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RESUMO.- Para a padronização da técnica de imuno-
histoquímica para raiva foram utilizadas cinco amostras
de SNC de bovinos infectados naturalmente com o vírus
da raiva usando-se um anticorpo policlonal e dois mono-

clonais. Para a recuperação antigênica foram avaliados
os seguintes reagentes: protease XIV, proteinase K e tam-
pão citrato pH 6,0 mantido a 100°C por 15 minutos. A
detecção de antígeno rábico nas amostras foi possível
com os três anticorpos utilizados. O anticorpo policlonal
foi superior aos anticorpos monoclonais, demonstrando
bons resultados com os três protocolos de recuperação
antigênica, obtendo uma maior intensidade de marcação
quando utilizado o tampão citrato e calor. A técnica de
imuno-histoquímica demonstrou a presença do antígeno
viral no citoplasma de neurônios na forma de agregados
de grânulos ou de forma redonda ou oval, mostrando cor-
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púsculo de inclusão viral único a múltiplos nos neurônios.
A imuno-histoquímica é um método rápido, podendo ser
usada na rotina em casos onde inicialmente há suspeita
de raiva, especialmente em casos onde fragmentos de
cérebro submetidos ao laboratório foram fixados em
formol, onde as amostras não podem ser enviadas ao la-
boratório imediatamente e para a realização de estudos
retrospectivos.

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Doenças de bovinos, doenças in-
fecciosas, doenças do sistema nervoso, raiva, padronização
de imuno-histoquímica.

INTRODUÇÃO
A raiva é causada por um vírus RNA, envelopado (Swane-
poel 2004), da ordem Mononegavirales, família Rhabdo-
viridae e gênero Lyssavirus (Consales & Bolzan 2007) e
é altamente neurotrópico (George 1993, Woldehiwet
2002). Embora todos os mamíferos sejam susceptíveis,
canídeos e morcegos são considerados como os vetores
mais eficientes da enfermidade (Woldehiwet 2002).

No Brasil, Desmodus rotundus é a principal espécie
de morcego hematófago que transmite a raiva para bovi-
nos, porém outras espécies (Diaemus youngi e Diphylla
ecaudata) podem ocasionalmente transmitir, a doença
(Fernandes & Riet-Correa 2007). A raiva bovina ocorre
em todo o Brasil e tem importância na maioria dos Esta-
dos, tanto pelo caráter de zoonose como por causar per-
das econômicas na pecuária. Anualmente as perdas de
bovinos por raiva são estimadas em aproximadamente
850.000 cabeças, que equivalem aproximadamente a 17
milhões de dólares (Lima et al. 2005). Em bovinos no Bra-
sil, predomina a forma paralítica, caracterizada por paresia
e paralisia ascendentes (Langohr et al. 2003). As lesões
histológicas de raiva são geralmente limitadas ao siste-
ma nervoso central (Jubb & Huxtable 1993, Jones et al.
2000), glânglios e nervos cranianos e espinhais (Swane-
poel 2004) e caracterizam-se por meningoencefalomieli-
te não-purulentas (Fernandes & Riet-Correa 2007) com
ganglioneurite mononuclear (Swanepoel 2004).

O suporte laboratorial é imprescindível para o diag-
nóstico da doença e a técnica de Imunofluorescência Di-
reta (IFD) em tecidos refrigerados ou congelados o teste
padrão utilizado devido a sua rapidez e acurácia (Zimmer
et al. 1990). Outro teste utilizado é a inoculação intracere-
bral em camundongos que apesar de ser mais específi-
ca, tem a desvantagem de ser demorada quando compa-
rada a IFD (Germano et al. 1977).

A comparação entre métodos histoquímicos, de
imunofluorescência direta e de inoculação intracerebral
em camundongos tem revelado maior concordância en-
tre imunofluorescência e inoculação intracerebral em ca-
mundongos, embora ocorram, esporadicamente resulta-
dos falsos negativos ora em uma, ora em outra técnica
(Côrtes et al. 1979).

O objetivo da padronização da técnica de imuno-his-
toquímica para raiva foi estabelecer um protocolo padrão

de diagnóstico para fragmentos de sistema nervoso cen-
tral que chegam previamente fixados em formol 10% ao
Setor de Patologia Veterinária da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul. Contribuindo assim para o diag-
nóstico de doenças do SNC de bovinos, como parte do
programa DXSNC de vigilância da Encefalopatia
Espongiforme Bovina (EEB) coordenada pelo Programa
Nacional de Controle da Raiva dos Herbívoros e outras
encefalopatias (PNCRH) do Ministério da Agricultura Pe-
cuária e Abastecimento (MAPA).

MATERIAL E MÉTODOS
Foram utilizadas amostras de sistema nervoso central (SNC) de
2 bovinos registrados no arquivo do programa DXSNC do MAPA
do Setor de Patologia Veterinária da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS) e três amostras enviadas pelo
Setor de Patologia Veterinária da Universidade Federal de Lavras
(SPV-UFLA) de necropsias de casos de bovinos infectados
naturalmente com raiva, os quais obtiveram resultados positivos
nos testes de imunofluorescência direta (IFD) e na prova de
inoculação intracerebral em camundongos (IIC).

Uma amostra do tronco cerebral  de cada bovino necropsiado
foi fixada em formol 10%, processada rotineiramente para exame
histopatológico, incluída em parafina, cortada a 5μm de
espessura e coradas pela hematoxilina-eosina (HE) (Prophet
et al. 1992). Dados sobre os históricos, quadro clínico dos
animais afetados foram obtidos com o veterinário requisitante
ou pela própria equipe do SPV.

Para a padronização da técnica de imuno-histoquímica para
raiva foram feitos cortes histológicos de 5μm de espessura e
aplicados sobre lâminas positivadas (ImmunoSlide-EasyPath),
secadas verticalmente em temperatura ambiente, antes de
aquecê-las em estufa a 60oC por 3-4 horas. Após os cortes fo-
ram desparafinados em xilol e reidratados em graduações de-
crescentes de álcool até a água destilada. O bloqueio da
peroxidase endógena foi feito pela incubação das lâminas em
solução de peróxido de hidrogênio a 3% em água destilada por
15 minutos em temperatura ambiente, sendo posteriormente la-
vadas em água destilada três vezes por dois minutos. Para a
recuperação antigênica foram avaliados os seguintes reagentes:
protease XIV (Sigma Chemical Company, Poole, UK), proteinase
K (DAKO Corporation, Carpinteria, USA) e tampão Citrato (2,1g
de ácido cítrico em 1 litro de água destilada, ajustando o pH em
6,0 com NaOH a 0,5%).  As lâminas tratadas com protease XIV
a 0,005% em PBS (phosphate buffered saline) (pH 7,4) foram
incubadas em câmara úmida por 15 minutos em temperatura
ambiente. Os cortes tratados com proteinase K foram prepara-
dos com 40ml (uma gota) da solução diluída em 2ml 0,05M Tris-
HCL pH 7,5 por 1 minuto em câmara úmida e temperatura ambi-
ente. As lâminas tratadas com tampão citrato 10mM (pH 6,0),
foram colocadas em jarras de coloração de polipropileno duran-
te 15 minutos em banho-maria em panela de uso comercial de
aço inox com dimensões de 24x20x20cm (altura x largura x com-
primento) com capacidade para dois litros previamente aqueci-
do atingindo uma temperatura de 100oC. Logo após as lâminas
foram esfriadas por 5 minutos em temperatura ambiente.

Para a diminuição das ligações inespecíficas (“background”),
os cortes foram tratados com leite desnatado (Molico) 5% diluído
em água destilada durante 15 minutos. Os cortes foram cobertos
com solução contendo o anticorpo primário. Foram utilizadas as
diluições de 1:500 e 1:1000 em PBS para cada um dos anticorpos
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testados. Foram avaliados dois anticorpos monoclonais anti-raiva
(GeneTex GTX21002 e Biodesign C86307M) e um anticorpo
policlonal (anti-rabies polyclonal Chemicon #5199) recomendado
para imunofluorescência direta adaptado de Rech (2007]. Os
cortes testados com os anticorpos monoclonais foram incubados
em câmara úmida por 12-14 horas (“overnight”) a 4oC e os
testados com o anticorpo policlonal foram incubados em câmara
úmida a 37ºC por 60 minutos. Posteriormente, foram lavados em
água destilada e tratados com anticorpo secundário biotinalado
(DAKO LSAB 2 kit, DAKO Corp., Carpinteria, CA) por 20 minutos
em câmara úmida e temperatura ambiente. Logo após foram
lavados em água destilada e tratados com o conjugado
Streptavidina-peroxidase (DAKO Corp., Carpinteria, CA) por mais
20 minutos cada em câmara úmida e temperatura ambiente,
sendo lavados novamente em água destilada e submetidos à
revelação com o cromógeno vermelho (VECTOR®NovaRED) por
5 minutos. Os cortes foram lavados em água destilada e contra-
corados com hematoxilina de Harris por 1 minuto, posteriormente
lavadas em água corrente por 1-2 minutos e desidratados em
graduações de álcool, clarificadas em xilol e montadas com
Entellan (Merck, Darmstadt, Germany Sigma Chemical Co., Saint
Louis, USA). Em seguida as lâminas foram avaliadas em
microscópio óptico e classificadas de acordo com a intensidade
de marcação em 0 (ausente), 1 (leve), 2 (moderado) e 3
(acentuado). Foi inserido em cada imuno-histoquímica um
controle de SNC de bovino previamente negativo nas provas de
imunofluorescência direta e inoculação intracerebral em
camundongos.

RESULTADOS
Os bovinos deste estudo apresentaram um quadro clíni-
co caracterizado por incoordenação, paresia e paralisia
dos membros posteriores, decúbito e morte. Todas as cin-
co amostras analisadas caracterizaram-se na histologia
por meningoencefalomielite não-supurativa, com presen-
ça de manguitos perivasculares, microgliose e presença
de corpúsculos de inclusão viral intracitoplasmáticos em
neurônios. O teste de imunofluorescência direta para rai-
va e inoculação intracerebral em camundongos foi positi-
vo em todos os casos analisados e serviu de padrão para
avaliação do método imuno-histoquímico.

A detecção de antígeno rábico nas amostras analisa-
das foi possível com os três anticorpos utilizados. Em
geral, os resultados usando o anticorpo policlonal foram
superiores aos anticorpos monoclonais. O anticorpo
policlonal (Chemicon #5199) demonstrou bons resultados
com os três protocolos de recuperação antigênica, porém
teve maior intensidade de marcação quando utilizado ca-
lor com solução de tampão citrato, obtendo-se grau de
marcação acentuado nos casos testados (Fig.1). Podem-
se identificar marcação no pericário, axônios (Fig.2) e al-
gumas vezes em dendritos dos neurônios. Recuperação
antigênica com protease XIV e proteinase K obtiveram
intensidade de marcação semelhantes, prevalecendo uma
marcação moderada em ambos tratamentos enzimáticos.
No Quadro 1 estão representados os graus de intensida-
de de marcação imuno-histoquímica com o anticorpo
policlonal nos cinco casos analisados no presente estu-
do.

Fig.1. Marcação positiva acentuada vermelha em neurônios da
medula espinhal. Recuperação antigênica com calor e tam-
pão citrato. Anticorpo policlonal Chemicon 1:1000. Imuno-
histoquímica pelo método biotina-estreptavidina-peroxidase
e contra-corada com hematoxilina, obj.20x.

Fig.2. Marcação positiva vermelha em corpúsculos de inclusão
viral no pericário (seta maior) e axônio (seta menor) de cé-
lula de Purkinje do cerebelo. Anticorpo policlonal Chemicon
1:1000. Imuno-histoquímica pelo método biotina-estrepta-
vidina-peroxidase e contra-corada com hematoxilina,
obj.40x.

Quadro 1. Resultados imuno-histoquímicos obtidos com
a utilização do anticorpo policlonal (Chemicon #5199)

usando três recuperações antigênicas

Caso no. Protease XIV Proteinase K Calor (Tampão Citrato)
1/500 1/1000 1/500 1/1000 1/500 1/1000

1 2a 2 2 2 3 3
2 2 2 2 2 3 1b

3 2 2 2 2 3c 3
4 1 1 1 1 3 3
5 3 1 2 1 3 3
6d 0e 0 0 0 0 0

a Marcação moderada, b marcação leve, c marcação acentuada, d con-
trole negativo, e ausência de marcação.
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A digestão com protease XIV e proteinase K apresen-
taram baixa intensidade de marcação com os anticorpos
monoclonais. O anticorpo GeneTex apresentou marca-
ção leve nas recuperações antigênicas com protease XIV
e proteinase K e o anticorpo Biodesign obteve melhor
marcação quando utilizado proteinase K, ambos na dilui-
ção de 1:500. A intensidade de marcação com o anticor-
po GeneTex (GTX 21002) e Biodesign (C86307M) estão
representados nos Quadros 2 e 3, respectivamente.

Na recuperação antigênica com calor e tampão citrato
os dois anticorpos monoclonais apresentaram ausência

de marcação. Todos os casos que foram positivos na téc-
nica de imuno-histoquímica demonstraram a presença do
antígeno viral no citoplasma de neurônios na forma de
agregados de grânulos (Fig.3) também na forma redonda
ou oval, mostrando corpúsculo de inclusão viral único a
múltiplos nos neurônios (Fig.4).

Na determinação da diluição do anticorpo policlonal
anti-raiva, foram obtidos resultados positivos nas diluições
de 1:500 e 1:1000. Perda na qualidade da identificação
do antígeno de raiva foi visualizado quando os anticorpos
foram diluídos a 1:1500. O bloqueio das reações inespe-
cíficas mostrou-se bastante eficaz quando os cortes fo-
ram incubados com leite em pó desnatado (MolicoÒ) 5%
diluídos em água destilada durante 15 minutos.

DISCUSSÃO
O diagnóstico de raiva nas cinco amostras analisadas foi
baseado no quadro clínico e nas lesões histopatológicas,
sendo confirmados pelo teste de imunofluorescência di-
reta para raiva e inoculação intracerebral em camundon-
go. A imuno-histoquímica se mostrou satisfatória para o
diagnóstico de raiva a partir de fragmentos de sistema
nervoso central destes casos. As cinco amostras de SNC
utilizadas na padronização da técnica de imuno-histoquí-
mica foram fixadas em formol 10% por um período que
variou de 24 horas a uma semana. Trabalhos prévios su-
gerem que a fixação prolongada prejudica a detecção de
antígenos virais (Ramos-Vara 2005).

Foi possível observar que o anticorpo policlonal em-
pregado apresentou marcação mais intensa que os anti-
corpos monoclonais. Este resultado difere do que já foi
relatado por outros autores (Hamir & Moser 1994, Hamir
et al. 1995). Os anticorpos policlonais em geral apresen-
tam alta afinidade e ampla reatividade (Ramos-Vara 2005).
A utilização de anticorpos policlonais possibilita que uma
maior quantidade de epítopos seja marcada, uma vez que

Fig.4. Identificação positiva de corpúsculo de inclusão viral úni-
ca em neurônio fortemente marcado na medula espinhal.
Anticorpo policlonal Chemicon 1:1000. Imuno-histoquímica
pelo método biotina-estreptavidina-peroxidase e contra-co-
rada com hematoxilina, obj.40x.

Fig. 3. Marcação acentuada de antígeno viral na forma de agre-
gado de grânulos vermelhos em neurônios na medula espi-
nhal. Anticorpo policlonal Chemicon 1:1000. Imuno-histo-
química pelo método biotina-estreptavidina-peroxidase e
contra-corada com hematoxilina, obj.40x.

Quadro 3. Resultados imunohistoquímicos obtidos com a
utilização do anticorpo monoclonal Biodesign (C86307M)

usando três recuperações antigênicas

Caso no. Protease XIV Proteinase K Calor (Tampão Citrato)
1/500 1/1000 1/500 1/1000 1/500 1/1000

1 1a 1 1 1 0 0
2 0b 0 1 0 0 0
3 1 1 1 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 1 0 0 0
6c 0 0 0 0 0 0

a Marcação leve, b ausência de marcação, c controle negativo.

Quadro 2. Resultados imuno-histoquímicos obtidos com
a utilização do anticorpo monoclonal GeneTex (GTX

21002) usando três recuperações antigênicas

Caso no. Protease XIV Proteinase K Calor (Tampão Citrato)
1/500 1/1000 1/500 1/1000 1/500 1/1000

1 1a 1 1 1 0b 0
2 1 1 1 1 0 0
3 1 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 1 1 1 1 0 0
6c 0 0 0 0 0 0

a  Marcação leve,  b ausência de marcação, c controle negativo.
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há uma grande variação na fonte de animais utilizados na
produção de antígenos (Van Maanen et al. 2004). Estes
são geralmente empregados nos testes de rotina de
imunofluorescência direta pra raiva (Terra 2007).

A recuperação antigênica utilizando-se solução tam-
pão citrato previamente aquecida em banho-maria a 100oC
possibilitou intensa marcação com o anticorpo policlonal.
Diversos métodos de recuperação antigênica usando ca-
lor têm sido utilizados em IHQ como autoclave (Bankfalvi
et al. 1994), panela de pressão (Norton et al. 1994, Miller
& Estran 1995), forno de microondas (Gown et al. 1993,
Cattoretti & Suurmeijer 1995, Imam et al. 1995) e banho-
maria (Kawai et al. 1994), com o objetivo de quebrar as
ligações cruzadas e expor os epítopos para o reconheci-
mento do anticorpo primário (Puchtler & Meloan 1985,
Anthony et al. 1989, Shi et al. 1997). No presente estudo
só foi usado banho-maria com a utilização de panela do-
méstica com água aquecida a 100oC, apresentando ex-
celente resultado. Machado et al. (2004) obteve bons re-
sultados com a técnica de imuno-histoquímica para raiva
utilizando tampão citrato com calor, porém usando forno
de microondas seguido de digestão enzimática com
tripsina 0,1%.

As lâminas positivadas (ImmunoSlide-EasyPath) atra-
em eletrostaticamente as secções de tecido incluídas em
parafina, aderindo-os melhor a lâmina e assim demons-
traram ser melhores que lâminas preparadas com gelati-
na. Os cortes nestas últimas com freqüência se descola-
vam quando aquecidos para recuperação antigênica em
microondas e banho-maria.

A imuno-histoquímica é um método rápido, podendo
ser usado na rotina em casos onde inicialmente há sus-
peita de raiva (Machado et al. 2004), especialmente em
casos onde fragmentos de cérebro submetidos ao labo-
ratório foram fixados em formol, impossibilitando a reali-
zação da imunofluorescência direta ou a inoculação
intracerebral em camundongos. Por vezes a detecção de
antígenos do vírus da raiva por imuno-histoquímica tem
sido relatada mesmo em tecido nervoso em processo de
autólise (Arslan et al. 2004). Estudos feitos com materiais
deteriorados comprovaram que o primeiro exame que re-
sulta em falso negativo é a detecção dos corpúsculos de
Negri, seguido pela inoculação em camundongos e, por
último, a imunofluorescência direta (Fernandes & Riet-
Correa 2007). A imuno-histoquímica permite o uso de te-
cidos fixados em formol, o que possibilita o envio das
amostras ao laboratório quando condições de refrigera-
ção e transporte são inadequadas (Hamir & Moser 1994).
A imuno-histoquímica pode ser também usada, particu-
larmente em estudos retrospectivos, quando tecidos fres-
cos ou congelados não podem ser avaliados ou quando
as amostras não podem ser enviadas ao laboratório ime-
diatamente. (Arslan et al. 2004).

Os resultados do presente trabalho demonstram que
a técnica de imuno-histoquímica para raiva utilizando-se
anticorpo primário policlonal Chemicon #5199 apresen-
tou excelentes resultados quando tratados com calor e

solução de tampão citrato na recuperação antigênica. A
utilização deste anticorpo policlonal associado à recupe-
ração antigênica com tampão citrato em banho-maria de-
monstrou também vantagem econômica visto que os
materiais empregados foram de menor custo quando com-
parados com outros protocolos. Proporcionou também
economia de tempo, pois com os dois anticorpos
monoclonais e recuperação antigênica com protease XIV
e proteinase K necessitou-se deixar “overnight”, aumen-
tando o tempo para finalizar o diagnóstico. A imuno-histo-
química é uma ferramenta importante de diagnóstico de
rotina laboratorial, especialmente quando o SNC é sub-
metido fixado em formol 10%, impossibilitando a realiza-
ção de provas de imunofluorescência direta e inoculação
intracerebral em camundongos, além de, solucionar ca-
sos de meningoencefalite não-específica sem a presen-
ça de corpúsculos de inclusão.
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