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COLETA DO ENCEFALO DE BOVINOS PARA EXAME
LABORATORIAL

1 - Introducao

A encefalopatia espongiforme bovina (BSE), conhecida em todo o
mundo como “doenca da vaca louca”, € uma doenca degenerativa cronica que
afeta o sistema nervoso central de bovinos. A doenca foi diagnosticada pela
primeira vez na Gra-Bretanha em 1986’2 e causou grande impacto econémico
na pecuaria do Reino Unido. Foi também confirmada em bovinos nativos da
Austria, Bélgica, Canada, Republica Tcheca, Dinamarca, Eslovaquia, Eslovénia,
Espanha, Finlandia, Franca, Alemanha, Holanda, Italia, Irlanda, Israel, Japao,
Liechtenstein, Luxemburgo, Portugal e Suica. A preocupacao de que a BSE apre-
sentasse risco para os consumidores de carne bovina esteve presente desde o
inicio da epidemia na Inglaterra. Essa preocupacao atingiu niveis extremamente
altos quando, na terceira semana de marco de 1996, num comunicado ao par-
lamento inglés, o Secretario do Estado da Saude da Inglaterra anunciou que
a ocorréncia de uma nova variante da doenca neuroldgica de humanos, Creut-
zfeldt Jakob (CJD), era provavelmente relacionada a BSE'2. Um dos resultados
dessa crescente preocupacao é que as autoridades sanitarias internacionais
estao solicitando dos paises exportadores de carne que apresentem evidéncias
de que seus rebanhos sao livres da doenca. Isso equivale a dizer que esses
paises devem ter um controle capaz de atestar que seu rebanho bovino é livre
de BSE, identificar as doencas que afetam os sistema nervoso central e reconhe-
cer casos de BSE, se eles ocorrerem.

O objetivo deste manual é fornecer uma orientacdo para coleta de
material para o diagnodstico histolégico de BSE e de outras doencas do
sistema nervoso de bovinos. Embora a BSE nao ocorra no Brasil, é necessario
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manter-se um esquema de vigilancia para essa doenca. Constam aqui instru-
¢Oes para o exame preliminar do tecido nervoso, selecao e remessa ao labo-
ratorio de diagnostico. As enfermidades que afetam direta ou indiretamente
o sistema nervoso de bovinos no Rio Grande do Sul foram revisadas recente-
mente’® e presume-se que a distribuicdo no restante do Brasil seja, pelo menos,
semelhante, com variacdes quanto a prevaléncia das doencas em certas regi-
Oes. Essas doencas serao levadas em consideracao na coleta do material.

Para que o exame do sistema nervoso de bovinos atinja um numero
significativo de casos, espera-se poder contar com o material recebido pela
rede de diagndstico para raiva, ja existente no pais. Por essa razao, procurou-se
incluir instrucoes que contemplem a coleta de material, possibilitando o exame
para o diagnostico de raiva, da BSE e de outras enfermidades do sistema ner-

voso de bovinos'©.

2 - Recomendacoes gerais

2.1 As doencas do sistema nervoso central (SNC) freqlientemente nao apresen-
tam lesdes Obvias a necropsia. Por isso, o patologista que examina o material
no laboratério depende de um histérico e de observacoes clinicas confiaveis
para orientacdo sobre a natureza da doenca neuroldgica®. Um formulario com
os principais dados referentes ao(s) animal(ais) afetado(s), aos achados epi-
demioldgicos e clinicos e aos principais achados de necropsia deve ser preen-
chido (Anexo 1). A remocao e coleta de amostras do sistema nervoso requerem
tempo e esforco. E, portanto, necessario estabelecer critérios para realizacao
dessas tarefas. Se nao houver sinais clinicos e histérico sugestivos de doenca
neuroldgica, é pouco provavel que o exame do sistema nervoso revele lesoes
significativas. Nos casos em que nao ha historico clinico ou ele é pouco preciso
ou quando a morte do animal ocorreu sem sinais premonitoérios, recomenda-se
0 exame neuropatoldgico.

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 fixacao do material. Esses
dados sao importantes para a realizacao do exame neuropatolégico. Doencas
gue oferecem risco para a saude humana (por ex., raiva, listeriose) devem ser
consideradas antes da realizacao dos exames e os cuidados necessarios devem
ser tomados. O uso de luvas de borracha e de um visor (6culos) durante a aber-
tura do cranio é recomendado.
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2.3 Se o material for destinado ao exame histolégico, é extremamente impor-
tante que o manuseio do tecido nervoso ainda nao-fixado seja 0 minimo possi-
vel. O exame macroscépico detalhado deve, por isso, ser feito apds a fixacao. O
manuseio do tecido nervoso nao-fixado causa artefatos que prejudicam a ava-
liacao histologica das lesoes.

2.4 Tanto quanto possivel, o exame macroscopico sistematico do encéfalo deve
ser feito no 6rgao fixado (a fixacdo endurece os tecidos). Isso facilita a selecao
de areas apropriadas para o diagnéstico de doencgas especificas e permite que
se determine a distribuicao das lesdes. A distribuicao das lesdes no sistema
nervoso (i.é, bilaterais, simétricas, focais, multifocais, na substancia branca, na
substancia cinzenta) é caracteristica para varias doencas e deve ser anotada.
Muitas vezes o encéfalo nao pode ser fixado inteiro, como seria o ideal, pois ha
necessidade de conservar partes do 6rgao nao fixadas para exames virologicos
e bacteriolégicos.

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

3 - Retirada do encéfalo

A coleta nao criteriosa e aleatéria de numerosas amostras de encéfalo
nao-fixado pode dificultar o exame neuropatolégico no laboratério. Quando
houver varios animais para necropsia, num surto de uma doenca neuroldgica, o
tempo para a retirada do encéfalo pode ser um fator limitante. Nesse caso, sele-
cione alguns animais para o exame neuropatoldgico. Colha o material tentando
eliminar, ou diminuir ao maximo, danos ao tecido nervoso, causados durante a
sua retirada.

3.1 Através de um acesso ventral, remova a cabeca, desfazendo a articulacao
atlanto-occipital. Nesse ponto, examine a superficie e a capsula das articula-
coes e o aspecto fisico do liquido cefalorraquidiano (LCR) que flui quando a
dura-mater 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-
mater.

3.2 Disseque a pele e os musculos da cabeca. Abra a cavidade craniana
seguindo as linhas mostradas na Figura 1. Isso pode ser feito com serra comum
ou cutelo do tipo usado por agougueiros. O encéfalo é, entao, exposto com a
dura-mater intacta.
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3.3 Usando tesouras, retire a dura-mater, seccionando a foice do cérebro e
o tentorio (tenda) do cerebelo (Figura 2). Com a cabeca do bovino inclinada,
remova o encéfalo seccionando os nervos cranianos. Sem o corte prévio dessas
estruturas, é impossivel remover o cérebro intacto. Evite ao maximo manusear,
pressionar e apertar o tecido nervoso durante o processo de remocao, para
evitar artefatos histolégicos que prejudiquem o exame no laboratoério.

3.4 O ganglio do nervo trigémeo (ganglio de Gasser) e a rete mirabile carotidea
devem ser colhidos junto com a hipéfise (Figura 3). O exame desse par de gan-
glios nervosos do 5° par de nervos cranianos é importante para o diagnostico
de doencas como raiva e meningoencefalite por herpesvirus bovino (BHV-5).
Nessas duas doencas, freqlientemente se observa inflamacao (ganglioneurite)
do ganglio do nervo trigémeo. Em casos de febre catarral maligna'', os vasos
da rete mirabile mostram lesao caracteristica (vasculite).

3.5 Examine o encéfalo para possiveis lesdes macroscopicas, pesquisando pos-
siveis assimetrias (i. é, algumas estruturas mais volumosas que outras) e alte-
racoes da cor (por ex., hiperemia das meninges, congestao do cértex em
casos de babesiose por Babesia bovis, cortex amarelo-castanho em casos de
polioencefalomalacia).

4 - Selecao das amostras a serem colhidas

O material para exames virolégicos e bacteriolégicos deve ser colhido
antes da fixagao do encéfalo. Por outro lado, o congelamento torna o encéfalo
inadequado para o exame histolégico. Como muitos casos necessitam da reali-
zacao dos trés tipos de exame, um meio-termo deve ser alcancado.

4.1 Coleta de amostras para a bacteriologia e virologia

4.1.1 Inicialmente remova o cerebelo, cortando no nivel dos pedunculos cere-
belares. Introduza a ponta de uma lamina no 4° ventriculo pela parte caudal do
cerebelo (Figura 4). Corte rostral e horizontalmente os pedunculos cerebelares
separando o cerebelo do bulbo num dos lados e, depois, no outro. Ao findar
essa operacao, o cerebelo estara completamente separado do encéfalo (Figura
5).
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4.1.2 Corte na altura do talamo, separando o tronco encefdlico do resto do
encéfalo (Figura 6). Ao findar essa operacao, vocé obtera trés partes: a) o
tronco encefalico, 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 tdlamo cerca de 1 cm de
espessura (Figura 10).

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

4.1.6 Nesse ponto, as quatro amostras a serem enviadas para o exame virolé-
gico ou bacteriolégico foram obtidas (Figura 12). Os fragmentos selecionados
sao adequados para o exame de raiva®?® e para exame de outras doencas cau-
sadas no sistema nervoso de bovinos por outros virus e bactérias®''. Essas trés
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
aconselhavel congelar as amostras para a remessa, mas nunca fixa-las.

4.1.7 O restante do encéfalo (Figura 13) deve ser fixado conforme instrucoes a
seguir (item 4.2), pois destina-se ao exame histolégico. Deve-se também fixar
em formol a 10% e remeter, junto com o material mostrado na Figura 3, o bloco
de tecidos constituido pela rede admiravel carotidea, o ganglio do nervo trigé-
meo e a hipofise.

4.2 Coleta e fixacao de material para exame histologico

4.2.1 Para fixar o encéfalo, formol a 10% é o fixador indicado. Para preparar
um litro dessa solucao, use 100 ml de formaldeido (35-40%) e 900 ml de agua
de torneira. Existe uma confusao freqliente entre aldeido férmico (ou formal-
deido) e formalina comercial (ou formol). Formaldeido é um gas com o qual
se prepara uma solucao aquosa de 35-40%. Essa solucao constitui a formalina
comum.
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O termo formalina refere-se, portanto, a apresentacdo comercial da
solucdo de formaldeido. Assim, formol (ou formalina) a 10% representa uma
solucao preparada misturando-se 10 ml de formalina comercial (formaldeido a
35-40%) com 90 ml de 4gua®. O formol tamponado fornece uma fixacdo com
melhores resultados, mas ndo é essencial, pois a férmula dada acima permite
um exame histolégico aceitavel do encéfalo. A férmula para preparacao de um
litro de formol tamponado é dada a seguir’.

Reagentes

Splugéo de 35-40% de formaldeido (formalina) 100ml
Agua destilada 900ml
Fosfato monobasico de sodio 49
Fosfato dibasico (anidro) de sédio 6,59

Procedimento

Misture previamente os tampodes fosfato em agua quente para que se
dissolvam, antes de adicionar o restante da dgua com solucao de formaldeido.
Adicione o formaldeido apos esfriar a solugao para diminuir os vapores. Inverta
o recipiente varias vezes para permitir uma boa mistura. Faca a mistura e use a
solugcao apenas em areas bem ventiladas.

Observacoes

Mesmo que essa solucao de formol seja tamponada, com o tempo o
pH vai baixar, provocando o aparecimento de pigmentos de hematina acida em
tecidos congestos (que tém 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, sdo necessarios 6
litros do fixador para fixar o encéfalo inteiro de um bovino adulto (600 cm?3).
O tempo minimo de fixacdo 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. Apés a fixa-
¢ao, o tecido necessitard uma quantidade muito menor de fixador, facilitando
o transporte ao laboratorio.
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Ao fixar o encéfalo, evite mistura-lo com outros materiais que possam
comprimir o tecido nervoso, danificando-o para o exame histolégico.

5 - Remessa do material ao laboratorio

5.1 Cada material de encéfalo deve ser enviado em vasilhame nao deformavel
(por ex., um vasilhame plastico duro), ao invés de ser enrolado em algodao 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 ndo completamente fixados podem ser transportados, mas,
nesse caso, devem ser fornecidas informac6es sobre o tempo de fixagao.

5.2 E importante que a embalagem que contém o encéfalo (tanto as partes
nao fixadas como as fixadas) a ser remetido ao laboratério seja hermetica-
mente fechada para evitar vazamentos e exposicdo de pessoas que manuseiem
o pacote. Qualquer remessa deve ser acompanhada do formulario do Anexo 1,
preenchido.
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7 - Glossario

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

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

CJD: doenca de Creutzfeldt Jakob. Doenca neurolégica de humanos causada
por prion, com lesdes semelhantes as da BSE.

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

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

Ganglio: acimulo de neurénios fora do sistema nervoso central.
Leptomeninges: conjunto formado pela pia-mater e aracnoide.

Paquimeninge: dura-mater.

Pia-mater: membrana delgada que recobre o cérebro e a medula espinhal.
Prions: um nome dado a moléculas protéicas consideradas os agentes etiologi-
cos das encefalopatias espongiformes, como a BSE. Essa proteina é central para
o desenvolvimento dessas doengas. Em individuos sadios ela pode ser digerida
por uma protease (enzima que digere proteinas). Nos individuos com doencas

causadas por prions (por ex., BSE), essa proteina sofre uma modificacao pos-
translacional, de maneira a se tornar resistente a digestao de proteases.



O nome prion é derivado da expressao inglesa proteinaceous infectious. Deve-
ria, por logica, ser denominada “proin”, mas a expressao prion era mais facil-
mente pronunciavel’.

Rete mirabile (rede admiravel): uma rede intercalada no trajeto de uma arté-
ria%. A rede admiravel carotidea fica de cada lado da hipéfise, entre essa glan-
dula e o ganglio do nervo trigémeo.

Tentoério do cerebelo: extensdao da dura-mater que separa transversalmente o
cerebelo e os polos occipitais dos hemisférios cerebrais®.

Tronco encefalico: 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 foramen magno, o telencéfalo (hemisférios
cerebrais) e o cerebelo, o que resta é o tronco encefalico®.
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ANEXO |

Formuléric de requisicio de exames

Maderial 0™ Laborgdong | n° oo prolocelo | g Municipio LIF
Welerwmdrio Remele e TR LAF ™
Endereso Tefefone | 1
Emasil Fax [ ]
Fara presnchimenio & 0w quanco 1or Bawing (mpota o
Mome oo amimal Miman cho arvimal Py gher Orgeermn
Com sinbamatologia nenvosa? Sim | Nic O Para anileni a1 sim[] M3oal]
Prspiteld ria Prajp e s
Endereqn Municipio F
Email Tesefone [ ) Fax{ }
Espadonr Bowima [ Ciea D Capiina M| Raga e g [T
Hawviam oatras epéoes abetadas? Sim [ KW D Categona sbetacds g0 2O
Mismnero 0 amiman nan refnginho | ] i o by | k] mork o | i
O animal morio & ki vaoinaco para Raiva Cicatridese [ Duaras
Data do inkio do ssricidoenga / / Duragio do surtoidoenga
Tipos de sinais cdimecos apresen baclos.
Waorte subing || Cequeira |_ Tormein [ | Parabia flacida dos membres poseiones ||
Oeprevsio [ Incoordenagio || Comulsdes (] Paraksia flacda dos membros anteriores ||
Arania ] Tetania L1 Dismewia [ Com paralisia, mat ainda abera [
Opistdioma [ | - Apressnadade [ fremores [ Hetagrea |
Dusachs dos sEnais cinios [desde o infdo a8 a mane] oAt
Hawiam animais gue se recaperaram dos sinas dinicoa? Sml]  Mio[] Owe pescentusi® ]
[ha & hiwrs da maorie f i ..
Temps decorrido eniee a maorke £ & oolola do mabenal haoras
Tasmigs v rTico enlee a maorke ¢ & fivaghs do matenal howas 1 minwee
Relichirr il ch sdnfviada & m
Wellermdrs fe sl pela oolita CRMN-LIF n®
Engefeqs Tefefone | 1
Emaail Fax | 1
Dhservagbes.
Local ¢ Data: . ! !
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ANEXO 2

Figura 1 B

Figura 1 A Figura 1

Figura 1. Remocdo do encéfalo. As linhas marcarm os locais onde o crdnio deve ser cortado

para a retirada do encéfalo. A. A primeira linha liga dois pontas (1 e 2) imediatamente antariores
a5 drbitas. B. A segunda linha une os pontos 1 e 2 ao fordmen magno do occipital. €. & mesma
linha mostrada em & @ visualizada na porgao posterior da cabeca.

™
Figura 1 & Figura 1 B

Figura 2. Usando tesouras, retire a dura-mater, seccionande a foice do cérebro (&) € o tentdrio
(tenda) do cerebealo (B)
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Figura 2 4

Figura 3 C Figera 2 D

Flgura 3. O ghnglio do nerdss trigémen {5 par craniano, gdnglo de Gasser), a mefe mirainle
caratidea e a hipdfise devem ser colhidas ern uma peca 6 (monobloco 1). A, Assoalho da
cavidade craniana mostrando as referéncias anatGmicas para retirada do monablooo

1. Hervo trigérmea (W}, nerno oculomotor (OM), nerso Gptico (0), localizagio da hipdfise (H].

B. A figura mostra que deve ser feito pelo bisturi para a retirada do monobloco

1. 5o identificadas as seguintes estruturas, Mervo trigémea (), nervo oculomotor (O],

nerva aptico (D), localizagio da hipdfise (H), C. vista dorsal do monoblooo 1, S8 identificadas
a5 seguintes estruturas, Merva trigémeo V), nervo oculomotar (O8], localizacio da hipofise (H),
D, Vista ventral do monobloco 1, 580 entificadas as seguintes estruturas, Nerva trigémeo (V],
génglio do mervo triglmes (G) nero oculomator (OM), refe rurabdle (F) e hipdfise (H). Esse
rronoblocs deve ser fiwado em formol 2 10% para exame histopateldgico.
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Figura 4, Introduza a ponta de uma ldmina no 47 ventriculs, pela parte caudal do
cergbelo, Corte rastral @ horizontalmente os pedunculos cerebelares, separando o
cerebelo do bulbo rum dos lados e, deposs, no outro.

Figura 5. Ao findar a operacao descrita na Figura 4, o cerabelo estara completamente
separado do encéfalo. O hemisférios telencefilicos (T), o 4 ventriculo IVl e o
cerebela | €) estio identificados na figura.
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Figura &. %epare o fronce encefalico do resto do encéfalo, cortando em ambaos os lados,
na altura do talarmno, como mostra a figura.

Figura 7. Ao findar a operagio descrita na Figura &, o encifalo estard dividido em tris
partes: o tronco encefalica (acima, & dirsital, o corebelo (abamoe, & direita) & os hemisferios
telencefalicos.
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Fegura B B

Figura 8 A. Para a obtencdo da amostra 1, a ser enwiada para exames virolgioos
efpu bacterickogicos, uma fatia de cerca de (L5 cm € retirada ao longo do warme
do cerebelo. B. Esta fatia (1) deve ser refrigerada ou congelada.
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Figura % & Figura O B

Fegura 9 A. Para abter a amostra 2, corte urn segmento transversal de
aprozimadarmente 2,5 cm da medula cervical, no ponto onde o tronco
encefélice foi separado da medula cenvical. Obex (0), pedancubos cerabelaras
(PC) coliculas rostrais (CR), pineal (P} e télamo (T). B. Este segmento (2} dewve
ser refrigerade ow congelade,

Figura 10. Para obter 8 amastra 3, corte uma segmento transversal do talamo (T
de cerca de 1 ¢m de espessura.




Figura 11, & amostra 4 & obtida dwvidindo um dos hemisféros cerebrais na
altura do quiasma dptico, separands a parte caudal (4) do restants,

Figura 12, Essas 550 as quatnd amostras para o exame viralbgico ou bacteriologicn.
1, fatia do cerebelo seccionada o kango do verme; 2, segmente de medula cervical;
3, fatia do télamo « 4, metade caudal de um dos hemisfénos telencefalicos, Exses

fragmentos devem ser remetidos refrigerades ou congelados.
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Figura 12. O material mostrado nesta figura € o que resta apds a
ratirada das amostras 1-4 para os exames wrolbgicosbacterioldgions,
Esse material & formado pelo tronco encefalico completo (acima a
direita), duas partes do cerebelo (abaixo & direital e ¥ dos
hemisférios telencefdlicns. Destina-se a0 exame histolbgico e deve
ser fixado em formol a 10%.






