem ser avaliados com
cautela, pois tratavam de amostras com elevada
possibilidade de testarem positivo, visto que
provavelmente j& apresentavam um historico
predisponente.

Além dos toxicos detectados acima, a uréia, um
composto amoniacal, foi identificada em
amostras de contetdo ruminal de uma vaca,
girolanda, de 60 meses, proveniente de Sdo Jodo
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da Lapa. Essa amostra foi encaminhada para
analise, pois o veterinario verificou que apés os
animais serem tratados na propriedade com
alimentos enriquecidos com uréia, durante um
dia chuvoso, alguns apresentaram
sintomatologia neuroldgica e 6bito.

A intoxicacdo por uréia em bovinos esta
relacionada a utilizacio da mesma na
alimentacdo, como fonte alternativa de
nitrogénio (ndo protéico), sendo administrada
em quantidades ou condigBes que predispdem a
ingestdo de elevados niveis desse componente
quimico. No r0men, a uréia é convertida
rapidamente em amonia, sendo a mesma
absorvida em altas concentragdes, causando
sintomatologia neuroldgica. Nao h& alteracbes
macro e microscopicas nos animais afetados,
sendo o diagndstico estabelecido pela
observagdo dos sinais clinicos associada ao
histérico de ingestdo da uréia. A dosagem de
amdnia no sangue permite um diagndstico
definitivo, porém é raramente executada em
bovinos (Antonelli et al., 2004; Antonelli et al.,
2009; Kitamura et al., 2010).

Diante do exposto, a associacdo das
informagdes fornecidas pelo veterinério, da
sintomatologia apresentada pelo animal e da
deteccdo de wuréia no conteGdo ruminal
permitem a definicio de um diagndstico
conclusivo.

4.6. Diagnostico de botulismo através
da pesquisa da toxina botulinica

Durante o periodo analisado, vinte e trés
amostras de visceras de bovinos foram
submetidas a pesquisa da toxina botulinica,
porém em apenas uma (4,35%) a mesma foi
detectada.

A amostra pertencia a um bovino, macho,
nelore, de 24 meses, proveniente do municipio
de Alfenas, que apresentou sinais neuroldgicos
compativeis com botulismo (paralisia flacida
dos membros, com manutencdo do estado de
alerta). N&o foram visualizadas alteragdes
histopatolégicas ou detectados agentes nas
outras técnicas empregadas. Logo, esses
achados foram considerados suficientes para a o
diagnostico presuntivo de botulismo.



Considerando as demais amostras analisadas por
essa técnica, ndo foi possivel a defini¢do de um
diagndstico conclusivo ou a determinacdo da
causa dos sinais neuroldgicos apresentados
pelos animais. Todas elas apresentaram
resultado negativo para a detec¢do dos demais
agentes e oito delas foram submetidas a
histopatologia sem alteracdes significativas.
Conforme revisado, a técnica de
soroneutralizacdo em camundongos para
pesquisa da toxina botulinica ndo apresenta
elevada sensibilidade. Considerando que essas
amostras foram passivamente enviadas ao
laboratério para anélise, a partir da suspeita
clinica do veterindrio, a possibilidade de
botulismo, mesmo sem a deteccdo da toxina,
ndo pode ser descartada.

Além disso, esses achados devem ser analisados
com cautela, pois ndo sdo suficientes para
determinar uma baixa frequéncia de botulismo
na populacdo estudada. O botulismo é uma
enfermidade amplamente disseminada no pais,
porém de dificil diagnostico, considerando sua
etiopatogenia, 0 que pode ter contribuido para a
obtencdo desses resultados (Lobato et al., 1995;
Riet-Correa et al., 1998; Sanches et al., 2000;
Dutra et al., 2005; Lemos, 2005; Costa et al.,
2008; Lobato et al., 2008; Galiza et al., 2010)..

5. CONCLUSOES

As amostras de bovinos enviadas ao servico de
defesa sanitaria de Minas Gerais atendem
parcialmente os requisitos de vigilancia da raiva
e EETs.

O método de conservacdo das amostras de SNC
enviadas para analise foi o principal problema
encontrado, sendo apenas 33,87%
encaminhadas em gelo e formol a 10%.

Outro achado relevante foi a diminuicdo
gradativa no nimero de amostras enviadas ao
LSA/IMA entre 2003 e 2010, mais evidente nas
amostras provenientes de veterinarios do servico
de defesa oficial. Analisando-se a origem da
amostra, tais dados tornam-se mais alarmantes,
principalmente considerando que 33,76% dos
municipios mineiros ndo enviaram amostras ao

servico de defesa sanitaria durante o periodo
estudado.

A raiva bovina diagnosticada na populacdo
estudada é influenciada pelas caracteristicas do
animal - raca, idade e tipo de morte - e pela
composic¢do da amostra.

Vale ressaltar que, amostras compostas por
cérebro associado a trés ou mais fragmentos
apresentaram maior frequéncia de positividade
para raiva, tanto na IFD e PB, quanto na
histopatologia, o que refor¢a a importancia da
coleta e envio de amostras contendo diversos
fragmentos para ambos exames.

Além disso, o bulbo, fragmento de elei¢do para
0 diagnéstico da EEB, foi enviado
frequentemente nas amostras refrigeradas para
diagndstico da raiva e ndo estava presente em
aproximadamente um ter¢o das conservadas em
formol. Esses resultados sugerem que o
diagndstico da EEB, pelas técnicas de
histopatologia e IHQ, foi prejudicado, e que 0s
profissionais envolvidos na coleta ndo estdo
seguindo as recomendagdes oficiais.

Outras enfermidades neurolégicas além da raiva
estdo presentes no Estado e a aplicacdo de
varias técnicas permite a realizacdo do
diagnodstico diferencial e a obtengdo de mais
diagndsticos conclusivos.
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o EXAMES PARA SINDROME NEUROLOGICA

Doencas Neurologicas
NUMERO FORM-IN N° EXAME RAIVA | UF RESULTADO RAIVA N° EXAME EET/HISTOPATOLOGIA
Responsavel pela colheita: Registro Profissional:
Responsavel pelo envio: Registro Profissional:
Endereco: Tel. Fixo ( ).
Municipio/UF: CEP: Fax:( )
E-mail:
Proprietario: Cadigo:
Propriedade: Tipo de exploracdo: corte [] leite[J mista[] outro ]
Localizacdo e Municipio: UF: Coordenadas/Quadrantes:
Telefone: (), Fax:( ) E-mail:
Espécie: Bovidea [] (para bovino importado citar o pais de origem: ) Equidea [ Ovina [0 Caprina[] Canina [J Felina
O MH[ MNH [ Animais Silvestres [] (citar a espécie: )
Local de origem da amostra (para ruminantes): Estabelecimento de criagdo [] Hospital Veterinario [] Feiras/aglomeracéo de animais []
Outros [ (especificar: )
Identificacdo do animal: Idade: meses Raca: SexooMO FO

Método para estipular idade (ruminantes):  Registro genealdgico ou na fazenda [] Cronologia dentaria (] Outro especificar:
O animal ingeriu rac&o em alguma fase da vida? Sim [J N&o [0 Quando?

Havia outras espécies afetadas? Sim [0 N&o [0 Quais?

Numero de animais: no rebanho ( ) doentes ( ): mortos ( )

Provavel origem da doenca:
O animal morto ja foi vacinado para: Raiva [] Clostridiose [] Cinomose [] Leptospirose [J Botulismo [] Outras Quando?

Existem animais sugados por morcegos? Sim [ N&o [0  Né&osabe [

Os animais foram pulverizados com carrapaticidas, vermifugados ou receberam outro tipo de tratamento? (citar o tratamento)
Sim [] Nao [] N&o sabe [] Nome comercial e/ou base:
Existe alguma indUstria, fabrica, mina ou curtume perto da propriedade? Sim [J N&o [J Né&o sabe []

Origem da notificacdo: Proprietario [ Terceiro [ Vigilancia [
DATAS da notificacdo: ___/__/ c12visita:__/__ /. : provavel inicio da doenca:___/ /

Interdic&o da propriedade: / / e isolamento dos animais: / /

Tipos de sinais clinicos apresentados:

[ Morte subita [0 Movimento de pedalagem O Paralisia flacida dos membros posteriores
[ Depresséo [ Convulsgo [ Paralisia flacida dos membros anteriores
O Ataxia [ Dismetria [0 Alterag&o comportamental

[ Com paralisia, mas alerta [ Tremores O Fotofobia/aerofobia

[ Cegueira [ Nistagmo O sialorréia

O Incoordenacéo O Tenesmo O Midriase

O Tetania O Apetite anémalo [0 Agressividade

O Priapismo [0 Espasmos musculares [0 Opistétomo

Duracé&o dos sinais clinicos (desde o inicio até a morte): horas Sacrificado: Sim [] N&o []

Havia animais que se recuperaram dos sinais clinicos? Sim [ N&o [J Que percentual? %

Houve contato direto de pessoas com os animais suspeitos? Sim 0 Nzo (O

Dia e hora da colheita da(s) amostra(s): / / as h min Data do envio para o Laboratorio: / /
Tipo de amostra encaminhada: encéfalo [ medula [ cerebelo [ bulbo [ tronco encefalico [ outras [:

Dia e hora provavel da morte: 4 / as h min

Tempo decorrido entre a morte e a colheita do material: horas. Tempo decorrido entre a morte e a fixac@o do material: horas.

Material conservado em:

Observagdes (utilizar o verso se necessario):

Local/Data Assinatura
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ANEXO Il

Resultado da raiva bovina na defesa sanitaria de Minas Gerais de 2003 a 2010, segundo a raga.

RACA NEGATIVOS POSITIVOS TOTAL
ABERDEEN ANGUS 4 1 5
BRAHMAN 15 1 16
CANCHIM 4 7 11
CARACU 2 4 6
GIR 43 15 58
GIROLANDA 269 245 514
GUZERA 22 3 25
HOLANDES 248 140 388
INDUBRASIL 0 2 2
JERSEY 28 10 38
LIMOUSIN 3 6 9
MESTICOS 949 898 1847
NELORE 434 92 526
PARDO-SUICO 7 2 9
RED ANGUS 19 0 19
RED NORTE 0 2 2
SANTA GERTRUDES 0 1 1
SANTA ROSALIA 1 2 3
SENEPOL 2 1 3
SIMBRASIL 0 1 1
SIMENTAL 23 2 25
SINDI 1 0 1
TABAPUA 11 2 13




