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PROCESSAMENTO DO ENCEFALO PARA O DIAGNOSTICO
HISTOLOGICO DA ENCEFALOPATIA ESPONGIFORME DOS
BOVINOS

1 - Introducao

Esta é a segunda parte do manual iniciado com a coleta do encéfalo
de bovinos para o exame laboratorial. O objetivo da primeira parte foi for-
necer uma orientacao para a coleta, a campo, do encéfalo de bovinos e sua
preparacao para a remessa ao laboratério. Esta segunda parte tratara do pro-
cessamento do material, no laboratério, para o exame histoldgico. O objetivo
principal dos manuais é fornecer bases para o diagnostico da encefalopatia
espongiforme dos bovinos (EEB), a fim de possibilitar a manutencao de um sis-
tema de vigilancia para a doenca no Brasil. No entanto, é nossa intencao que
as indicagoes fornecidas permitam também o diagnéstico de outras doencas do
sistema nervoso em bovinos. Para tanto, a primeira parte inclui instrucdes para
a remessa de material para exames virolégicos (principalmente raiva), bacterio-
l6gicos e histoldgicos.

As principais enfermidades que afetam direta ou indiretamente o sis-
tema nervoso de bovinos no Brasil sao brevemente revisadas para orientar o
diagnéstico diferencial. Essas doencas serdo tratadas resumidamente, mas o
leitor podera encontrar maiores detalhes sobre cada uma delas nas publicacoes
listadas nas referéncias’#®. As instrucbes para o processamento e exame his-
toldgico levam em conta o material recebido em formol pelo laboratério, con-
forme consta no manual para coleta do encéfalo.



2 - Encefalopatia espongiforme dos bovinos (EEB)

2.1 Localizacao dos cortes a serem obtidos para o diagnéstico histolégico da
EEB

O exame macroscopico deve ser feito no encéfalo fixado. O encéfalo é roti-
neiramente fatiado a intervalos de 5 mm, e as duas superficies de corte sao
examinadas.Os cortes usados para o diagndstico da BSE sao obtidos do tronco
encefalico (Figura 1). Sao recomendados cortes em quatro locais:

1. Bulbo no nivel do 6bex (Figura 2)
2. Ponte no nivel dos pedunculos cerebelares caudais (posteriores) (Figura 3)

3. Mesencéfalo incluindo o coliculo caudal (tubérculos quadrigémeos inferio-
res) (Figura 4)

4. Mesencéfalo incluindo o coliculo rostral (tubérculos quadrigémeos superio-
res) e nucleo vermelho (Figura 5)

2.2 Lesoes histolégicas na EEB

As lesdes microscopicas na EEB sao altamente especificas e considera-
das patognoménicas?’ 0. So lesdes degenerativas, simétricas e bilaterais e
localizam-se em certas regides da substancia cinzenta do tronco encefalico3°.
Duas apresentagoes de vacuolizacao neuronal sao observadas. Na neurépila ha
vacuolos nos neuritos de até 20 micrometros de diametro - alteragao espon-
giforme (Figura 6). No pericario ocorrem vacuolos maiores, solitarios ou multi-
plos, que chegam a 30-40 micrometros de diametro (Figura 7). Esses vacuolos
distendem o pericario produzindo neurénios balonosos que conservam apenas
uma fina margem de citoplasma (Figura 8). A presenca de vacuolos na neur6-
pila da substancia cinzenta e no pericario dos neurénios sao os critérios para o
diagnostico positivo de EEB, no exame histologico'©.
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Atencao: vacuolos no citoplasma dos neurdnios do nucleo vermelho do mesen-
céfalo sédo um achado incidental comum em encéfalo de bovinos e encontra-
dos em 64% de encéfalos de bovinos normais3. Quando encontrados somente
nesse local, ndo devem ser levados em conta no diagnéstico da EEB®1°,

A distribuicao das lesdes é bastante regular’®. Ocorrem principalmente
no nucleo do trato solitario, no trato espinhal do nervo trigémeo, no nucleo
vestibular, na formacgao reticular do bulbo, na substancia cinzenta periaqueduc-
tal do mesencéfalo, na area paraventricular do talamo e no septo talamico. A
densidade de vacuolos é maior no bulbo, mesencéfalo e talamo. Alteracdes no
cerebelo, hipocampo, nucleos basais e cortex cerebral sdéo minimas.

O mapeamento das lesdes em 684 cérebros afetados por EEB revelou
que, em 99,6% dos casos, o corte do bulbo no nivel do 6bex (ver
Figura 2) apresentou as alteracbes caracteristicas da doenca, principalmente
as alteracbes espongiformes no nucleo do trato solitario e no trato
espinhal do nervo trigémeo (ver Figura 6), indicando que este é o
corte do encéfalo mais importante para o diagnéstico. Esferdides e
necrose individual de neurbnios ocorrem ocasionalmente, mas ha evidéncia
de neuroniofagia. Ndao ha reacao inflamatéria, e pode ocorrer gliose
discreta com formacgao de gemistocitos. Numa pequena propor¢ao dos casos
ocorre amiloidose.

Inflamacbes nao-purulentas inespecificas (manguitos perivasculares) sao
encontradas em cerca de 30% de bovinos adultos normais® e podem resultar de
infecgbes subclinicas ou latentes. Da mesma forma, aparecem granulos intra-
citoplasmaticos de cerdide-lipofuscina nos neurénios. Esses achados parecem
nao ser significativos'® e devem ser considerados achados incidentais.

3 - Diagnésticos diferenciais
Os disturbios neurolégicos de bovinos podem resultar de varias

causas'#®. No Brasil, a doenca mais comumente diagnosticada em bovinos
com sinais clinicos de disturbios nervosos ¢é a raiva.



Os sinais clinicos da raiva podem ser confundidos com EEB, mas a obser-
vacao clinica por um periodo prolongado ajuda a diferenciar as duas doencas.
Na raiva, o curso clinico é, em geral, mais curto (2-7 dias). O exame de imuno-
fluorescéncia realizado no material nao-fixado resolve a questao. Além disso, as
lesGes histologicas de EEB sao bastante caracteristicas e diferentes das da raiva.
Nesta ultima, ha meningoencefalite nao-purulenta e, muitas vezes, inclusées
acidofilicas em neur6nios - os corpusculos de Negri.

Um estudo cuidadoso do histoérico clinico, da epidemiologia e dos acha-
dos de necropsia ajuda a distinguir varias doencas neuroldgicas de bovinos.
Por exemplo, as doencas genéticas ou congénitas ocorrem em animais recém-
nascidos ou muito jovens, enquanto a EEB ocorre somente em animais adultos
(4 a 5 anos). Por outro lado, certas intoxicagbes como a causada pela toxina do
fungo Claviceps paspali ocorrem apenas no inicio de outono, quando a grami-
nea parasitada (Paspalum spp.) estd sementando. Os principais disturbios neu-
rolégicos observados em bovinos no Brasil estao relacionados nas Tabelas 1-4.
Ali constam a idade e a categoria doa animais afetados, os principais sinais cli-
nicos e lesdes encontradas em cada doenca. As informacdes constantes nessas
tabelas servem apenas como uma orientacdo para o diagnodstico diferencial.
Mais informacoes sobre cada uma dessas doencas deverao ser obtidas dos tra-
balhos relacionados na lista de referéncias ou em livros texto especializados.

4 - Cortes adicionais

Devem-se realizar regularmente cortes adicionais que facilitam o diagnéstico
diferencial de outras doencgas do sistema nervoso. Esses cortes incluem:

1. Corte sagital medial pelo verme do cerebelo (Figura 9)

2. Cértex frontal rostralmente ao quiasma éptico (Figura 10)

3. Cortex parietal no nivel dos corpos mamilares (Figura 11)

Em todos os casos em que o exame dos blocos inicialmente selecionados for

inconclusivo, cortes adicionais do cérebro devem ser feitos, conforme a decisao
do patologista.
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ANEXO 2

Figura 1. Vista dorsal do tronco encefalico de boving, Fod retirado o
cerebelo. Estao identificados o5 coliculos rostral (CR) & caudal (C0),
paedincubos cerebelares medial (M), caudal {C) ¢ rostral (R), assoalho
do quarto ventriculo UV}, abex (0] @ medula caracal (WO,

Figura 2. Locais dos guatro cortes a serem efetuados no tronco encefalico para
o diagndstico da EEE. A. Corte 1, bulbo no nivel do &hey. B. Secgio obtida pelo
cote 1 que deverd ser processada para exame histoldgics.
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Figura 3. Locais dos quatre cortes a serem efetuados no tronco encefalico para o
diagnastico da EEB. A. Corte 2, ponte no nivel dos pedincules cerebelares caudais
(posteriores). B, Secgdo obtida pelo corte 2 gue deverd ser processada para exame
histolégico.

Figura 4. Locais dos guatro cortes a seremn efetuados no tronco encefilico para
o diagndstico da EEB. A. Corte 3, mesencéfalo incduindo o coliculo caudal
(ubércubos guadrgdmeos inferiores). B. Seccao obtida pelo corte 3 que deverd
ser processada para exame histoldgico.



Figuwra 5. Locais dos quatro cortes 8 sererm efstuados no tronco encefilico para
o diagndstico da EEB, A, Corte 4, mesencéfale incluinde ¢ colicula rostral
{tubdroulos quadrigémess supenares) @ nuckeo vermelhe, B. Seccao abtida
pelo corte que devera ser processada para exame histologico.

Figura 6. Encefalopatia espongiforme dos bovines. Microcavitagao (alteracio
aspongiformel na substandia cinzenta dorsal do bulbo. Coloragao de
hematoxiling e eosina (Fotografado de ldmina cedida pelo D, GLAH. Wells).
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Frgura 7. A Neurdnio normal, © citoplasma mostra a substanoa de Niss|
caracteristica, formada por granulos azulades. Colaragao de hematoxiling e
eosina. B. Varios neurdnios do bulbg com vaobolos solitdrios ou miltiplos no
pencario. Coloracan de hematoxiling & eosina (a lesan mostrada em B foi
fotografada de lamina cedida pelo Dr. GoAH. Wells).

Figura 8. Mdltiplos waoboles em um neurdnio do bulbo. Esses vaclolos
distenderm o pericana, produzinga urn neurdnio de aspecto balonoso que
CORSErVa apenas uma fina mangem de citoplasma. Coloragao de hematoxilina
« eosina (Fotografado de limina cedida pelo Dr. GACH, Wells),




Figura 9. Cortes adicionais, A Corte pelo verme do cerebelo, B, Secgio
obtida que devera ser processata para exame histoldgics.

Figura 100, Cortes adicionais. A. Corte transversal do encéfako,
passando pelo cortex frontal rostralmente 30 quiasma dplico
B. Seocho abtida gue deverd ser processads para exarme
histolégico, Se necessanio, divida o corte para caber no cassete
(forminha) de encaminhamento de material, Corpo caloso (CC),
Capsula interna (), nicleo caudate (NC), putdmen (P, capsula
auterna [cabecas de setas), substancia branca subcortical (58],
cartex (00}, ventriculo lateral {astensce).

cerebro
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Figura 11. Cortes adicionais, A Corte franswersal do encéfabo,
passando pelo cbritex parietal a altura dos corpos mamilares.
B. Seccan abtida que deverd ser processada para exarme
histoldgice. Se necessario, divida o corte para caber no cassete
(forminha) de encaminhamento de material, Corpo caloso (o,
Hipocarmpa (h), télame (T}, substincia branca subcortical (58],
e (T
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