
Claudio S.L. de Barros, Med. Vet., PhD.
Professor Titular

Chefe do Setor de Patologia Veterinária
Departamento de Patologia

Universidade Federal de Santa Maria

Santa Maria, Rio Grande do Sul
 



  

COLETA DO ENCÉFALO DE BOVINOS PARA EXAME 
LABORATORIAL

1 - Introdução

 A encefalopatia espongiforme bovina (BSE), conhecida em todo o 
mundo como “doença da vaca louca”, é uma doença degenerativa crônica que 
afeta o sistema nervoso central de bovinos. A doença foi diagnosticada pela 
primeira vez na Grã-Bretanha em 198612 e causou grande impacto econômico 
na pecuária do Reino Unido. Foi também confirmada em bovinos nativos da 
Áustria, Bélgica, Canadá, República Tcheca, Dinamarca, Eslováquia, Eslovênia, 
Espanha, Finlândia, França, Alemanha, Holanda, Itália, Irlanda, Israel, Japão, 
Liechtenstein, Luxemburgo, Portugal e Suíça. A preocupação de que a BSE apre-
sentasse risco para os consumidores de carne bovina esteve presente desde o 
início da epidemia na Inglaterra. Essa preocupação atingiu níveis extremamente 
altos quando, na terceira semana de março de 1996, num comunicado ao par-
lamento inglês, o Secretário do Estado da Saúde da Inglaterra anunciou que 
a ocorrência de uma nova variante da doença neurológica de humanos, Creut-
zfeldt Jakob (CJD), era provavelmente relacionada à BSE1,2. Um dos resultados 
dessa crescente preocupação é que as autoridades sanitárias internacionais 
estão solicitando dos países exportadores de carne que apresentem evidências 
de que seus rebanhos são livres da doença. Isso equivale a dizer que esses 
países devem ter um controle capaz de atestar que seu rebanho bovino é livre 
de BSE, identificar as doenças que afetam os sistema nervoso central e reconhe-
cer casos de BSE, se eles ocorrerem.
 O objetivo deste manual é fornecer uma orientação para coleta de 
material para o diagnóstico histológico de BSE e de outras doenças do 
sistema nervoso de bovinos. Embora a BSE não ocorra no Brasil, é necessário 



manter-se um esquema de vigilância para essa doença. Constam aqui instru-
ções para o exame preliminar do tecido nervoso, seleção e remessa ao labo-
ratório de diagnóstico. As enfermidades que afetam direta ou indiretamente 
o sistema nervoso de bovinos no Rio Grande do Sul foram revisadas recente-
mente10 e presume-se que a distribuição no restante do Brasil seja, pelo menos, 
semelhante, com variações quanto à prevalência das doenças em certas regi-
ões. Essas doenças serão levadas em consideração na coleta do material.
 Para que o exame do sistema nervoso de bovinos atinja um número 
significativo de casos, espera-se poder contar com o material recebido pela 
rede de diagnóstico para raiva, já existente no país. Por essa razão, procurou-se 
incluir instruções que contemplem a coleta de material, possibilitando o exame 
para o diagnóstico de raiva, da BSE e de outras enfermidades do sistema ner-
voso de bovinos10.

2 - Recomendações gerais

2.1 As doenças do sistema nervoso central (SNC) freqüentemente não apresen-
tam lesões óbvias à necropsia. Por isso, o patologista que examina o material 
no laboratório depende de um histórico e de observações clínicas confiáveis 
para orientação sobre a natureza da doença neurológica9. Um formulário com 
os principais dados referentes ao(s) animal(ais) afetado(s), aos achados epi-
demiológicos e clínicos e aos principais achados de necropsia deve ser preen-
chido (Anexo 1). A remoção e coleta de amostras do sistema nervoso requerem 
tempo e esforço. É, portanto, necessário estabelecer critérios para realização 
dessas tarefas. Se não houver sinais clínicos e histórico sugestivos de doença 
neurológica, é pouco provável que o exame do sistema nervoso revele lesões 
significativas. Nos casos em que não há histórico clínico ou ele é pouco preciso 
ou quando a morte do animal ocorreu sem sinais premonitórios, recomenda-se 
o exame neuropatológico.

2.2 Informe sobre a data e hora da morte, o tempo decorrido entre a morte e 
a necropsia e sobre qualquer demora entre coleta e fixação do material. Esses 
dados são importantes para a realização do exame neuropatológico. Doenças 
que oferecem risco para a saúde humana (por ex., raiva, listeriose) devem ser 
consideradas antes da realização dos exames e os cuidados necessários devem 
ser tomados. O uso de luvas de borracha e de um visor (óculos) durante a aber-
tura do crânio é recomendado.



2.3 Se o material for destinado ao exame histológico, é extremamente impor-
tante que o manuseio do tecido nervoso ainda não-fixado seja o mínimo possí-
vel. O exame macroscópico detalhado deve, por isso, ser feito após a fixação. O 
manuseio do tecido nervoso não-fixado causa artefatos que prejudicam a ava-
liação histológica das lesões.

2.4 Tanto quanto possível, o exame macroscópico sistemático do encéfalo deve 
ser feito no órgão fixado (a fixação endurece os tecidos). Isso facilita a seleção 
de áreas apropriadas para o diagnóstico de doenças específicas e permite que 
se determine a distribuição das lesões. A distribuição das lesões no sistema 
nervoso (i.é, bilaterais, simétricas, focais, multifocais, na substância branca, na 
substância cinzenta) é característica para várias doenças e deve ser anotada. 
Muitas vezes o encéfalo não pode ser fixado inteiro, como seria o ideal, pois há 
necessidade de conservar partes do órgão não fixadas para exames virológicos 
e bacteriológicos.

2.5 Não misture tecidos de animais diferentes, mesmo que representem casos 
de uma mesma doença. Tecidos de cada animal devem ser identificados clara-
mente.

3 - Retirada do encéfalo

 A coleta não criteriosa e aleatória de numerosas amostras de encéfalo 
não-fixado pode dificultar o exame neuropatológico no laboratório. Quando 
houver vários animais para necropsia, num surto de uma doença neurológica, o 
tempo para a retirada do encéfalo pode ser um fator limitante. Nesse caso, sele-
cione alguns animais para o exame neuropatológico. Colha o material tentando 
eliminar, ou diminuir ao máximo, danos ao tecido nervoso, causados durante a 
sua retirada.

3.1 Através de um acesso ventral, remova a cabeça, desfazendo a articulação 
atlanto-occipital. Nesse ponto, examine a superfície e a cápsula das articula-
ções e o aspecto físico do líquido cefalorraquidiano (LCR) que flui quando a 
dura-máter é seccionada. Em casos com pouco tempo decorrido desde a morte, 
pode-se retirar uma amostra asséptica de LCR antes de seccionar-se a dura-
máter. 

3.2 Disseque a pele e os músculos da cabeça. Abra a cavidade craniana 
seguindo as linhas mostradas na Figura 1. Isso pode ser feito com serra comum 
ou cutelo do tipo usado por açougueiros. O encéfalo é, então, exposto com a 
dura-máter intacta. 



3.3 Usando tesouras, retire a dura-máter, seccionando a foice do cérebro e 
o tentório (tenda) do cerebelo (Figura 2). Com a cabeça do bovino inclinada, 
remova o encéfalo seccionando os nervos cranianos. Sem o corte prévio dessas 
estruturas, é impossível remover o cérebro intacto. Evite ao máximo manusear, 
pressionar e apertar o tecido nervoso durante o processo de remoção, para 
evitar artefatos histológicos que prejudiquem o exame no laboratório.

3.4 O gânglio do nervo trigêmeo (gânglio de Gasser) e a rete mirabile carotídea 
devem ser colhidos junto com a hipófise (Figura 3). O exame desse par de gân-
glios nervosos do 5° par de nervos cranianos é importante para o diagnóstico 
de doenças como raiva e meningoencefalite por herpesvírus bovino (BHV-5). 
Nessas duas doenças, freqüentemente se observa inflamação (ganglioneurite) 
do gânglio do nervo trigêmeo. Em casos de febre catarral maligna11, os vasos 
da rete mirabile mostram lesão característica (vasculite). 

3.5 Examine o encéfalo para possíveis lesões macroscópicas, pesquisando pos-
síveis assimetrias (i. é, algumas estruturas mais volumosas que outras) e alte-
rações da cor (por ex., hiperemia das meninges, congestão do córtex em 
casos de babesiose por Babesia bovis, córtex amarelo-castanho em casos de 
polioencefalomalacia). 

4 - Seleção das amostras a serem colhidas

 O material para exames virológicos e bacteriológicos deve ser colhido 
antes da fixação do encéfalo. Por outro lado, o congelamento torna o encéfalo 
inadequado para o exame histológico. Como muitos casos necessitam da reali-
zação dos três tipos de exame, um meio-termo deve ser alcançado. 

4.1 Coleta de amostras para a bacteriologia e virologia

4.1.1 Inicialmente remova o cerebelo, cortando no nível dos pedúnculos cere-
belares. Introduza a ponta de uma lâmina no 4° ventrículo pela parte caudal do 
cerebelo (Figura 4). Corte rostral e horizontalmente os pedúnculos cerebelares 
separando o cerebelo do bulbo num dos lados e, depois, no outro. Ao findar 
essa operação, o cerebelo estará completamente separado do encéfalo (Figura 
5).



4.1.2 Corte na altura do tálamo, separando o tronco encefálico do resto do 
encéfalo (Figura 6). Ao findar essa operação, você obterá três partes: a) o 
tronco encefálico, b) o cerebelo, c) o restante do encéfalo (Figura 7).

4.1.3 Para obter a amostra 1, retire uma fatia sagital (cerca de 0,5 cm) do verme 
do cerebelo (Figura 8).

4.1.4 Para obter a amostra 2, corte um segmento transversal de cerca de 2,5 cm 
da medula espinhal cervical (Figura 9).

4.1.4 A amostra 3 é obtida cortando-se uma fatia do tálamo cerca de 1 cm de 
espessura (Figura 10). 

4.1.5 A amostra 4 é obtida dividindo um dos hemisférios cerebrais na altura do 
quiasma óptico, separando a parte caudal do restante (Figura 11).

4.1.6 Nesse ponto, as quatro amostras a serem enviadas para o exame viroló-
gico ou bacteriológico foram obtidas (Figura 12). Os fragmentos selecionados 
são adequados para o exame de raiva3,8 e para exame de outras doenças cau-
sadas no sistema nervoso de bovinos por outros vírus e bactérias9,11. Essas três 
amostras devem ser conservadas em um refrigerador e remetidas refrigeradas. 
No entanto, se o tempo entre a coleta e a remessa for maior que 24 horas é 
aconselhável congelar as amostras para a remessa, mas nunca fixá-las. 

4.1.7 O restante do encéfalo (Figura 13) deve ser fixado conforme instruções a 
seguir (item 4.2), pois destina-se ao exame histológico. Deve-se também fixar 
em formol a 10% e remeter, junto com o material mostrado na Figura 3, o bloco 
de tecidos constituído pela rede admirável carotídea, o gânglio do nervo trigê-
meo e a hipófise.

4.2 Coleta e fixação de material para exame histológico

4.2.1 Para fixar o encéfalo, formol a 10% é o fixador indicado. Para preparar 
um litro dessa solução, use 100 ml de formaldeído (35-40%) e 900 ml de água 
de torneira. Existe uma confusão freqüente entre aldeído fórmico (ou formal-
deído) e formalina comercial (ou formol). Formaldeído é um gás com o qual 
se prepara uma solução aquosa de 35-40%. Essa solução constitui a formalina 
comum. 



 O termo formalina refere-se, portanto, à apresentação comercial da 
solução de formaldeído. Assim, formol (ou formalina) a 10% representa uma 
solução preparada misturando-se 10 ml de formalina comercial (formaldeído a 
35-40%) com 90 ml de água4. O formol tamponado fornece uma fixação com 
melhores resultados, mas não é essencial, pois a fórmula dada acima permite 
um exame histológico aceitável do encéfalo. A fórmula para preparação de um 
litro de formol tamponado é dada a seguir7.

Reagentes

Solução de 35-40% de formaldeído (formalina)   100ml
Água destilada       900ml
Fosfato monobásico de sódio     4g
Fosfato dibásico (anidro) de sódio     6,5g

Procedimento

 Misture previamente os tampões fosfato em água quente para que se 
dissolvam, antes de adicionar o restante da água com solução de formaldeído. 
Adicione o formaldeído após esfriar a solução para diminuir os vapores. Inverta 
o recipiente várias vezes para permitir uma boa mistura. Faça a mistura e use a 
solução apenas em áreas bem ventiladas.

Observações

 Mesmo que essa solução de formol seja tamponada, com o tempo o 
pH vai baixar, provocando o aparecimento de pigmentos de hematina ácida em 
tecidos congestos (que têm muito sangue).

4.2.2 Coloque o encéfalo num volume de fixador que seja, pelo menos, 10 
vezes maior que o volume de tecido a ser fixado. Assim, são necessários 6 
litros do fixador para fixar o encéfalo inteiro de um bovino adulto (600 cm3). 
O tempo mínimo de fixação varia com o tamanho do encéfalo. Um encéfalo de 
camundongo necessita 24 horas para ser fixado; um encéfalo de ovelha, apro-
ximadamente 4 dias; um encéfalo de bovino adulto, uma semana. Após a fixa-
ção, o tecido necessitará uma quantidade muito menor de fixador, facilitando 
o transporte ao laboratório. 



 Ao fixar o encéfalo, evite misturá-lo com outros materiais que possam 
comprimir o tecido nervoso, danificando-o para o exame histológico.

5 - Remessa do material ao laboratório

5.1 Cada material de encéfalo deve ser enviado em vasilhame não deformável 
(por ex., um vasilhame plástico duro), ao invés de ser enrolado em algodão ou 
gaze. O vasilhame deve ser completamente preenchido pelo fixador, de modo a 
excluir o ar, amortecendo, assim, os efeitos do movimento. Em casos urgentes, 
mesmo cérebros não completamente fixados podem ser transportados, mas, 
nesse caso, devem ser fornecidas informações sobre o tempo de fixação.

5.2 É importante que a embalagem que contém o encéfalo (tanto as partes 
não fixadas como as fixadas) a ser remetido ao laboratório seja hermetica-
mente fechada para evitar vazamentos e exposição de pessoas que manuseiem 
o pacote. Qualquer remessa deve ser acompanhada do formulário do Anexo 1, 
preenchido.
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7 - Glossário

Aracnóide: membrana delgada que recobre o encéfalo e a medula espinhal.

BSE: encefalopatia espongiforme dos bovinos (do inglês, Bovine Spongiform 
Encephalopathy).

CJD: doença de Creutzfeldt Jakob. Doença neurológica de humanos causada 
por príon, com lesões semelhantes às da BSE.

Dura-máter: membrana mais espessa que recobre o encéfalo e a medula 
espinhal.

Foice do cérebro: prega da dura-máter em forma de foice, localizada entre os 
hemisférios cerebrais. Sua parte rostral fixa-se na crista galli e a parte caudal 
se junta ao tentório do cerebelo4.

Gânglio: acúmulo de neurônios fora do sistema nervoso central.

Leptomeninges: conjunto formado pela pia-máter e aracnóide.

Paquimeninge: dura-máter.

Pia-máter: membrana delgada que recobre o cérebro e a medula espinhal.

Príons: um nome dado a moléculas protéicas consideradas os agentes etiológi-
cos das encefalopatias espongiformes, como a BSE. Essa proteína é central para 
o desenvolvimento dessas doenças. Em indivíduos sadios ela pode ser digerida 
por uma protease (enzima que digere proteínas). Nos indivíduos com doenças 
causadas por príons (por ex., BSE), essa proteína sofre uma modificação pós-
translacional, de maneira a se tornar resistente à digestão de proteases.  



O nome príon é derivado da expressão inglesa proteinaceous infectious. Deve-
ria, por lógica, ser denominada “proin”, mas a expressão príon era mais facil-
mente pronunciável1.

Rete mirabile (rede admirável): uma rede intercalada no trajeto de uma arté-
ria4. A rede admirável carotídea fica de cada lado da hipófise, entre essa glân-
dula e o gânglio do nervo trigêmeo.

Tentório do cerebelo: extensão da dura-máter que separa transversalmente o 
cerebelo e os pólos occipitais dos hemisférios cerebrais4. 

Tronco encefálico: é composto do mielencéfalo, a ponte (que pertence ao 
metencéfalo) e o diencéfalo. Assim, quando retiramos, do sistema nervoso cen-
tral, a medula espinhal na altura do forâmen magno, o telencéfalo (hemisférios 
cerebrais) e o cerebelo, o que resta é o tronco encefálico6.

 



 




















