Pesq. Vet. Bras. 30(11):909-914, novembro 2010

Aspectos clinico-patolégicos e imuno-histoquimicos de
equideos infectados pelo virus da raiva’

Pedro M.O. Pedroso?, Edson M. Colodel®, Danilo C. Gomes?, Mary S.
Varaschin?®, Pedro S. Bezerra Junior?, José D. Barbosa®, Carlos H.
Tokarnia® e David Driemeier?

ABSTRACT.- Pedroso P.M.O., Colodel E.M., Gomes D.C., Varaschin M.S., Bezerra Junior
P.S., Barbosa J.D., Tokarnia C.H. & Driemeier D. 2010. [Clinic-pathological and
immunohistochemical aspects of equids infected with rabies virus.] Aspectos clinico-
patolégicos e imuno-histoquimicos de equideos infectados pelo virus da raiva. Pesquisa
Veterindria Brasileira 30(11):909-914. Setor de Patologia Veterinaria, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Goncalves 9090, Porto
Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail: davetpat @ ufrgs.br

Thirteen horses and one mule from four regions of Brazil with clinical and histological
diagnosis of rabies were analyzed. The clinical course lasted four days, with motor
incoordination, paresis and paralysis of the legs, and decubitus. The main histopathological
findings were lymphoplasmacytic meningoencephalitis and non-suppurative meningomyelitis
associated with characteristic Negri bodies in 64.28% (9/14) cases, mainly in the cervical
spinal cord and in Purkinje neurons of the cerebellum. In 55.55% (5/9), the animals examined
were positive by for the fluorescent antibody test for rabies. All animals were positive in
immunohistochemistry for rabies, whose immunolabeling were more evident in the temporal
cortex, occipital cortex and cervical spinal cord. Immunohistochemistry procedure was

essential to confirm all cases of rabies in the equids.

INDEX TERMS: Rabies, Lyssavirus, equids, immunohistochemistry.

RESUMO.- Foram analisados 14 equideos (13 equinos e 1
muar) com diagndstico clinico e histolégico de raiva pro-
venientes de quatro regides do Brasil. O curso clinico médio
foi de quatro dias de evolucgéo, incluindo incoordenacéo
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motora, paralisia dos membros pélvicos, paresia dos mem-
bros toracicos e decubito. Os achados histopatoldgicos
caracterizaram-se por meningoencefalite e meningomielite
nao supurativa com infiltrado perivascular linfoplasmocitario.
Corpusculos de Negri foram observados em 64,28% (9/14)
dos casos, principalmente na medula espinhal cervical e
nos neurdnios de Purkinje do cerebelo. Em 55,55% (5/9)
dos equideos analisados tiveram resultado positivo pela
técnica de imunofluorescéncia direta para raiva. Todos 0s
casos foram positivos na imuno-histoquimica para raiva,
cujas reagdes foram mais evidentes no cortex temporal,
cortex occipital e medula espinhal cervical. A técnica de
imuno-histoquimica foi essencial para confirmar todos os
casos de raiva nos equideos.

TERMOS DE INDEXAQAO: Raiva, Lyssavirus, equideos,
imuno-histoquimica.

INTRODUCAO

A raiva é uma encefalite altamente fatal causada por
um virus RNA do género Lyssavirus, distribuida em quase
todo o mundo (Lima et al. 2005, Pierezan et al. 2007). Na
Ameérica do Sul a raiva é transmitida por morcegos
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hematdfagos; bovinos e equinos sdo as espécies mais
afetadas (Peixoto et al. 2000, Radostits et al. 2002). Em
equinos o quadro clinico & semelhante ao de bovinos, ca-
racterizado por depressao, incoordenag¢do motora, parali-
sia dos membros pélvicos e toracicos, decubito lateral,
paralisia faringea, cegueira, depressao, agressividade,
galope desenfreado e ataxia séo frequentes (Green et al.
1992, Radostits et al. 2002, Lima et al. 2005, Pierezan et
al. 2007). Em estudo de doencas de equideos no Nordeste
brasileiro, de 159 casos analisados, 49 (30,8%) estavam
relacionados a enfermidades do sistema nervoso central.
A raiva foi a terceira em niumero de casos diagnosticados,
representando 24,4%, sendo a doenca viral em equideos
mais importante na regido (Pimentel et al. 2009).

Por se tratar de uma doenca pouco estudada em
equideos, o objetivo do presente trabalho foi descrever os
achados clinico-patoldgicos e imuno-histoquimicos de ca-
so0s naturais de raiva em 14 equideos de diferentes regi-
Oes geogréficas do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas amostras de sistema nervoso central (SNC)
de treze equinos e uma amostra de um muar, todos com
descricao histologica de meningoencefalite e meningomielite
nao supurativa, em cinco casos ja confirmados pela
imunofluorescéncia direta (IFD) para raiva. Os equinos foram
numerados de 1 a 13 e o muar como numero 14. Cinco
amostras de equinos vieram do Laboratério de Patologia
Veterindria da Universidade Federal de Mato Grosso (LPV-
UFMT) (Equinos 1, 2, 3, 4 e 5), duas do Setor de Patologia
Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(SPV-UFRGS) (Equinos 6 e 7), cinco amostras da Central de
Diagndstico Veterinario da Universidade Federal do Para
(Cedivet-UFPA) (Equinos 8, 9, 10, 11, 12) e duas do Setor de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Lavras (SPV-
UFLA) (Equino 13 e Muar 14). Todas as amostras vieram
acompanhadas de historico, sinais clinicos, raga, idade e sexo
dos animais afetados.

Os animais foram necropsiados e fragmentos de diversos
orgaos foram fixados em formol 10%, processados pelos
métodos histoldgicos de rotina e coradas pela hematoxilina e
eosina (HE). De todos os animais, cortes seriados de medula
espinhal cervical (MC), bulbo a altura do ébex (BO), ponte a
altura dos pedunculos cerebelares (PO), mesencéfalo a altura
dos coliculos rostrais (ME), talamo (TA), cerebelo (CE), cértex
frontal (CF), cortex parietal (CP), coértex temporal (CT), cortex
occipital (CO) e hipocampo (HC) foram submetidos a técnica
de imuno-histoquimica (IHQ) para raiva, previamente descrita
(Pedroso et al. 2008a). Como anticorpo primario foi utilizado o
anticorpo primario policlonal (Rabies Polyclonal DFA,
Chemicon #5199, Temecula, CA, Estados Unidos, adaptado
de Rech 2007) na diluicdo de 1:1000 em PBS (phosphate
buffered saline) e revelado com o cromdgeno vermelho
(VECTOR®NovaRED, Vector Laboratories, Burlingame, CA,
Estados Unidos). Como controle positivo foi utilizado um corte
histolégico de SNC de um bovino acometido por raiva e com
resultado positivo nas provas de IFD, inoculagao intracerebral
em camundongo (ICC) e IHQ (Pedroso et al. 2008a). Todas as
amostras utilizadas tiveram resultado negativo para herpesvirus
equino tipo 1 pela técnica de IHQ.
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RESULTADOS
A idade média dos equinos foi quatro anos e variou de 70
dias até 15 anos. Um equino era da raga Pantaneiro, um
da raca Crioula, um da raga Quarto de Milha, um da raca
Manga Larga Marchador, quatro sem raga definida (SRD);
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Fig.3. Muar em decubito lateral direito, com paralisia do
bros pélvicos e com escaras de decubito.
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em cinco casos a raca nao foi informada pelo requisitante.
Oito animais eram machos e cinco eram fémeas. A média
de evolugédo do quadro clinico foi 3,6 dias. Sete equinos
tiveram morte natural (Equinos 2,4, 5, 6,9, 10 e 13) e seis
foram eutanasiados (Equinos 1, 3,7, 8, 11 e 12). A forma
clinica dos animais acometidos foi a paralitica (13/13). O
muar era uma fémea proveniente da regiao de Nazareno/
Minas Gerais, sem idade informada e foi acometido pela
forma paralitica com quatro dias de evolugao clinica.

Os principais sinais clinicos nos equinos caracteriza-
ram-se por incoordenagdo motora (13/13), paralisia dos
membros pélvicos (12/13) (Fig.1), decubito lateral (12/13),
paresia dos membros toracicos (8/13), movimentos de
pedalagem (2/13) (Fig.2), paralisia da cauda (1/13), dimi-
nuicao do ténus lingual (1/13) e depressao (1/13). Na pro-
priedade do equino 1 ja haviam morrido desde o0 ano de
2006 aproximadamente doze equinos com sinais clinicos
similares a este animal. Os Equinos 2 e 13 tinham sido
vacinados para raiva ha quatro e vinte dias antes de adoe-
cerem, respectivamente. Na propriedade do Equino 8, de

espinhal cervical fixada em formol 10% (Equino 7).

Fig.7. Imunomarcacdo acentuada do antigeno da raiva na re-
gido do cértex occipital (Equino 4). Método biotina-estrep-
tavidina-peroxidase e contra-corado com hematoxilina,
0bj.20x.
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Fig.4. Muar com falta de ténus do esfincter anal.

um total de doze animais, seis (dois asininos e quatro
equinos) haviam morrido. Os equinos arrastavam os mem-
bros pélvicos e em seguida evoluia para os membros
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Fig.6. Corpusculo de Negri (seta) em neurbnio de Purkinje do

cerebelo (Equino 11). HE, obj.40x.

Fig.8. Imunomarcagéo do antigeno da raiva na forma de agre-
gados de granulos em neurdnios de Purkinje do cerebelo
(Equino 4). Método biotina-estreptavidina-peroxidase e
contra-corado com hematoxilina, obj.40x.
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toracicos. Nos Equinos 10, 11 e 12 a suspeita inicial era
de Herpesvirus equino (EHV). O muar foi o segundo ani-
mal a adoecer na propriedade, sendo que o primeiro teve
resultado negativo para raiva por IFD. O muar apresentou
um quadro clinico caracterizado por decubito lateral (Fig.3),
movimentos de pedalagem, paralisia flacida dos membros
pélvicos e da cauda, falta de tdnus do esfincter anal (Fig.4),
com quatro dias de evolugéo clinica. Um dado bastante
interessante € que continuou a ingerir agua e comer até
poucos instantes antes de morrer espontaneamente. A
necropsia, trés animais (Equinos 1, 6 e 7) apresentaram
distensdo da bexiga urinaria. O Equino 7 apresentou areas
de hemorragia acentuada na substancia cinzenta da me-
dula espinhal cervical (Fig.5) até a regiao da medula espi-
nhal toracica. No muar somente havia escoriagdes nas
regides dos membros pélvicos e toracicos.

Os principais achados histopatologicos nos equideos
deste estudo caracterizaram-se por meningoencefalite e
meningomielite ndo supurativa com infiltrado perivascular
linfoplasmocitario, microgliose focal, neuronofagia e com
raras inclusdes intracitoplasmaticas (corpusculos de Negri)
(Fig.6); estas foram observados em 64,28% (9/14) dos
casos, principalmente na medula espinhal cervical e nos
neurénios de Purkinje do cerebelo. Na histologia da medu-
la espinhal cervical do equino 7, observaram-se focos de
inflamacao n&o supurativa moderada, congestado modera-
da e focos de hemorragia na substancia cinzenta. O exa-
me de IFD para raiva das amostras de encéfalo e cerebelo
dos Equinos 3, 5, 6 e 7 deram resultado negativo. Amos-
tras de SNC dos Equinos 8,9, 10, 11 e 12 nao foram envi-
adas para realizagao de IFD para raiva por terem sido en-
caminhadas ja fixado em formol. A prova de IFD somente
confirmou a doenga em 55,55% (5/9) dos casos.

Todos os casos submetidos a técnica de imuno-his-
toquimica para raiva foram positivos. Houve imunomar-
cacgao para o antigeno da raiva em neurdnios da medula
espinhal cervical, nos nucleos do tronco encefdlico, em
neurdnios de Purkinje do cerebelo e de seus processos
na camada molecular e na camada profunda do coértex
telencefalico. Os locais do SNC que tiveram marcagao
do antigeno rabico em todos os casos ocorreram no cortex
temporal e cdrtex occipital (Fig.7). A melhor intensidade
média de marcagao imuno-histoquimica foi evidenciada
em ordem decrescente no cortex temporal, cértex occipi-
tal e medula espinhal cervical. O Equino 3 somente apre-
sentou imunomarcacgéo leve de antigeno rabico na medu-
la espinhal cervical, identificando-se agregados de anti-
genos no pericario. Nos casos analisados pode-se obser-
var imunomarcagao no pericario, axénios e dendritos de
neurdnios tanto na forma de agregados de granulos de
antigeno viral (Fig.8) como também na forma redonda ou
oval. No Equino 7, se obteve melhor imunomarcacgéo na
medula espinhal cervical e mesencéfalo. O muar obteve
melhor imunomarcacao na regiao do mesencéfalo a altu-
ra dos coliculos rostrais. Os resultados observados a IHQ
dos cortes seriados do SNC estao apresentados no Qua-
dro 1.
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Quadro 1. Locais e intensidade de marca¢ées imuno-
histoquimicas em cortes histologicos de SNC de equideos
naturalmente afetados pela raiva

Equideo MC BO PO ME TA CE CF CP CT CO HC

1 1 2 3 3 2 1 3 3 3 1 3
2 3 2 2 2 NA 8 0 NA NA NA NA
3 3 0 0 0 NA O NA O NA NA O
4 NA 2 3 NA NA 38 3 1 3 3 1
5 NA NA O 0 1 1 1 2 2 3 0
6 1 NA NA NA NA 2 NA 2 2 NA NA
7 3 NA 2 3 NA 1 NA O NA NA NA
8 2 0 NA NA O 0 NA O NA NA NA
9 3 NA 1 NA 2 1 NA 1 1 NA NA
10 0 NA NA NA 2 NA NA 1 NA NA NA
11 2 NA NA NA NA 1 2 NA NA NA NA
12 NA NA 1 NA 1 1 NA NA NA 1 0
13 3 3 2 1 NA NA NA NA NA NA NA
14 1 NA 1 3 NA O NA NA NA NA NA
IM 20 15 15 171133 1,16 1,8 1,11 22 20 0,8

MC = medula espinhal cervical, BO = bulbo na altura do ébex, PO =
ponte com pedunculos cerebelares, ME = mesencéfalo na altura dos
coliculos rostrais, TA = talamo, CE = cerebelo, CF = coértex frontal,
CP = cortex parietal, CT = cértex temporal, CO = cértex occipital, HC
= hipocampo, 0 = auséncia de marcacéo, 1 = marcacao leve, 2 =
marcagdo moderada, 3 = marcagdo acentuada, NA = secg¢édo do
SNC néo avaliada, IM = intensidade média de marcagao imuno-histo-
quimica por regido do SNC.

DISCUSSAO

O diagndstico de raiva dos equideos foi baseado nos da-
dos epidemioldgicos, sinais clinicos, lesdes histolégicas,
imunofluorescéncia direta e na técnica de imuno-histoqui-
mica para raiva. As amostras analisadas deste estudo fo-
ram de quatro regides geograficas do Brasil, todas relacio-
nadas com histérico de mordedura do morcego hematéfago
Desmodus rotundus, o principal transmissor da raiva em
herbivoros na América do Sul. Nao houve predilecao por
raca, sexo e idade nos animais em estudo. Em equinos é
muito variavel o quadro clinico; sinais clinicos podem es-
tar associados ao cérebro, tronco encefalico, cerebelo e
medula espinhal (Lima et al. 2005). Os sinais clinicos dos
equideos analisados foram semelhantes aos descritos por
outros autores (Pierezan et al. 2007, Pimentel et al. 2009).
Todos equideos deste estudo foram acometidos pela for-
ma paralitica da doenca. A raiva paralitica esta associada
a lesbes da medula espinhal e tronco encefalico e é mais
frequente em herbivoros (Fernandes & Riet-Correa 2007).
No Nordeste brasileiro foram observados trés casos de
raiva em equinos da forma cerebral, que apresentaram tanto
agressividade quanto depressao profunda (Lima et al. 2005).
Apesar de a raiva ser endémica em varias regioes, a vaci-
nagao de equinos nao é obrigatdria. No caso dos Equinos
2 e 13 que tinham sido vacinados, é de se supor que estes
animais ja pudessem estar incubando o virus da raiva ou
mesmo de ter ocorrido falha na estimulacdo da resposta
imune devido a variacéo individual (Tizard 1996, Langohr
et al. 2003). A doenga tem sido pouco estudada em
equideos no Brasil (Lima et al. 2005). E importante desta-
car que o baixo numero de casos de raiva em equideos
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pode estar também relacionado ao nao envio de amostras
de materiais provenientes de necropsias para exame
confirmatdrio por parte do médico veterinario, pois muitas
vezes este acaba dar um diagndstico clinico em decorrén-
cia de experiéncias anteriores na qual havia mandado
material. Em um estudo retrospectivo de casos de raiva
no periodo de 1985-2007 realizado pelo Instituto de Pes-
quisas Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF), Rio Gran-
de do Sul, 656 (88,7%) das amostras positivas, eram de
origem bovina e somente 21 eram da espécie equina (2,9%)
(Teixeira et al. 2008). Em outro estudo realizado entre os
anos de 1981 a 1994 no Estado de S&o Paulo, a raiva
acometeu 983 bovinos e somente 111 equinos (Peixoto et
al. 2000).

As alteragdes histologicas observadas no presente
estudo, caracterizadas por meningoencefalite e
meningomielite ndo supurativa com presenca de corpus-
culos de Negri, foram similares as descritas por outros
autores (Lima et al. 2005, Maxie & Youssef 2007, Pierezan
et al. 2007). Areas de hemorragia na medula espinhal do
equino 7 foram semelhantes as observadas por O’'Toole et
al. (1993); porém nesse caso além de hemorragia foi en-
contrada poliomielomalacia. Em estudo comparativo das
trés técnicas de diagndstico de raiva em bovinos e equinos,
verificou-se que na espécie equina, somente em algumas
oportunidades foi possivel identificar corpusculos de Negri
pelo método histoldgico (Peixoto et al. 2000). No entanto,
no presente estudo observou-se corpusculos intracitoplas-
maticos em 64,28% dos casos analisados Essa frequén-
cia foi maior que a observada por Grenn et al. (1992) com
47%; por Lima et al. (2005) com 40%; por Peixoto et al.
(2000) com 36,9%; e por Pierezan et al. (2007) que obteve
33,33%, porém essa frequéncia € menor que a observada
na espécie bovina (Rech 2007, Pedroso et al. 2009). No
presente estudo, em 35,71% (5/14) equideos nao foram
observados corpusculos intracitoplasmaticos em neurdni-
0s, e estd abaixo dos resultados obtidos dentro desta es-
pécie (Green et al. 1992, Peixoto et al. 2000, Lima et al.
2005, Pierezan et al. 2007). A auséncia de corpusculos de
incluséo pode estar relacionada com o estagio, curso da
doenca (Fernandes & Riet-Correa 2007), sendo mais fre-
quentemente observado quando os animais sobrevivem
por quatro dias ou mais (Green et al. 1992) e pela cepa de
virus circulante, pois algumas nao produzem corpusculos
de Negri (Jones et al. 2000, Lima et al. 2005).

O diagndstico de raiva utilizando-se a técnica de IFD e
IHQ fica na ordem de 98% (Zimmer et al. 1990), porém
nos casos aqui analisados a prova de IFD somente obteve
resultado positivo em 55,55% e na ordem dos casos de
100% pela técnica de IHQ. Neste estudo mostrou-se quanto
€ importante a IHQ como ferramenta auxiliar no diagnésti-
co de raiva em equideos, especialmente nos casos em
que a IFD é negativa, e em casos onde o material é enca-
minhado em formol ao laboratério de diagndstico. Os lo-
cais do SNC de melhor intensidade média de marcagéo
imuno-histoquimica ocorreram no cértex temporal, cortex
occipital e medula espinhal cervical. Ja na espécie bovina

os melhores locais de marcacgéao e intensidade média fo-
ram no bulbo a altura do ébex, ponte e mesencéfalo a altu-
ra dos coliculos rostrais (Pedroso et al. 2009). Nos Equinos
3, 5, 6 e 7 somente foi possivel confirmar a doenga pela
imunomarcacgao positiva de neurénios na IHQ, pois na IFD
o resultado havia sido negativo. No Mato Grosso do Sul,
em um surto de raiva em equinos, um caso foi negativo
nas provas de IFD e prova bioldgica e confirmado positivo
na imuno-histoquimica (Pierezan et al. 2007). Nesta situa-
cao a IHQ pode ser uma importante ferramenta auxiliar no
diagndstico da raiva, pois nem sempre ha uma concordan-
cia completa entre as provas (Zimmer et al. 1990). Em
trabalho de Silva et al. (1974), somente foi confirmada a
presenca do virus da raiva na medula espinhal e bulbo de
equinos na doencga natural e sua auséncia nas diferentes
regides do sistema nervoso central e outros tecidos. A
IHQ tem se revelado uma ferramenta auxiliar importante
na rotina de laboratérios de diagndstico veterinario, espe-
cialmente quando as amostras de SNC sao submetidas
ao laboratdrio j& fixados em formol 10%, o que impossibi-
lita a realizagcdo de provas de IFD e ICC (Pedroso et al.
2008b), com vantagem de confirmar o diagnostico de raiva
como foi observado no caso do Equino 8. No Equino 3
somente se confirmou raiva através da marcagéo imuno-
histoquimica na medula espinhal. Deve-se, portanto as-
sim realizar a colheita de todo o SNC, para que varios
segmentos sejam analisados e estudados para auxiliar no
diagnostico final. E importante realizar o diagnostico dife-
rencial com outras encefalites como encefalomielite equina,
herpesvirus equino, toxoplasmose, listeriose, leucoence-
falomalacia (Peixoto et. al. 2000) e de plantas hepatotdxi-
cas que causam encefalopatia hepatica como Senecio spp.
e Crotalaria spp. (Gava & Barros 1997, Nobre et al. 2004,
Fernandes & Riet-Correa 2007); esta ultima é a principal
causa de doencas do sistema nervoso de equideos da
Regido Nordeste do Brasil (Pimentel et al. 2009).
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