
899

Pesq. Vet. Bras. 29(11):899-904, novembro 2009

RESUMO.- Este estudo retrospectivo incluiu achados clí-
nicos e patológicos de 15 bovinos afetados por raiva. Em
treze dos quinze casos, raiva foi confirmada por imuno-

fluorescência direta. Bovinos entre 4 meses e 8 anos fo-
ram afetados. O curso clínico variou de três a sete dias. A
forma paralítica foi a mais frequente e incluiu incoordena-
ção, paresia e paralisia dos membros pélvicos, decúbito,
movimentos de pedalagem e morte. Os principais acha-
dos histopatológicos foram meningoencefalite linfoplas-
mocitária associada com corpúsculos de Negri em 86,6%
dos casos. Todos os casos foram positivos na imuno-his-
toquímica para raiva, cujas reações foram mais eviden-
tes no tronco encefálico, incluindo bulbo, ponte e mesen-
céfalo, além de gânglio trigêmeo. A imuno-histoquímica
demonstrou o vírus da raiva em axônios, dendritos e
pericário de neurônios, como agregados de grânulos ou
em formações arredondadas associadas com números
variáveis de corpúsculos de inclusão virais nos neurôni-
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os. Houve também marcação nos neurônios de Purkinje
e de seus processos na camada molecular, nos núcleos
do tronco encefálico e camada profunda do córtex telen-
cefálico. A imuno-histoquímica pode ser importante ferra-
menta diagnóstica no diagnóstico da raiva, especialmen-
te em situações nas quais não é possível manter refrige-
ração adequada das amostras e em casos com meningo-
encefalite não-supurativa e ausência de corpúsculos de
inclusão.

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Lyssavirus, raiva, imuno-histoquí-
mica, doenças de bovinos.

INTRODUÇÃO
A raiva é uma zoonose causada por um Lyssavirus
(Radostits et al. 2002, Rodriguez et al. 2007) que ocorre
em quase todo o mundo. Na América do Sul, o principal
transmissor é o morcego hematófago Desmodus rotundus
(Martinez-Burnes et al. 1997, Rodriguez et al. 2007) que
transmite a doença pela mordida, cuja saliva contém o
vírus (Summers et al. 1995). No Brasil, bovinos e equinos
são as espécies mais afetadas (Peixoto et al. 2000). A
raiva pode cursar com uma forma furiosa e uma paralíti-
ca. A furiosa é mais frequente em caninos e apresenta
lesões no córtex cerebral, hipocampo e tálamo (Sureau
et al. 1991). A paralítica é mais comum em bovinos e está
associada com lesões na medula espinhal, tronco ence-
fálico e cerebelo (Batista et al. 2007, Fernandes & Riet-
Correa 2007). Os principais sinais clínicos em bovinos
incluem incoordenação (Radostits et al. 2002, Langohr et
al. 2003, Reis et al. 2003, Lima et al. 2005), paresia dos
membros pélvicos (Rondon et al. 1995, Riet-Correa et al.
2002, Barros et al. 2006) e torácicos (Lima et al. 2005),
decúbito esternal ou lateral e morte (Langohr et al. 2003,
Lima et al. 2005, Rech 2007).

As lesões de raiva são geralmente limitadas ao siste-
ma nervoso central (SNC) (Jubb & Huxtable 1993). Não
há lesões macroscópicas significativas (Fernandes & Riet-
Correa 2007). Os achados histopatológicos mais impor-
tantes incluem meningoencefalite e meningomielite linfo-
plasmocitária (Perl & Good 1991, Fernandes & Riet-Correa
2007) associadas com ganglioneurite nos gânglios e ner-
vos cranianos e espinhais (Jubb & Huxtable 1993,
Swanepoel 2004, Rech et al. 2006). A confirmação do di-
agnóstico pode ser feita pela observação de corpúsculos
de inclusão intracitoplasmáticos (corpúsculo de Negri) no
exame histopatológico (Callan & Van Metre 2004) ou por
imunofluorescência direta (IFD) e inoculação intracere-
bral em camundongos. Devido sua rapidez (horas) e
acurácia (sensibilidade e especificidade próximas a
100%), a IFD é o teste padrão utilizado para o diagnóstico
da raiva (Zimmer et al. 1990, Rodriguez et al. 2007, Tei-
xeira et al. 2008). A inoculação intracerebral em camun-
dongos é prova diagnóstica complementar com alta sen-
sibilidade, mas demorada, se comparada à IFD (Germano
et al. 1977). A imuno-histoquímica (IHQ) é de fácil utiliza-
ção em amostras fixadas em formol, diminuindo o risco

de alterações autolíticas comprometerem o diagnóstico
(Radostits et al. 2002, Arslan et al. 2004, Pedroso et al.
2008). Além disso, tem sido empregada em estudos de
patogenia e diagnóstico da doença em humanos e ani-
mais (Jackson & Reimer 1989, Hamir et al. 1992, Hamir
et al. 1996, López et al. 1998/2001, Woldehiwet 2005).
Este estudo retrospectivo identificou as regiões do siste-
ma nervoso em que houve marcação imuno-histoquímica
do antígeno da raiva, além de descrever outros aspectos
clínicos e patológicos observados em 15 casos naturais
de raiva bovina provenientes das Regiões Sul e Centro-
Oeste do país.

MATERIAL E MÉTODOS
Este estudo incluiu dados de 15 casos de bovinos naturalmente
infectados com vírus da raiva e mortos pela doença. Oito casos
foram provenientes do Laboratório de Patologia Veterinária da
Universidade Federal de Mato Grosso (LPV-UFMT) e os demais
sete, do Setor de Patologia Veterinária da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS). Após corte longitudinal,
metade do encéfalo de cada animal foi fixado (entre 24 horas e
uma semana) em formol 10% e submetido a 12 cortes
transversais (adaptado de Rech 2007). Os cortes transversais
analisados neste estudo foram medula espinhal cervical (MC),
bulbo na altura do óbex (BO), ponte na altura dos pedúnculos
cerebelares (PO), mesencéfalo na altura dos colículos rostrais
(ME), tálamo (TA), cerebelo (CE), córtex frontal (CF), córtex
parietal (CP), córtex temporal (CT), córtex occipital (CO), e
hipocampo (HC). O gânglio trigêmeo (GT) foi testado em sete
casos. Os cortes foram processados de forma rotineira para
histologia, cortados a 5μm de espessura e corados pela
hematoxilina e eosina (HE). Cortes histológicos de cada uma
dessas regiões foram submetidos à técnica de IHQ para raiva,
conforme descrição anterior (Pedroso et al. 2008). Utilizou-se
recuperação antigênica com calor e solução de tampão citrato
10mM (pH 6,0) e anticorpo primário policlonal (anti-rabies
polyclonal Chemicon #5199, adaptado de Rech 2007) na diluição
de 1:1000 em PBS (phosphate buffered saline), durante 60
minutos em estufa a 370C. Para revelação, empregou-se
cromógeno vermelho (Vector Laboratories®, NovaRED, 94010,
Ingold Road 30, Burlingame, CA, EUA) por 5 minutos ou até o
corte ficar vermelho-tijolo. Subsequentemente, as lâminas foram
contra-coradas com hematoxilina de Harris por 1 minuto,
avaliadas em microscópio óptico quanto à intensidade e
distribuição das marcações. Às diferentes intensidades de
marcação foram atribuídos os graus de 0 (ausente), 1 (leve), 2
(moderado) e 3 (acentuado). Amostras de SNC de um caso de
raiva bovina confirmado por IFD, inoculação intracerebral em
camundongo e IHQ serviram como controle positivo. Todas as
amostras utilizadas foram negativas para herpesvírus bovino
tipo 5 pela técnica de reação em cadeia de polimerase (PCR).

RESULTADOS
Apenas dois, dos 15 casos estudados não foram testa-
dos por IFD. Todos os testados foram positivos. Bovinos
com idade de 4 meses a 8 anos foram afetados; a idade
média foi 3 anos e 7 meses. Os casos provenientes de
Mato Grosso eram da raça Nelore (5/8) ou sem indicação
de raça (3/8) e os do Rio Grande do Sul eram mestiços
(3/7), Jersey (1/7), Holandês (1/7), Caracu (1/7) e um caso
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sem informação de raça. O curso clínico variou de três a
sete dias. A forma paralítica foi a manifestação clínica
observada e se caracterizou por incoordenação motora
(9/15), movimentos de pedalagem (9/15), paresia e para-
lisia dos membros pélvicos (8/15), decúbito lateral (8/15)
e esternal (7/15), opistótono (5/15) e morte (15/15). Rela-
tou-se também sialorréia (7/15), agressividade (3/15) e
nistagmo (1/15).

Os principais achados histopatológicos foram meningo-
encefalite e ganglionite com manguitos perivasculares com-
postos por linfócitos e plasmócitos, neuronofagia e gliose.

Cromatólise central e vacuolização em neurônios também
foi observada em cinco casos no gânglio trigêmeo. Corpús-
culos de inclusão intracitoplasmáticos eosinofílicos (corpús-
culos de Negri) foram observados em 86,6% (13/15) dos
casos, principalmente nos neurônios do gânglio trigêmeo
(6/7) e neurônios de Purkinje do cerebelo (10/15).

Os resultados observados à imuno-histoquímica dos
cortes seriados do sistema nervoso central estão apre-
sentados no Quadro 1. Houve marcação do antígeno
rábico em todos os cortes de bulbo na altura do óbex,
ponte, mesencéfalo na altura dos colículos rostrais e

Fig.1. Marcações de antígeno da raiva em formações de agre-
gados de grânulos no mesencéfalo. Imuno-histoquímica,
método biotina-estreptavidina-peroxidase, obj.40x.

Fig.2. Imunomarcação do antígeno da raiva em forma de cor-
púsculos de inclusão no pericário (seta) de neurônio da pon-
te. Imuno-histoquímica, método biotina-estreptavidina-
peroxidase, obj.40x.

Fig.3. Imunomarcação para raiva nos neurônios de Purkinje do
cerebelo e de seus dendritos na camada molecular. Imuno-
histoquímica, método biotina-estreptavidina-peroxidase,
obj.20x.

Fig.4. Gânglio trigêmeo. Imunomarcação para vírus da raiva
em neurônio íntegro (seta). Imuno-histoquímica, método bi-
otina-estreptavidina-peroxidase, obj.20x.

Fig.5. Neurônio do gânglio trigêmeo em neuronofagia (seta)
imunomarcado. Imuno-histoquímica, método biotina-estrep-
tavidina-peroxidase, obj.40x.
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gânglio trigêmeo. Outras áreas consistentemente marca-
das incluíram medula espinhal cervical (88,88%), cere-
belo e córtex frontal (86,66%), córtex parietal (85,71%),
tálamo (80%) e hipocampo (78,57%). A IHQ demonstrou
o vírus da raiva no pericário, axônio e dendritos de neurô-
nios, como agregados de grânulos (Fig.1) ou em forma-
ções redondas ou ovais (Fig.2) associadas com números
variáveis de corpúsculos de inclusão virais nos neurôni-
os. No cerebelo, houve marcação nos neurônios de Purkin-
je e de seus processos na camada molecular (Fig.3), nos
núcleos do tronco encefálico e camada profunda do córtex

telencefálico. No gânglio trigêmeo, observou-se marca-
ção em neurônios íntegros (Fig.4) e com neuronofagia
(Fig.5). As regiões de marcação IHQ nos cortes seriados
do sistema nervoso estão representadas na Figura 6.

DISCUSSÃO
O diagnóstico de raiva nesses casos foi baseado nas le-
sões histopatológicas e nos resultados de IFD (13 casos)
e imuno-histoquímica. As alterações histopatológicas aqui
observadas e caracterizadas por meningoencefalomielite
linfoplasmocitária e ganglionite com corpúsculos de in-
clusão viral foram semelhantes às descritas anteriormen-
te (Herzog 1965, Jubb & Huxtable 1993, Langohr et al.
2003, Rech et al. 2006). Inclusões em neurônios são, na
maioria das vezes, características de doenças virais. Ape-
sar de característicos na raiva, os corpúsculos de Negri
podem não ser visualizados em até 30% dos casos da
doença levando-se em consideração as várias espécies
afetadas (Perl & Good 1991, Jubb & Huxtable 1993, Rech
2007). Corpúsculos de inclusão viral foram encontrados
em 86,6% dos casos, principalmente no pericário dos
neurônios, tanto dos normais, quanto dos degenerados e
necróticos, mas também nos axônios e dendritos. Em
bovinos, os corpúsculos de Negri são frequentemente
observados nos neurônios de Purkinje (Summers et al.
1995), Os principais locais com corpúsculos de Negri neste
estudo foram o gânglio trigêmeo (85,7%) e neurônios de
Purkinje do cerebelo (66,6%). Esses dois resultados con-
firmam os estudos anteriores que mencionam a maior fre-
quência de corpúsculos de inclusão nos neurônios de
Purkinje do cerebelo (Langohr et al. 2003, Lima et al. 2005)
e no gânglio trigêmeo (Rech et al. 2006).

Corpúsculos de inclusão viral (os maiores e arredon-
dados) foram mais facilmente observados à imuno-histo-

Quadro 1. Locais e intensidade de marcações imuno-histoquímicas em cortes
histológicos de SNC de bovinos naturalmente afetados por raiva

Bovino MCa BOb POc MEd TAe CEf CFg CPh CTi COj HCk GTl

nº

1 1m 1 2n 2 0o 1 0 1 0 0 0 1
2 0 3p 3 3 3 0 0 3 0 2 1 1
3 2 3 3 2 3 0 1 0 0 3 2 NA
4 NA NA 3 3 3 3 2 1 2 1 2 NA
5 NA 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
6 2 3 1 2 0 3 3 3 3 3 3 NA
7 2 1 3 2 2 2 1 3 3 2 1 NA
8 NA 3 3 2 3 1 3 3 2 0 0 NA
9 NA 1 1 1 2 3 3 0 0 0 0 NA
10 NA 3 2 2 1 1 1 NA NA 0 NA 3
11 NA 2 3 3 3 2 3 3 3 2 1 NA
12 1 NA 1 1 2 1 1 1 1 1 1 NA
13 2 2 3 2 2 2 3 3 2 3 2 1
14 1 3 3 3 0 1 2 3 3 3 3 3
15 1 3 3 3 1 3 1 2 1 1 2 2
IM 1,33 2,38 2,46 2,26 1,86 1,73 1,8 2,07 1,64 1,6 1,5 2

amedula espinhal cervical, bbulbo na altura do óbex, cponte com pedúnculos cerebelares, dmesencéfalo
na altura dos colículos rostrais, etálamo, fcerebelo, gcórtex frontal, hcórtex parietal, icórtex temporal,
jcórtex occipital,  khipocampo, lgânglio trigêmeo, mmarcação leve, nmarcação moderada, oausência de
marcação, pmarcação acentuada, NA: secção do SNC não avaliada, IM: intensidade média de marca-
ção imuno-histoquímica por região do SNC.

Fig.6. Cortes seriados empregados no estudo histológico e imuno-
histoquímico de bovinos com raiva: medula espinhal cervical
(MC), secção do bulbo na altura do óbex (BO), ponte com
pedúnculos cerebelares (PO), mesencéfalo na altura dos
colículos rostrais (ME), tálamo (TA), cerebelo (CE), córtex
frontal (CF), córtex parietal (CP), córtex temporal (CT), córtex
occipital (CO) e hipocampo (HC). Os pontos vermelhos re-
presentam os locais de marcação imuno-histoquímica.
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química que à coloração HE. A demonstração do antíge-
no viral pela IHQ tem sido associada com aumento da
chance de diagnóstico da doença (Vural et al. 2001). A
principal forma de marcação do vírus da raiva no estudo
IHQ se caracterizou por agregados de grânulos peque-
nos distribuídos no citoplasma de neurônios. As regiões
do SNC de bovinos afetados naturalmente por raiva que
demonstraram marcação do antígeno da raiva mais evi-
dente foram, em ordem decrescente, ponte, bulbo, me-
sencéfalo, córtex parietal e gânglio trigêmeo. Neste estu-
do, o gânglio trigêmeo foi uma importante área de detecção
do antígeno rábico na IHQ, porém não tem sido utilizado
na prova de IFD. A expressiva marcação viral nesses lo-
cais pode ser explicada pela propagação axonal centrípeta
do vírus da raiva até o SNC (Swanepoel 2004), onde os
vírus que seguem via neurônios motores chegam aos
cornos ventrais da medula espinhal e núcleos motores do
tronco encefálico (Fernandes & Riet-Correa 2007).

Todos os bovinos deste estudo tiveram marcação IHQ
de antígeno do vírus da raiva, incluindo as amostras fixa-
das em formol de dois casos que não foram submetidos à
IFD. Tal situação pode ocorrer quando não é possível
manter refrigeração adequada das amostras de tecidos
por tempo prolongado, principalmente em regiões do país
onde há deficiências de transporte e estradas e/ou se lo-
calizam a longas distâncias de centros de diagnóstico
veterinário, uma vez que o procedimento padrão para o
diagnóstico da raiva exige a utilização de material fresco
refrigerado. A IHQ tem sido empregada para o diagnósti-
co de muitas infecções virais (Jogai et al. 2000) e para a
visualização de quantidade, distribuição e localização
celular de epítopos em cortes histológicos (Haines & West
2005). Possibilidades diagnósticas para raiva têm sido
registradas como da ordem de 87-98% pela IHQ e 87-
100% pela IFD (Zimmer et al. 1990, Vural et al. 2001).
Outra aplicação importante para a IHQ no diagnóstico da
raiva inclui casos de meningoencefalite não-supurativa nos
quais corpúsculos de inclusão não são observados. Este
estudo enfatiza a importância da IHQ na demonstração
do antígeno da raiva em cortes histológicos de sistema
nervoso central de bovinos afetados pela doença, espe-
cialmente nos casos que não puderam ser submetidos à
imunofluorescência direta ou inoculação intracerebral em
camundongos, além de contribuir no diagnóstico quando
os resultados de IFD e inoculação intracerebral em ca-
mundongos são negativos. A marcação viral consistente
do antígeno da raiva no tronco encefálico de 15 casos
naturais de raiva bovina também permite concluir que esta
área do encéfalo deve ser a área de escolha para futura
seleção de cortes para imuno-histoquímica.
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