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ABSTRACT.- Pedroso P.M.O., Pescador C.A., Bandarra P.M., Raymundo D.L., Borba
M.R., Wouters F., Bezerra Jr P.S. & Driemeier D. 2008. [Standardization of
immunohistochemistry technique for detection of rabies virus in formalin-fixed
and paraffin-embedded tissue samples from central nervous system of cattle.]
Padronizagéo da técnica de imuno-histoquimica para raiva em amostras de tecido do
sistema nervoso central de bovinos fixadas em formol e emblocadas em parafina.
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For standardization of the rabies immunohistochemistry technique, five samples of
central nervous system (CNS) of cattle naturally infected with rabies virus were examined.
One polyclonal antibody and two monoclonal antibodies were used. The following reagents
were evaluated for antigen retrieval: XIV protease, proteinase K and citrate buffer (pH
6.0) boiling at 100°C during 15 minutes in bain-marie. Detection of rabic antigen was
possible with the three antibodies tested. The polyclonal antibody was superior to the
monoclonal antibodies, demonstrating good results with the three antigen retrieval
protocols. The highest intensity staining was obtained with the citrate buffer and heat.
The immunohistochemistry technique demonstrated the presence of viral antigens in the
cytoplasm of neurons, in form of aggregates or with round or oval shape. The antigens
were found as single or multiples inclusion bodies in the neurons. Immunohistochemistry
is a fast method that can be used in routine procedures in cases where rabies is suspected,
especially when the brain is submitted to the laboratory as formalin-fixed fragments or
when samples could not be immediately shipped. The technique is also useful for
retrospective studies.

INDEX TERMS: Diseases of cattle, infectious diseases, diseases of the central nervous system,
rabies, immunohistochemistry standardization.

RESUMO.- Para a padronizacao da técnica de imuno-
histoquimica para raiva foram utilizadas cinco amostras
de SNC de bovinos infectados naturalmente com o virus
da raiva usando-se um anticorpo policlonal e dois mono-
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clonais. Para a recuperagao antigénica foram avaliados
0s seguintes reagentes: protease XIV, proteinase K e tam-
pao citrato pH 6,0 mantido a 100°C por 15 minutos. A
deteccao de antigeno rabico nas amostras foi possivel
com os trés anticorpos utilizados. O anticorpo policlonal
foi superior aos anticorpos monoclonais, demonstrando
bons resultados com os trés protocolos de recuperacao
antigénica, obtendo uma maior intensidade de marcacao
quando utilizado o tampao citrato e calor. A técnica de
imuno-histoquimica demonstrou a presenca do antigeno
viral no citoplasma de neurénios na forma de agregados
de granulos ou de forma redonda ou oval, mostrando cor-
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pusculo de incluséo viral Unico a multiplos nos neurdnios.
A imuno-histoquimica € um método rapido, podendo ser
usada na rotina em casos onde inicialmente ha suspeita
de raiva, especialmente em casos onde fragmentos de
cérebro submetidos ao laboratdrio foram fixados em
formol, onde as amostras ndo podem ser enviadas ao la-
boratério imediatamente e para a realizagao de estudos
retrospectivos.

TERMOS DE INDEXAGAO: Doencas de bovinos, doengas in-
fecciosas, doencas do sistema nervoso, raiva, padronizacéo
de imuno-histoquimica.

INTRODUCAO

A raiva é causada por um virus RNA, envelopado (Swane-
poel 2004), da ordem Mononegavirales, familia Rhabdo-
viridae e género Lyssavirus (Consales & Bolzan 2007) e
é altamente neurotrépico (George 1993, Woldehiwet
2002). Embora todos os mamiferos sejam susceptiveis,
canideos e morcegos sao considerados como os vetores
mais eficientes da enfermidade (Woldehiwet 2002).

No Brasil, Desmodus rotundus é a principal espécie
de morcego hematdéfago que transmite a raiva para bovi-
nos, porém outras espécies (Diaemus youngi e Diphylla
ecaudata) podem ocasionalmente transmitir, a doenca
(Fernandes & Riet-Correa 2007). A raiva bovina ocorre
em todo o Brasil e tem importancia na maioria dos Esta-
dos, tanto pelo carater de zoonose como por causar per-
das econdmicas na pecuaria. Anualmente as perdas de
bovinos por raiva séo estimadas em aproximadamente
850.000 cabecas, que equivalem aproximadamente a 17
milhdes de ddlares (Lima et al. 2005). Em bovinos no Bra-
sil, predomina a forma paralitica, caracterizada por paresia
e paralisia ascendentes (Langohr et al. 2003). As lesdes
histoldgicas de raiva sdo geralmente limitadas ao siste-
ma nervoso central (Jubb & Huxtable 1993, Jones et al.
2000), glanglios e nervos cranianos e espinhais (Swane-
poel 2004) e caracterizam-se por meningoencefalomieli-
te nao-purulentas (Fernandes & Riet-Correa 2007) com
ganglioneurite mononuclear (Swanepoel 2004).

O suporte laboratorial é imprescindivel para o diag-
nostico da doenca e a técnica de Imunofluorescéncia Di-
reta (IFD) em tecidos refrigerados ou congelados o teste
padrao utilizado devido a sua rapidez e acuracia (Zimmer
etal. 1990). Outro teste utilizado € a inoculagao intracere-
bral em camundongos que apesar de ser mais especifi-
ca, tem a desvantagem de ser demorada quando compa-
rada a IFD (Germano et al. 1977).

A comparacédo entre métodos histoquimicos, de
imunofluorescéncia direta e de inoculacao intracerebral
em camundongos tem revelado maior concordancia en-
tre imunofluorescéncia e inoculacao intracerebral em ca-
mundongos, embora ocorram, esporadicamente resulta-
dos falsos negativos ora em uma, ora em outra técnica
(Cortes et al. 1979).

O objetivo da padronizacao da técnica de imuno-his-
toquimica para raiva foi estabelecer um protocolo padrao
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de diagnostico para fragmentos de sistema nervoso cen-
tral que chegam previamente fixados em formol 10% ao
Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul. Contribuindo assim para o diag-
nostico de doengas do SNC de bovinos, como parte do
programa DXSNC de vigilancia da Encefalopatia
Espongiforme Bovina (EEB) coordenada pelo Programa
Nacional de Controle da Raiva dos Herbivoros e outras
encefalopatias (PNCRH) do Ministério da Agricultura Pe-
cuaria e Abastecimento (MAPA).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras de sistema nervoso central (SNC) de
2 bovinos registrados no arquivo do programa DXSNC do MAPA
do Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS) e trés amostras enviadas pelo
Setor de Patologia Veterinaria 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 imunofluorescéncia direta (IFD) e na prova de
inoculacao intracerebral em camundongos (lIC).

Uma amostra do tronco cerebral de cada bovino necropsiado
foi fixada em formol 10%, processada rotineiramente para exame
histopatoldgico, incluida em parafina, cortada a 5pm de
espessura e coradas pela hematoxilina-eosina (HE) (Prophet
et al. 1992). Dados sobre os histdricos, quadro clinico dos
animais afetados foram obtidos com o veterinario requisitante
ou pela propria equipe do SPV.

Para a padronizacédo da técnica de imuno-histoquimica para
raiva foram feitos cortes histologicos de 5um de espessura e
aplicados sobre laminas positivadas (ImmunoSlide-EasyPath),
secadas verticalmente em temperatura ambiente, antes de
aquecé-las em estufa a 60°C por 3-4 horas. Apos os cortes fo-
ram desparafinados em xilol e reidratados em graduacdes de-
crescentes de alcool até a dgua destilada. O bloqueio da
peroxidase enddgena foi feito pela incubagao das laminas em
solucdo de peroxido de hidrogénio a 3% em agua destilada por
15 minutos em temperatura ambiente, sendo posteriormente la-
vadas em agua destilada trés vezes por dois minutos. Para a
recuperacgao antigénica foram avaliados os seguintes reagentes:
protease XIV (Sigma Chemical Company, Poole, UK), proteinase
K (DAKO Corporation, Carpinteria, USA) e tampao Citrato (2,1g
de acido citrico em 1 litro de agua destilada, ajustando o pH em
6,0 com NaOH a 0,5%). As laminas tratadas com protease XIV
a 0,005% em PBS (phosphate buffered saline) (pH 7,4) foram
incubadas em camara Uumida por 15 minutos em temperatura
ambiente. Os cortes tratados com proteinase K foram prepara-
dos com 40ml (uma gota) da solugéo diluida em 2ml 0,05M Tris-
HCL pH 7,5 por 1 minuto em camara umida e temperatura ambi-
ente. As laminas tratadas com tampao citrato 10mM (pH 6,0),
foram colocadas em jarras de coloragéo de polipropileno duran-
te 15 minutos em banho-maria em panela de uso comercial de
aco inox com dimensodes de 24x20x20cm (altura x largura x com-
primento) com capacidade para dois litros previamente aqueci-
do atingindo uma temperatura de 100°C. Logo apds as laminas
foram esfriadas por 5 minutos em temperatura ambiente.

Para a diminuicao das ligagoes inespecificas (“background”),
os cortes foram tratados com leite desnatado (Molico) 5% diluido
em agua destilada durante 15 minutos. Os cortes foram cobertos
com solugéo contendo o anticorpo primario. Foram utilizadas as
diluicdes 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 imunofluorescéncia direta adaptado de Rech (2007]. Os
cortes testados com os anticorpos monoclonais foram incubados
em camara umida por 12-14 horas (“overnight”) a 4°C e os
testados com o anticorpo policlonal foram incubados em camara
umida a 37°C por 60 minutos. Posteriormente, foram lavados em
agua destilada e tratados com anticorpo secundario biotinalado
(DAKO LSAB 2 kit, DAKO Corp., Carpinteria, CA) por 20 minutos
em camara umida e temperatura ambiente. Logo apds foram
lavados em agua destilada e tratados com o conjugado
Streptavidina-peroxidase (DAKO Corp., Carpinteria, CA) por mais
20 minutos cada em camara Umida e temperatura ambiente,
sendo lavados novamente em agua destilada e submetidos a
revelagdo com o cromégeno vermelho (VECTOR®NovaRED) por
5 minutos. Os cortes foram lavados em agua destilada e contra-
corados com hematoxilina de Harris por 1 minuto, posteriormente
lavadas em agua corrente por 1-2 minutos e desidratados em
graduagobes de alcool, clarificadas em xilol e montadas com
Entellan (Merck, Darmstadt, Germany Sigma Chemical Co., Saint
Louis, USA). Em seguida as laminas foram avaliadas em
microscopio Optico e classificadas de acordo com a intensidade
de marcagdo em 0 (ausente), 1 (leve), 2 (moderado) e 3
(acentuado). Foi inserido em cada imuno-histoquimica um
controle de SNC de bovino previamente negativo nas provas de
imunofluorescéncia direta e inoculagéo intracerebral em
camundongos.

RESULTADOS

Os bovinos deste estudo apresentaram um quadro clini-
co caracterizado por incoordenacao, paresia e paralisia
dos membros posteriores, decubito e morte. Todas as cin-
co amostras analisadas caracterizaram-se na histologia
por meningoencefalomielite ndo-supurativa, com presen-
ca de manguitos perivasculares, microgliose e presenca
de corpusculos de inclusao viral intracitoplasmaticos em
neurdnios. O teste de imunofluorescéncia direta para rai-
va e inoculacao intracerebral em camundongos foi positi-
vo em todos 0s casos analisados e serviu de padrao para
avaliagdo do método imuno-histoquimico.

A detec¢do de antigeno rabico nas amostras analisa-
das foi possivel com os trés 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 trés protocolos de recuperagao antigénica, porém
teve maior intensidade de marcacéao quando utilizado ca-
lor com solucao de tampao citrato, obtendo-se grau de
marcacao acentuado nos casos testados (Fig.1). Podem-
se identificar marcacao no pericario, axénios (Fig.2) e al-
gumas vezes em dendritos dos neurdnios. Recuperacao
antigénica com protease XIV e proteinase K obtiveram
intensidade de marcag¢éo semelhantes, prevalecendo uma
marcagao moderada em ambos tratamentos enzimaticos.
No Quadro 1 estao representados os graus de intensida-
de de marcagédo imuno-histoquimica com o anticorpo
policlonal nos cinco casos analisados no presente estu-
do.

medula espinhal. Recuperagao antigénica com calor e tam-
pao citrato. Anticorpo policlonal Chemicon 1:1000. Imuno-
histoquimica pelo método biotina-estreptavidina-peroxidase
e contra-corada com hematoxilina, obj.20x.

Fig.2. Marcacdo positiva vermelha em corpusculos de incluséao
viral no pericario (seta maior) e axonio (seta menor) de cé-
lula de Purkinje do cerebelo. Anticorpo policlonal Chemicon
1:1000. Imuno-histoquimica pelo método biotina-estrepta-
vidina-peroxidase e contra-corada com hematoxilina,
0bj.40x.

Quadro 1. Resultados imuno-histoquimicos obtidos com
a utilizacao do anticorpo policlonal (Chemicon #5199)
usando trés recuperagoes antigénicas

Caso no. Protease XIV  Proteinase K Calor (Tampao 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 3¢ 3
4 1 1 1 1 3 3
5 3 1 2 1 3 3
6d 0° 0 0 0 0 0

a Marcag&o moderada, P marcag&o leve, © marcagdo acentuada, 9 con-
trole negativo, € auséncia de marcagéo.
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Quadro 2. Resultados imuno-histoquimicos obtidos com
a utilizacao do anticorpo monoclonal GeneTex (GTX
21002) usando trés recuperacoes antigénicas

Caso no. Protease XIV ~ Proteinase K Calor (Tampao Citrato)
1/500 1/1000 1/500 1/1000 1/500 1/1000
1 12 1 1 1 oP 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
6¢ 0 0 0 0 0 0

a Marcagcao leve, P auséncia de marcagéo, ¢ controle negativo.

Quadro 3. Resultados imunohistoquimicos obtidos com a
utilizacao do anticorpo monoclonal Biodesign (C86307M)
usando trés recuperagoes antigénicas

Caso no. Protease XIV  Proteinase K Calor (Tampao Citrato)
1/500  1/1000 1/500 1/1000 1/500 1/1000
1 12 1 1 1 0 0
2 ob 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
6° 0 0 0 0 0 0

aMarcagao leve, P auséncia de marcagao, ° controle negativo.

A digestéo com protease XIV e proteinase K apresen-
taram baixa intensidade de marcag¢do com os anticorpos
monoclonais. O anticorpo GeneTex apresentou marca-
¢ao leve nas recuperagdes antigénicas com protease XIV
e proteinase K e o anticorpo Biodesign obteve melhor
marcagao quando utilizado proteinase K, ambos na dilui-
cao de 1:500. A intensidade de marcag¢do com o anticor-
po GeneTex (GTX 21002) e Biodesign (C86307M) estao
representados nos Quadros 2 e 3, respectivamente.

Na recuperacéo antigénica com calor e tampao citrato
os dois anticorpos monoclonais apresentaram auséncia
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Fig. 3. Marcagao acentuada de antigeno viral na forma de agre-
gado de granulos vermelhos em neurdnios na medula espi-
nhal. Anticorpo policlonal Chemicon 1:1000. Imuno-histo-
quimica pelo método biotina-estreptavidina-peroxidase e
contra-corada com hematoxilina, obj.40x.
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Fig.4. Identificagdo positiva de corpusculo de incluséo viral uni-
ca em neurdnio fortemente marcado na medula espinhal.
Anticorpo policlonal Chemicon 1:1000. Imuno-histoquimica
pelo método biotina-estreptavidina-peroxidase e contra-co-
rada com hematoxilina, obj.40x.

de marcacao. Todos os casos que foram positivos na téc-
nica de imuno-histoquimica demonstraram a presenca do
antigeno viral no citoplasma de neurdnios na forma de
agregados de granulos (Fig.3) também na forma redonda
ou oval, mostrando corpusculo de inclusao viral Unico a
multiplos nos neurénios (Fig.4).

Na determinacdo da diluicao do anticorpo policlonal
anti-raiva, foram obtidos resultados positivos nas diluicbes
de 1:500 e 1:1000. Perda na qualidade da identificacao
do antigeno de raiva foi visualizado quando os anticorpos
foram diluidos a 1:1500. O bloqueio das rea¢des inespe-
cificas mostrou-se bastante eficaz quando os cortes fo-
ram incubados com leite em p6 desnatado (MolicoO) 5%
diluidos em agua destilada durante 15 minutos.

DISCUSSAO

O diagnéstico de raiva nas cinco amostras analisadas foi
baseado no quadro clinico e nas lesdes histopatoldgicas,
sendo confirmados pelo teste de imunofluorescéncia di-
reta para raiva e inoculagéo intracerebral em camundon-
go. A imuno-histoquimica se mostrou satisfatdria para o
diagndstico de raiva a partir de fragmentos de sistema
nervoso central destes casos. As cinco amostras de SNC
utilizadas na padronizagao da técnica de imuno-histoqui-
mica foram fixadas em formol 10% por um periodo que
variou de 24 horas a uma semana. Trabalhos prévios su-
gerem que a fixacao prolongada prejudica a deteccao de
antigenos virais (Ramos-Vara 2005).

Foi possivel observar que o anticorpo policlonal em-
pregado apresentou marca¢ao mais intensa que os anti-
corpos monoclonais. Este resultado difere do que ja 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 utilizagdo de anticorpos policlonais possibilita que uma
maior quantidade de epitopos seja marcada, uma vez que
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ha uma grande variagao na fonte de animais utilizados na
producao de antigenos (Van Maanen et al. 2004). Estes
sdo geralmente empregados nos testes de rotina de
imunofluorescéncia direta pra raiva (Terra 2007).

A recuperacao antigénica utilizando-se solugéo tam-
pao citrato previamente aquecida em banho-maria a 100°C
possibilitou intensa marcagao com o anticorpo policlonal.
Diversos métodos de recuperacao antigénica usando ca-
lor tém sido utilizados em IHQ como autoclave (Bankfalvi
et al. 1994), panela de pressao (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
ligagcbes cruzadas e expor os epitopos para o reconheci-
mento do anticorpo primario (Puchtler & Meloan 1985,
Anthony et al. 1989, Shi et al. 1997). No presente estudo
s6 foi usado banho-maria com a utilizagéo de panela do-
méstica com agua aquecida a 100°C, apresentando ex-
celente resultado. Machado et al. (2004) obteve bons re-
sultados com a técnica de imuno-histoquimica para raiva
utilizando tampao citrato com calor, porém usando forno
de microondas seguido de digestdo enzimatica com
tripsina 0,1%.

As laminas positivadas (ImmunoSlide-EasyPath) atra-
em eletrostaticamente as secgdes de tecido incluidas em
parafina, aderindo-os melhor a lamina e assim demons-
traram ser melhores que laminas preparadas com gelati-
na. Os cortes nestas ultimas com freqiéncia se descola-
vam quando aquecidos para recuperacao antigénica em
microondas e banho-maria.

A imuno-histoquimica é um método rapido, podendo
ser usado na rotina em casos onde inicialmente ha sus-
peita de raiva (Machado et al. 2004), especialmente em
casos onde fragmentos de cérebro submetidos ao labo-
ratorio foram fixados em formol, impossibilitando a reali-
zagdo da imunofluorescéncia direta ou a inoculagédo
intracerebral em camundongos. Por vezes a deteccéo de
antigenos do virus da raiva por imuno-histoquimica tem
sido relatada mesmo em tecido nervoso em processo de
autolise (Arslan et al. 2004). Estudos feitos com materiais
deteriorados comprovaram que o primeiro exame que re-
sulta em falso negativo é a deteccéo dos corpusculos de
Negri, seguido pela inoculagdo em camundongos e, por
Ultimo, a imunofluorescéncia direta (Fernandes & Riet-
Correa 2007). A imuno-histoquimica permite o uso de te-
cidos fixados em formol, o que possibilita 0 envio das
amostras ao laboratério quando condi¢des de refrigera-
¢ao e transporte sao inadequadas (Hamir & Moser 1994).
A imuno-histoquimica pode ser também usada, particu-
larmente em estudos retrospectivos, quando tecidos fres-
cos ou congelados n&o podem ser avaliados ou quando
as amostras nao podem ser enviadas ao laboratério ime-
diatamente. (Arslan et al. 2004).

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

solugdo de tampao citrato na recuperagao antigénica. A
utilizagao deste anticorpo policlonal associado a recupe-
racao antigénica com tampao citrato em banho-maria de-
monstrou também vantagem econémica 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 recuperacao antigénica com protease XIV
e proteinase K necessitou-se deixar “overnight”, aumen-
tando o tempo para finalizar o diagndstico. A imuno-histo-
quimica é uma ferramenta importante de diagndstico de
rotina laboratorial, especialmente quando o SNC é sub-
metido fixado em formol 10%, impossibilitando a realiza-
¢ao de provas de imunofluorescéncia direta e inoculagao
intracerebral em camundongos, além de, solucionar ca-
sos de meningoencefalite ndo-especifica sem a presen-
¢a de corpusculos de inclusao.
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