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RELATORIO DE ESTAGIO CURRICULAR SUPERVISIONADO EM
MEDICINA VETERINARIA - AREA DE PATOLOGIA VETERINARIA

O Estagio Curricular Supervisionado de conclusao de curso foi realizado na area de Patologia
Veterinaria, no Setor de Patologia Veterinaria (SPV) da Faculdade de Veterinaria (FAVET)
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), no periodo entre 2 de margo de
2015 e 19 de junho de 2015. O SPV é um laboratério de referencia nacional, destinado a
realizacdo do diagnostico de doencas de animais de producdo, de companhia e silvestres,
através de exames de necropsia, anatomopatologicos e exames complementares. Também ¢é
um grande centro de producdo cientifica através de atividades de pesquisa, ensino e extensdo.
O estagio compreendeu um total de 570 horas com carga horaria de 40 horas semanais. Ao
total, foram realizados 188 exames de necropsia, sendo 47% (90) caninos, 17 (32%) felinos,
14% (26) bovinos, 9% (16) equinos, 5% (10) silvestres e aves domésticas, 3% (6) ovinos, 3%
(5) suinos e 2% (3) caprinos. Foram realizados 880 exames anatomopatoldgicos dos quais
destes, 648 bidpsias e 241 citolégicos. Das bidpsias 75 (483) foram de caninos, 10% (71)
felinos, 6% (41) suinos, 3% (22) equinos, 2% (18) bovinos e 3% (13) silvestres. Dos
citoldgicos, 96% (232) foram de caninos e 8% (9) de felinos. O diagnostico de dois casos
foram acompanhados e descritos detalhadamente, com os achados epidemioldgicos e as
alteracbes macroscopicas e microscopicas. Os casos foram Raiva bovina, que compreendeu
um total de 10 necropsias, sendo apenas duas descritas detalhadamente e Intoxicagdo natural
por Baccharis megapotamica var. weirii em caprinos. Uma terceira atividade foi descrita e
correspondeu ao acompanhamento de toda técnica imuno-histoquimica (IHC) realizada no
laboratdrio, sendo relatado os protocolos utilizados e seus respectivos propositos de
diagnostico, bem como as doengas frequentemente diagnosticadas através da técnica. O
estagio supervisionado no SPV contribuiu significativamente para a capacitacdo profissional
como médico veterinario, especialmente na area de Patologia Veterinaria, através da ampla

rotina de diagnosticos de animais domésticos e silvestres.
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1 INTRODUCAO

A realizacdo do exame post mortem em medicina veterinaria em determinados casos é
a Unica forma de se chegar ao diagnostico definitivo de uma enfermidade. Essa pratica
permite 0 melhor entendimento das doencas e auxilia na prevencdo e controle, bem como na
definicdo da linha de tratamento de enfermidades que possam acometer rebanhos e animais de
companhia (PEIXOTO & BARROS, 1998).

O Estagio Curricular Supervisionado em Medicina Veterinaria foi realizado no Setor
de Patologia Veterindria (SPV) da Faculdade de Veterinaria (FAVET) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) localizado na Avenida Bento Gongalves, 9090,
Prédio 42505, Bairro Agronomia, Porto Alegre, RS. O estagio foi realizado sob orientacdo do
professor Dr. Bruno Leite dos Anjos e supervisdo do professor Dr. David Driemeier e teve
duracdo de 570 horas, com carga horéria de 40 horas semanais totalizando 16 semanas.

O Setor de Patologia Veterinaria exerce atividades de ensino, pesquisa e extensdo, que
estdo interligadas através do servico de diagnéstico de enfermidades com base na realizacao
de exames de necropsia e histopatologia, onde séo realizados exames para o Hospital de
Clinicas Veterinarias e empresas agropecudrias, agroindustrias privadas e laboratérios de
diagnostico veterinarios privados, que atuam em diversos estados brasileiros, através de
convénios com essas entidades.

O estagio teve como objetivo participar da rotina de diagnostico que permeiam as
atividades de pesquisa, ensino e extensdo do Setor de Patologia Veterinaria-UFRGS. Este se
justifica pelo prestigio e dilecdo a realizacdo de diagnosticos de enfermidades, com o intuito
de realizar trabalhos de pesquisa que resultem especialmente em auxilio a proprietéarios de

animais de companhia e produtores rurais, no controle e prevencao de doencas.



14

2 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

2.1 Local de realizacdo do estagio

2.1.1 Setor de Patologia Veterinaria UFRGS

O Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
realiza diagnosticos em medicina veterinaria had mais de 20 anos, totalizando em média mais
de 1400 necropsias e mais de 4000 exames anatomopatoldgicos por ano. O setor realiza
visitas a propriedades para realizacdo de exames de necropsias, investigacdo epidemioldgica e
orientacdo de produtores e técnicos, 0s quais proporcionam um crescimento mutuo de
produtores/proprietarios e do meio académico. Atualmente é composto por 19 alunos de p6s-
graduacdo dois técnicos e oito alunos da graduacdo, sendo coordenado pelo professores Dr.

Davi Driemeier, Dr. Luciana Sonne e Dr. Saulo Petinatti Pavarini.

2.1.2 Infraestrutura

O laboratdrio esta localizado no campus da Veterindria, atrds do Hospital de Clinicas
Veterinarias da Faculdade de Veterinaria (FAVET) - UFRGS. O prédio encontra-se em
excelentes condi¢fes e proporciona uma maior organizacdo da rotina de diagnosticos e do
ambiente de trabalho (FIGURA - 1 A). A sala de necropsia é composta por seis mesas de
inox, lavatorios, instrumental para realizacdo dos exames (facas, tesouras, pingas, machados,
serras, etc), camara fria para acomodacdo dos cadaveres e area anexa para fotografias
(FIGURA - 1 B). A sala de histopatologia dispGe de quatro micrétomos, uma capela de
exaustdo, placa refrigerada, dois banho-marias, um aparelho histotécnico, um aparelho
criostato, uma central de inclusdo, geladeiras, armarios e lavatério (FIGURA - 1 C). O
laboratério de imuno-histoquimica esta equipado com duas estufas, duas geladeiras, um

microondas, uma panela de pressdo, balanga analitica, vortex, uma capela de exaustdo, um
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microscopio Optico, lavatorio e armarios (FIGURA - 1 D). O laboratério também dispde de
um laboratério de biologia molecular. Atualmente foi instalado um laboratério de
bacteriologia, com o intuito de aperfeicoar os exames bacterioldgicos através da coleta
adequada de matérias durante a necropsia juntamente com a proximidade do local de
processamento das amostras (FIGURA - 2 A). Ha ainda sala de microscopia para leitura de
laminas e seminarios, sala de pds-graduacao, sala de clivagem de materiais (FIGURA - 2 B),

almoxarifado e vestuarios.

~ p.
FIGURA 1 - A. Fachada do prédio que alberga o Setor de Patologia Veterinaria da UFRGS. B. Sala de

necropsia. C. Laboratorio de histopatologia para confeccdo de laminas histopatoldgicas. D. Laboratério de

imuno-histoquimica. Fonte: o autor.
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FIGURA 2 - A. Laboratério de bacteriologia. B. Sala para clivagem de material. Fonte: o autor

2.2 Atividades realizadas no setor

2.2.1 Rotina de necropsia

A solicitacdo de necropsia no SPV por um proprietario, responsavel ou médico
veterinario consiste no preenchimento de uma ficha de requisicdo (ANEXO 2) com o setor de
recepgdo do prédio, com os dados dos animais, historico e suspeita clinica e, em seguida, o
pagamento pelo processamento. Os valores variam conforme a espécie. Todas as solicitagdes

da semana sao registradas no livro de necropsia (“N”’), conforme modelo na tabela 1.

TABELA 1 - Modelo de registro de exame de necropsia no livro de “N” do SPV-UFRGS

N° Ficha Espécie/raca/sexo/idade  Propietario/enderego  Requisitante Data
canino/Boxer/ macho/8 HCV-
N 228/15 28890 A0S Mauro Souza UERGS 28/06/2015
N 229/15 NI suino/macho/ 10 Jodo Fausto MIG PLUS  28/06/2015

semanas

ApoOs a realizacdo da necropsia os 6rgdos sdo coletados em formol a 10%, e
refrigerados quando necessario, e posteriormente clivados (entre 24 a 48h ap6s coleta no
formol) em seccbes com aproximadamente 2 mm e acomodados em cassetes para
processamento histopatoldgico (FIGURA 3 A). Também sdo realizadas as necropsias a campo
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solicitadas por produtores rurais. A ficha de requisicdo de necropsia a campo é preenchida
com dados do rebanho, historia clinica, doengas anterior e outras informac@es importantes

relacionadas ao manejo dos animais (ANEXO 3).

2.2.2 Rotina de anatomopatoldgico

Na rotina de exames anatomopatologicos sdo recebidos fragmentos de dérgdos em
formol ou resfriados, como biopsias de lesdes ou Orgdos coletados a partir de necropsias
realizadas por outros médicos veterinarios, bem como outros matérias, como sangue, soro, ou
fezes que sdo encaminhados a outros setores da FAVET (Laboratério de Virologia,
Parasitologia, etc). No momento da chegada do material é preenchida a ficha de requisicdo
(ANEXO 4) e realizado o registro no livro de anatomopatolégico (AP). Os materiais
recebidos que sdo enviados para outros setores (sangue, fezes, soro e tecidos refriados),
também sdo identificados, encaminhados/armazenados e descritos no livro de registro. Apos
clivagem (FIGURA 3 A) todos os cassetes sdo levados a sala de histopatologia e processadas
no aparelho histotécnico (FIGURA 3 B), onde passam por séries de alcool, xilol e parafina.
No dia seguinte, todo o material deve ser incluso em parafina e levado a geladeira. Os blocos
sdo seccionados em microtomo em secgdes de 3um, e as secgdes passam por bateria de
coloracdo com hematoxilina e eosina (HE) (FIGURA 3 C e D). O laboratério também dispde
de diversos reagentes e kits utilizados para coloracdes especiais, as quais sdo definidas

conforme o tipo de alteracdo observada nas coloracgdes de rotina.
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FIGURA 3 - A. Framento de encéfalo clivado e encaminhado em cassete para posterior processamento em
bloco de parafina. B. Aparelho responsavel por processar em blocos de parafina (Histotécnico). C. Aparelhos
utilizados para realizagdo dos cortes histoldgicos. D. Bateria de coloragcdo de hematoxilina e eosina. Fonte: o
autor.

As laminas sdo posteriormente avaliadas em microscopio Optico com o plantonista
responsavel pela semana acompanhado do professor responsavel, e um laudo € emitido com o
diagnostico do caso, juntamente com laudos de exames complementares (imuno-histoquimica,
pesquisa bacterioldgica, PCR), se realizados. O laudo é enviado ao requisitante em um prazo

de até 15 dias para exames de necropsia e 10 dias para anatomopatolégicos.

2.2.3 Seminarios de laminas histopatolédgicas

A cada duas semanas sdo desenvolvidos seminarios com laminas histopatoldgicas do
Armed Forces Institute of Pathology (AFIP), de Washington - EUA. As conferéncias da AFIP
fazem parte de uma disciplina da p6s-graduacdo, no entanto, todos os alunos da pos-
graduacéo e graduacgdo podem participar, com a condigéo de ter que apresentar se for sorteado
no dia de apresentacdo do seminario. A AFIP tem o objetivo de estimular a descri¢do

histopatoldgica e a formulacdo de diagndsticos morfoldgicos para as les6es encontradas.
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2.3 Levantamento de necropsias e anatomopatoldgicos

O estagio curricular foi realizado no periodo entre o dia 2 de marco de 2015 e 19 de
junho de 2015, compreendendo um total de 570 horas. Ao total, foram realizadas 340
necropsias, entretanto, foram contabilizadas apenas as necropsias com diagndstico definitivo,
pois muitas, o diagnostico ainda estava em andamento. Desse total, 188 necropsias foram
contabilizadas com diagnostico. Os animais de companhia corresponderam a 122 necropsias,
sendo 47% (90) cées e 17% (32) gatos. Em animais de producdo foram realizados 54 exames
de necropsia, onde 14% (26) correspondiam bovinos, 9% (16) equinos, 3% (5) ovinos, 3% (5)
suinos, 2% (3) caprinos. Os animais silvestres e aves domesticas (outros) corresponderam 5%

(10). A porcentagem de enfermidades sobre cada espécie estd demonstrada na Figura (4).

W Bovinos
B Ovinos
M Caprinos
W Equinos
B Suinos
m Caninos
m Felinos

m Outros

FIGURA 4 - Exames de necropsia realizados nas diferentes espécies durante o periodo de estagio supervisionado
no Setor de Patologia Veterinria da UFRGS. Fonte:0 autor.

TABELA 2 - Enfermidades diagnosticadas em caninos em exames de necropsia, durante o
periodo do ECSMV no SPV-UFRGS.

Diagnéstico Numero de casos

Parvovirose 13

Insuficiéncia renal crénica 5
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Endocardite valvular bacteriana

Enterite bacteriana

Peritonite aguda

Leptospirose

Insuficiéncia renal aguda por displasia renal

Septicemia bacteriana

Peritonite por ruptura de bexiga e septicemia

Cardiomiopatia dilatada

Pneumonia hemorragica aguda de causa nédo determinada
Broncopneumonia bacteriana (aspirativa)

Sindrome hemorragica de causa nédo determinada

Extruséo de disco intervertebral

Linfoma multicéntrico

Carcinoma anaplasico de mama com metastase pulmonar
Feocromocitoma maligno

Mastocitoma grau 3

Cinomose

Leishmaniose visceral

Diabete mellitus

Cardiomiopatia hipertroéfica, hipotireoidismo e pneumonia bacteriana secundaria
Intoxicagéo por cobre

Choque hipovolémico por diatese hemorragica de causa ndo determinada
Hemorragia pulmonar aguda de causa ndo determinada

Edema cerebral e malécia cerebelar de causa ndo determinada
Carcinoma exocrino de pancreas

Broncopneumonia supurativa e insuficiéncia renal

Palatosquise acentuada

Pleurite e flegmao agudo de origem bacteriana por ferimento corto-contundente
Degeneracéo hepatocelular de causa ndo determinada

Urolitiase

Hemoperitbnio aguda por ruptura de hemangiossarcoma esplénico
Tamponamento cardiaco por ruptura de hemangiossarcoma em auricula direita
Encéfalopatia urémica

Quimiodectoma maligno em corpo aortico

Endocardiose em valvula mitral com insuficiéncia cardiaca congestiva
Osteossarcoma de células gigantes

Edema cerebral e pneumonia por aspiracao

Voélvulo gatrico (180°) com rotagao de bago

Politraumatismo

Tumor maligno de bainha de nervo periférico

I = e e e N T i = T e T e T = = T = N N S S CR CRE ORI CRE R CRE O R CRE R CRE CREYOUR SN N
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Plasmocitoma

Melanoma oral

Tumor metastatico de células redondas

Carcinoma hepatocelular

Condrossarcoma em vértebra lombar

Toxocariase

Epididimite purulenta com seminoma e tumor de células de leydig
Colapso traqueal e glomérulonefrite

Enterite fibrindsa aguda de origem bacteriana

Meningoencefalite granulomatosa

Intoxicagdo por acido acetilsalicilico

e e e e T e T T =N N SN S =

Pancreatite necrética aguda

Total

(e}
o

TABELA 3 — Enfermidades diagnosticadas em felinos em exames de necropsia durante o
periodo do ECSMV no SPV-UFRGS.

Diagnostico NuUmero de casos

Lipidose hepatica

Politraumatismo

Leucemia mieloide aguda

Metastases de carcinoma de células escamosas

Estenose de esdfago e pneumonia bacteriana por aspiragédo
Linfossarcoma

Pneumonia proliferativa de causa ndo determinada
Peritonite infecciosa felina

Linfoma

Cistite necro-hemorragica

Peritonite associada a ruptura de estbmago
Glomerulonefrite proliferativa cronica

Hernia diafragmaética, shuntportossistemico e granuloma intestinal
Malformacéo osteomuscular congénita

Insuficiéncia renal crénica

Pleurite bacteriana

Doenca do trato urinario inferior

Atelectasia pulmonar total

Panleucopenia felina

Metrite necrosupurativa difusa acentuada

I e e e e T = T = T SN S S N SE T S N R R CREN N

Megaesdfago e pneumonia bacteriana aspirativa
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Linfoma digestivo 1
Linfoma mediastinico 1
Peritonite aguda associada a Ulcera gastrica perfurada 1
Inconclusivo 2
Total 32

TABELA 4 - Enfermidades diagnosticadas em ruminantes (bovinos, ovinos e caprinos) em

exames de necropsia durante o periodo do ECSMV no SPV-UFRGS.

Espécie Diagnéstico

NUmero de casos

Bovino Raiva

Timpanismo ruminal secundario decorrente da

esofégica por limao

Tristeza parasitaria bovina
Deficiéncia de cobre

Intoxicacdo por Sida carpinifolia

Meningite bacteriana

Nefroblastoma com multiplas metastases

Neurotuberculose

Inconclusivo

Ovino Intoxicacdo por Ricinus communis

Hemoncose e miopatia por intoxica¢do por monensina

Hemoncose
Multiplas malformag6es

Sugestivo de Lingua Azul

Caprino Intoxicagdo por Bacharris megapotamica var. veirii

10

obstrucdo 5

W RL PP RPN ®WR R R R P oW

Total

w
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TABELA 5 - Enfermidades diagnosticadas em equinos em exames de necropsia durante o

periodo do ECSMV no SPV-UFRGS.

Diagnostico

NUmero de casos

Botulismo
Raiva
Tétano

Tendovaginite

Fibrose cardiaca multifocal e infarto agudo com edema cerebral

Hepatopatia aguda de provavel causa toxica

Mieloencefalite por protozoario

e e e = S S N
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Peritonite fibrinosa subaguda por ruptura de célon menor 1
Choque hipovolémico e hemoperitonio por fratura de pélve 1
Sobrecarga alimentar 1
Pneumonia supurativa e empiema de bolsa gutural 1
Total 16

TABELA 6 - Enfermidades diagnosticadas em suinos em exames de necropsia durante o
periodo do ECSMV no SPV-UFRGS.

Diagnéstico NUmero de casos
Circovirose 3
Sugestivo de meningoencefalite estreptocdcica 2
Total 5

TABELA 7 - Enfermidades diagnosticadas em animais silvestres e aves domesticas em
exames de necropsia durante o periodo do ECSMV no SPV-UFRGS.

Espécie Diangndstico Numero de casos
Pomba (Columba livia) Politraumatismo 1
Inconclusivo 1
Caturrita (Myiopsitta  Politraumatismo 2
monachus)
Galinha  (Gallus gallus Sugestivo de pneumonia e aerosaculite por 1
domesticus) Escherichia coli
Salmonelose 2
Bronquite infecciosa das galinhas 1
Botulismo 1
Bacurau-da-telha Politraumatismo 1
(Hydropsalis longirostris)
Total 10

Durante o estagio, foram recebidas 1350 amostras para exame anatomopatologico,
entretanto muitas amostras eram referentes a experimentos de outros laborat6rios ou dos proprios
pos-graduandos do setor. Os exames anatomopatolégicos contabilizados compreenderam um total
de 648 amostras avaliadas, sendo 75% (483) de caninos, 10% (71) de felinos, 6% (41) de suinos,

3% (22) de equinos, 18 (2%) bovinos e 2% (13) de silvestres. A porcentagem de exames
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anatomopatoldgicos sobre cada espécie estd demonstrada na Figura (5). Na figura ndo foram

incluidos os exames citologicos.

3% 2% 2%

M Caninos
M Felinos
m Suinos

MW Equinos
H Bovinos

B Animais silvestres

FIGURA 5 - Exames anatomopatoldgicos realizados nas diferentes espécies durante o periodo de estagio

supervisionado no Setor de Patologia Veterinaria da UFRGS.

TABELA 8 - Exames anatomopatoldgicos de pele e tecido subcutaneo de caninos, realizados

durante o periodo do ECSMV no SPV-UFRGS.

Diagnostico

NUmero de casos

Mastocitoma
Hemangiossarcoma

Melanoma maligno

Adenoma de glandula hepatoide
Tumor maligno de bainha de nervo periférico
Adenoma sebéceo

Hemangioma

Furunculose piogranulomatosa
Carcinoma perianal
Fibrossarcoma

Cisto folicular epidermoide
Hamartoma colagenoso

Lipoma

Pilomatricoma

48
26
20
11

[y
o

O OO O 0O O O O O o
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Adenoma meibomiano

Dermatite piogranulomatosa crénica
Melanocitoma

Dermatite de interface (Lupus eritematoso)
Inflamacéo piogranulomatosa cronica
Adenocarcinoma de glandula apécrina
Mucinose cutanea

Tricoblastoma

Dermatite irritativa cronica
Epitelioma sebaceo

Calo de apoio

Tricoepitelioma

Granuloma vacinal

Tumor venéreo transmissivel
Acantoma infundibular queratinizante
Papiloma

Plasmocitoma

Nevo colagenoso (dermatofibroma)
Hemangiopericitoma
Fibrohistiocitoma maligno

Granuloma leproide

Hiperplasia de glandula sebacea
Furunculose

Fibroma

Granuloma por lambedura
Granuloma do pelo

Paniculite piogranulomatosa cronica
Cisto folicular istimico

Adenoma de glandula seruminosa
Dermatite acral

Dermatopatia degenerativa cronica (sugestivo de hipotireoidismo)
Mixossarcoma

Fibrose dermal

Linfoma

Abscesso

PR R R R R R R R R R R R R R R R NNDMNDNDOOWWWwWw WS DN NS 00O

Total

264
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TABELA 9 — Exames anatomopatoldgicos dos sistemas reprodutor masculino e feminino,
digestivo, hemolinfopoiético, urinério e musculo-esquelético de caninos, realizados durante o
periodo do ECSMV no SPV-UFRGS.

Sistema Orgao Diagndstico NUmero de casos

Reprodutor da fémea Mama Carcinoma complexo 33
Carcinoma simples 31
Carcinoma em tumor misto 22

[N
»

Carcinossarcoma
Tumor misto benigno
Adenoma
Adenoma complexo
Hiperplasia

Utero Hiperplasia endometrial cistica
Leiomioma

Oviério Ovaério policistico
Luteoma
Carcinoma

Tumor de células da granulosa

P P P N N 0o~ OO 00 0

Tumor de células da teca

[EEN
»

Reprodutor do macho Testiculo Tumor de células de Leydig
Seminoma
Sertolioma
Atrofia testicular
Degeneracao testicular
Necrose testicular

Prostata Hiperplasia adenomatosa

w P P P N N O

Digestivo Cavidade Ameloblastoma acantomatoso
oral
Estomatite linfocitaria 1
Epulide fibromatoso do ligamento 1
periodontal
Condrossarcoma
Melanoma
Intestino Po6lipo intestinal
Figado Carcinoma hepatocelular
Sugestivo de intoxicacgéo por cobre
Hemolinfopoiético Baco Hemangiossarcoma
Urinario Bexiga Carcinoma

Musculo-esquelético Osso Osteossarcoma osteoblastico

T e

Osteossarcoma condroblastico
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Osteoma 1
Referente a todos o0s Inconclusivo 20
sistemas

Total 219

Tabela 10 - Exames anatomopatologicos de felinos, realizados durante o periodo do ECSMV

no SPV-UFRGS.

Sistema

Orgéo

Diagndstico

NUmero de casos

Tegumentar

Digestivo

Reprodutor

Pele

Cavidade
Oral

Intestino

Glandula

mamaria

Carcinoma de células escamosas
Fibrossarcoma

Hemangiossarcoma

Dermatite fungica por Cryptococcus
sp.

Inflamacdo  piogranulomatosa de
causa ndo determinada

Linfoma

Esteatite cronica

Dermatose actinica

Necrose de gordura

Adenoma sebaceo

Dermatite  piogranulomatosa  por
Microsporum sp.

Sarcoma histiocitico

Adenoma  cistico de glandula
meiobomiana

Sarcoma histiocitico

Dermatite crbnica sugestiva de
Herpesvirus

Granuloma eosinofilico

Dermatite eosinofilica

Plasmocitoma

Gengivoestomatite de causa nao
determinada

Enterite linfoplamocitaria
Adenocarcinoma

Linfoma

Leiomiossarcoma

Carcinoma cribiforme

Adenocarcinoma

11
4
4

S

i

g P, P NN
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Hiperplasia 2

Vagina Sarcoma 1

Urinario Bexiga Cistite crénica 1

Mdsculo-esquelético Mdsculo Atrofia focal 1

Osso Osteoma 1

Ocular Olho Melanoma uveal 2

Melanoma de iris 2

Referente a todos os Inconclusivo 5
sistemas

Total 71

TABELA 11 - Exames anatomopatoldgicos de equinos, realizados durante o periodo do
ECSMV no SPV-UFRGS.

Sistema Orgéo Diagnéstico Numero de casos

Tegumentar Pele Sarcéide 9
Pitiose 4
Fibrossarcoma 1
Carcinoma de células escamosas 1
Habronemose 1

Digestivo Figado Intoxicacdo por cobre 1

Musculo-esquelético Musculo Miosite piogranulomatosa por 1
aplicagdo de medicamento

Nervoso Encéfalo e Raiva 1

medula

Referente a todos os Inconclusivo 3

sistemas
Total 22

TABELA 12 - Exames anatomopatologicos de bovinos, realizados durante o periodo do
ECSMV no SPV-UFRGS.

Sistema Orgéo Diagnostico NUmero de casos
Tegumentar Pele Papiloma viral 1
Carcinoma de células escamosas 1
Digestivo Figado Sugestivo de tristeza parasitaria 3
Hepatite abcessadativa cronica 1
Resiratorio Pulméo Abcesso 1
1

Pneumonia necrotica aguda
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Mdsculo-esquelético Musculo Miosite granulomatose (granuloma 3
vacinal
Nervoso Encéfalo Meningite bacteriana 1
Referente a todos o0s Inconclusivo 6
sistemas
Total 18

TABELA 13 - Exames anatomopatoldgicos de suinos, realizados durante o periodo do
ECSMV no SPV-UFRGS.

Sistema Orgao Diagnéstico NUmero de casos

Digestivo Intestino Enterite necroética aguda 5

sugestivo de Clostridium sp.

Enterite bacteriana 4
Circovirose 2
Colite fibrinonecrotica 2

sugestivo de salmonelose
Sugestivo de Rotavirus 1
lleite por Lawsonia 1

intracellularis

Cardiovascular Coracéo Endocardite valvular 2

bacteriana
Respiratorio Pulméo Influenza 4
Tegumentar Pele Dermatite neurtrofilica

aguda

Erisipela 3
Nervoso Encéfalo Intoxicacéo por sal 3
Referente a todos os Pleura, Coracéo e Pleurite, pericardite e 3
sistemas Meninge meningite por Haemophilus

parasuis
Referente a todos os Inconclusivo 8
sistemas

Total 41

TABELA 14 - Exames anatomopatologicos de animais silvestres (mamiferos, aves e
aquaticos) e aves domesticas, realizados durante o periodo do ECSMV no SPV-UFRGS.

Espécie Sistema Orgéao Diagnostico NUmero de casos

Hamster (Mesocricetus Tegumentar Pele Sarcoma histiocitico 1
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auratus)
Hemangiossarcoma 2
Peixe Mdsculo- Mdsculo Leiomioma 1
esquelético estriado
Camundongo (Mus Tegumentar Pele Linfoma 1
musculus)
Rato (Rattus norvegicus) Reprodutor Mama Fibroadenoma 1
Respiratdrio Pulméo Bronquiectasia 1
Furdo (Mustela putorius ~ Todos Todos Inconclusivo 1
furo)
Porquinho-da-india Todos Todos Criptococose sistémica 1
(Cavia porcellus)
Coelho (Oryctolagus Osseo Mandibula Ameloblastoma 1
cuniculus)
Galinha (gallus gallus Todos Todos Inconclusivo 1
domesticus
Ganso (Anser anser) Tegumentar Pele Fibrossarcoma 1
Total 13

TABELA 15 - Exames citoldgicos de caninos, realizados durante o periodo do ECSMV no
SPV-UFRGS.

Diagnostico Numero de casos
Inconclusivo 46
Carcinoma de mama 37
Sugestivo de mastocitoma 34
Lipoma 33
TVT 12
Sugestivo de cisto folicular 11
Sugestivo de linfoma 10
Sugestivo de inflamacéo 10
Sugestivo de sarcoma 10
Sugestivo de tumor de células redondas 6
Sugestivo de melanoma maligno 5
Sugestivo de carcinoma perianal 4
Sugestivo de osteossarcoma 3
Linfadenite 3
Transudato 3
2

Diestro
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Cisto sebéaceo 2
Piotorax 1
Total 232

TABELA 16 - Exames citologicos de felinos, realizados durante o periodo do ECSMV no
SPV-UFRGS.

Diagnostico NuUmero de casos

Linfoma

Lipoma

Sugestivo de cisto folicular
Esporotricose

Peritonite aguda

Inflamacé&o piogranulomatosa crénica

Transudato

I N T

Total
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3 DISCUSSAO

3.1 Diagnostico Imuno-histoquimico

Diversas amostras de exames anatomopatologicos e de necropsias, muitas vezes,
requerem exames complementares para determinar a etiologia da lesdo. Em casos em que a
auséncia de lesdes especificas, ou a descri¢do do histérico clinico pelo requisitante juntamente
com os dados epidemioldgicos sdo insuficientes para se estabelecer o diagnostico, 0 emprego
da técnica de imuno-histoquimica torna-se uma ferramenta eficaz e segura para o correto
diagnéstico (TAYLOR, 2010; RAMOS-VARA, 2005)

A imuno-histoquimica € uma técnica utilizada em cortes histologicos baseada no
processo de identificacdo e localizacdo dos antigenos nos tecidos. A técnica envolve a
deteccdo de epitopos celulares especificos com a utilizacdo de um anticorpo e um sistema de
ligagéo apropriado (TAYLOR et al., 2010; RAMOS-VARA, 2005; SANTOS et al., 1999). As
amostras, apds o processamento de rotina, sdo incluidas em parafina, e cortadas em
micrétomo com 3um de espessura e aplicadas sobre laminas positivadas (ImmunoSlide-
EasyPath). O corte histologico pode cair da lamina durante a etapa de recuperacdo antigénica
por calor em panela de pressdo ou forno micro-ondas, e as laminas positivadas tem a funcéo
de atrair eletrostaticamente as sec¢fes de tecidos histologicos, evitando assim quedas e
fragmentacdo do tecido (TAYLOR et al., 2010).

Para uma Gtima marcacdo pela técnica de imuno-histoquimica € necessario uma
fixacdo dos tecidos de qualidade. Essa € essencial para a preservacdo do tecido e do antigeno,
e tem como principio geral a formacgédo de uma ligacdo cruzada entre as proteinas, através do
reestabelecimento da estrutura cito-esquelética da célula (RAMOS-VARA et al., 2014;
TAYLOR, 2010). A mé fixacdo do tecido ou seu processamento de forma inadequada, pode
resultar em uma série de artefatos ou a néo localizagdo do antigeno (RAMOS-VARA et al.,
2014). A formalina € o fixador mais utilizado para a histologia, o qual produz um bom detalhe
morfolégico e permite sua utilizagdo na técnica de imuno-histoquimica, entretanto o tecido
super-fixado, ou seja, muito tempo em solugdo de formol (dias ou meses) pode provocar

problemas graves, como 0 mascaramento ou até mesmo a desnaturacdo do antigeno, o que
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impede o0 acesso do anticorpo e pode gera resultado falso negativo. (RAMOS-VARA &
MILLER, 2014; SANTOS et al., 1999).

Em uma amostra de uma lesdo de pele de um cordeiro processada rotineiramente em
bloco de parafina, para realizacdo da técnina de imuno-histoquimica, com o intuito de
identificar o tipo celular predominante no corte histologico da leséo, utilizou-se o marcador
Von Villebrand (vide TABELA 17), porém ndo se observou imuno-marcagdo na amostra. Ao
analisar o corte, pode se observar hematina (pigmentos de formol) na secdo, um artefato que
indica a excessiva fixacdo do tecido (FIGURA 4 A). Essa amostra ficou aproximadamente 20
dias em solucdo formol a 10%. A fixacao correta do tecido, bem como o tempo em solucdo de
formol 10% é fundamental para a eficacia da técnica (RAMOS-VARA, 2005).

As ligacdes antigeno-anticorpo (Ag-Ac) na técnica de imuno-histoquimica ocorrem
principalmente através da utilizacdo de enzimas que reagem com um determinado cromogeno
e produzem uma reacdo final marcada e estavel, e adequada ao microscopio 6tico (TAYLOR
et al., 2010). Um dos principais problemas na técnica € a excessiva coloracdo de fundo sem
especificidade (FIGURA 4 B) que ocorre principalmente por atividades de enzimas
enddgenas e ligacdo inespecifica de anticorpos a componentes teciduais, e ocorre quando
enzimas similares aquela utilizada como ligacdo estdo presentes no tecido (RAMOS-VARA
& MILLER, 2014). Para isto realizam-se métodos de blogueio para essas enzimas (RAMOS-
VARA, 2005; TAYLOR, 2010).

Um destes métodos e a primeira etapa da técnica é o bloqueio da peroxidase enddgena,
porém sua necessidade varia conforme o protocolo utilizado. A peroxidase é uma propriedade
comum de todas hemoproteinas, mioglobina, citocromo e catalases. A decomposicdo do
peroxido de hidrogénio acarreta uma interferéncia na coloracdo da imuno-marcacdo. Para o
bloqueio da peroxidase enddgena utiliza-se o método de saturacdo, com seu substrato
(peroxido de hidrogénio), usualmente na forma de peroxido de hidrogénio (H,O;) a 3% em
um diluente (agua, tampé&o ou metanol). Outra enzima a ser bloqueada é a fosfatase alcalina
enddgena, que é extinta pela adi¢do do seu substrato (levamizole) na solugdo do cromdgeno.
O levamizole inibe muitos tipos de atividade de fosfatase alcalina (SANTOS et al., 1999).

A prdoxima etapa € recuperar 0s antigenos bloqueados pela etapa de fixacdo (TAYLOR
et al., 2010; SANTOS et al., 1999). A fixacdo dos tecidos como ja citado, provoca uma
ligacdo cruzada das proteinas, atraves da formacgédo de pontes de metileno. O processamento
da amostra com desidratacdo e banhos de parafina podem destruir alguns epitopos antigénicos
(RAMOS-VARA, 2005). A recuperagdo antigénica pode ser feita de duas formas, através da

digestdo enzimatica (proteolitica) ou recuperacdo antigénica por calor (TAYLOR et al.,
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2010). Na digestdo enzimaética, as enzimas mais usadas sdo: pepsina, tripsina, protease XIV e
proteinase K. A digestdo usando estas enzimas pode ocorrer a 37° em banho-maria, € as
enzimas devem ser diluidas em agua destilada e usadas a um pH 7,8. O tempo de digestao
deve ser controlado conforme o tempo de fixagem do tecido, ou seja, quanto mais tempo o
tecido ficar no fixador, mais pontes de metileno terdo se formado, requerendo um tempo
maior na enzima para quebrar estas ligacdes (RAMOS-VARA et al., 2014). A recuperagéo
antigénica por calor pode ser uma técnica mais agressiva, porém com maior potencia de
quebra de pontes de metileno e consequentemente maior exposicdo de antigenos (RAMOS-
VARA et al., 2014; TAYLOR et al., 2010). A técnica pode ser realizada em forno micro-
ondas, panela de pressdo ou panela de pressdao digital (Marca Deckloader). A utilizacdo de
enzimas ou a recuperacdo antigénica através do calor varia conforme o protocolo utilizado.

A amostra da lesdo do cordeiro proveniente do LPV-Unipampa, primeiramente passou
pelo processo de recuperacdo antigénica por calor em panela de pressdo digital a 96°C, esta
por sua vez, ndo demonstrou nenhuma imuno-marcagdo na lamina histologica.
Posteriormente, foi realizada a recuperacdo antigénica em tampdo citrato em forno micro-
ondas na poténcia maxima através de trés passagem de 5 minutos, o que obteve uma relativa
eficacia na recuperacao de antigenos demonstrando pouca imuno-marcagdo, € com excessiva
coloracédo de fundo (FIGURA 4 B).
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FIGURA 6 - A. Ovino. Secdo de um hamartoma vascular cutineo demonstrando auséncia de imunomarcacéo
para anticorpo Von Villebrand (fator VII1) com recuperacio antigénica por calor em panela de pressdo a 96°C.
Nota-se pigmento escuro (hematina) (seta), indicando excessiva fixacdo do tecido, obj.20x B. Imuno-
histoquimica do mesmo hamartoma vascular cutaneo com recuperagdo antigénica em forno micro-ondas, onde
houve excessiva imunomarcacao inespecifica, com coloracéo de fundo, obj.40x. Fonte: o autor.

Em amostras em que ha células epiteliais, adipdcitos, laminina e proteoglicanos, bem

como tecido conjuntivo onde ha presenga de elastina, ocorrem muitas reagdes inespecificas
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(Background) em decorréncia de interagdes hidrofdbicas e ibnicas entre as proteinas teciduais
e os anticorpos (TAYLOR et al., 2010). O método mais eficiente de bloquear as interacGes
hidrofobicas € o uso da proteina bloqueadora, neste caso, leite em p6 desnhatado a 5% ou
Protein block (caseina pronta comercial), ou dependendo do protocolo utilizado, o uso de
levamizole, no qual inibe muitos tipos de fosfatase alcalina (RAMOS-VARA, 2005;
SANTOS et al., 1999).

O proximo passo € a aplicacdo dos anticorpos, denominadas especificos ou primarios,
na amostra. Existem dois tipos de anticorpos, os policlonais e os monoclonais (TAYLOR et
al.,, 2010; RAMOS-VARA, 2005). S&do denominados anticorpos policlonais quando um
grande numero de linfécitos B produzem muitos anticorpos que se ligam a varios epitopos de
um antigeno. Estes possuem a vantagem sobre os monoclonais, no qual sdo mais propensos a
identificar varias isoformas (epitopos) da proteina alvo, porém pode ocorrer maior quantidade
de reacdo cruzada, pois o anticorpo policlonal reconhecerd um grande nimero de epitopos,
assim hd uma maior propabilidade daquele epitopo ser dividido com outra proteina
(TAYLOR et al., 2010). Ja os anticorpos monoclonais possuem maior especificidade em
relacdo ao antigeno e sdo produzidos por uma Unica linhagem de célula B (denominada
clone). A auséncia de anticorpos inespecificos significa que menos coloracdo de fundo é
alcancada quando usado anticorpos monoclonais (TAYLOR et al., 2010). Apds a aplicacdo
dos anticorpos especificos, as ldminas devem ficar incubadas em cAmara Umida por algumas
horas para que ocorram as ligacdes Ag-Ac (TAYLOR et al., 2010). Dependendo do protocolo
utilizado esse tempo varia. Anticorpos monoclonais, geralmente, necessitam de um maior
tempo, ja os policlonais por detectarem um maior nimero de epitopos necessitam menos
tempo. De modo geral, grande parte dos protocolos no SPV realiza a incubacdo com o0s
anticorpos em camara Umida por 12-14 horas em temperatura ambiente (overnight).

As técnicas imuno-enzimaticas renem a imuno-reatividade de anticorpos e as
propriedades quimicas de enzimas, que reagem com substrato-cromdgeno incolor para
produzir produto final corado (SANTOS et al., 1999). As primeiras técnicas empregavam o
método direto, que consistia na conjugacdo da enzima diretamente ao anticorpo especifico
(primério). Atualmente, através da utilizacdo métodos indiretos, houve significativa melhora
na sensibilidade das técnicas imuno-histoquimicas. Nesse metodo, a enzima esta conjugada a
um segundo anticorpo (secundario), que ird reagir com o anticorpo primario (RAMOS-
VARA, 2005; SANTOS et al., 1999).

Ap0s aplicagdo dos anticorpos especificos, as amostras sdo tratadas com o anticorpo

secundario biotinilado, sendo atualmente, o mais utilizado em grande parte dos protocolos o
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DAKO LSAB 2 kit, por 20 minutos em cémara Umida e temperatura ambiente.
Posteriormente as secOes sdo tratadas com o conjugado. Esta etapa pode variar conforme o
protocolo, sendo diferentes técnicas utilizadas.

A técnina de Biotina-estreptovidina-peroxidase, mais utilizada nos protocolos de
imuno-histoquimica na rotina de diagnostico do SPV, utiliza a alta afinidade da glicoproteina
de estreptovidina para biotina (uma vitamina de peso molecular baixo). Essa variante do
método avidina-biotina-peroxidase, ou seja, a estreptavidina ligada a biotina (LSAB HRP) é 4
a 8 vezes mais sensivel (SANTOS et al., 1999). Nesse método, o anticorpo secundario
biotinilado ira se ligar ao complexo estreptovidina-biotina que, por sua vez, ja se encontra
ligado & enzima peroxidase (RAMOS-VARA, 2005).

Outra técnica utilizada, o método indireto, ou MACH 4, emprega um polimero
compacto que tem um grande numero de moléculas de enzimas ligadas. A grande vantagem é
que pode ser usado em tecido que contenha muita biotina endégena sem produzir coloracdo
de fundo (background).

As ligacGes Ag-Ac ndo sdo visiveis ao microscopio, e para isto sdo utilizadas enzimas
nas diferentes técnicas supracitadas para que se produza uma reacdo final corada e estavel,
adequada ao microscopio 6tico (RAMOS-VARA, 2005). As enzimas mais utilizadas sao:
peroxidase e fosfatase alcalina, e cada enzima possui substratos especificos e cromdgenos
para produzir uma cor precipitante.

Finalmente as amostras sdo submetidas a revelagdo com cromogeno (RAMOS-VARA,
2005). No SPV, a grande maioria dos protocolos imuno-histoquimicos realizados utiliza a
enzima Peroxidase Horseradish no método biotina-estreptovidina-peroxidase. Esta, por sua
vez, utiliza o cromogeno DAB (3,3’ Diaminobenzidine tetrahidrocloride). O DAB em
presenca de peroxido de hidrogénio é reduzido, produzindo um composto insolavel, corado e
eletro-denso de coloracdo marrom (FIGURA 7 A, B e C). A Fosfatase alcalina é geralmente
utilizada com 146 3-Amino-9-eticarbazol (AEC) ou Fast red, no qual produz coloragédo
vermelha. Em seguida, utiliza-se um contra corante, sendo o mais frequentemente utilizado
hematoxilina de Harris.

Em amostras de tumores, ou qualquer amostra que se tenha necessidade de definir o
tipo celular, a técnica de imuno-histoquimica auxilia na identificacdo (TAYLOR et al., 2010;
RAMOS-VARA, 2005; SANTOS et al.,, 1999). A tabela (17) demonstra os principais

anticorpos utilizados na rotina do SPV para imuno-marcacéo celular.
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TABELA 17 - Principais anticorpos utilizados na rotina do SPV para imuno-marcagdo

celular.

Anticorpo

Tipo celular

Exemplo para utilizacao

Actina alfa de musculo liso
CD3

CD79

CD68

Citoqueratinas (AE1AE3)
Vimentina

Enolase

GFAP

Ki-67

Cromogranina

Desmina

Von Villebrand

Células musculares lisas
Linfécitos T

Linfécitos B
Macréfagos

Células epiteliais
Células mesenquimais
Células neuroendécrinas
Astrécitos

Mitose

Células neuroendécrinas
Célula muscular esquelética

Células endoteliais

Leiomiossarcoma
Linfomas
Linfomas
Histiocitoma
Carcinoma
Sarcoma
Schwannoma
Astrocitoma
Proliferacéo celular
Feocromocitoma
Rabdmiossarcoma

Hemangiomas

Neurofilamentos Células neuronais Neuroblastoma

Proteina S-100 Melanécitos Melanomas

Além do auxilio no diagndstico de tumores, a imuno-histoquimica aplicada a rotina de
diagnostico complementar é uma ferramenta de grande auxilio no reconhecimento de agentes
etioldgicos nas enfermidades (WATANABE et al., 2012; TAYLOR et al., 2010; JUFFO et
al., 2009; GROOMS e KEILEN, 2002; BASZLER et al., 1995).

O diagnostico imuno-histoquimico de raiva é frequentemente realizado na rotina de
diagnostico do SPV. A padronizacao do protocolo para a técnica foi realizada por Pedroso et
al. (2008), durante a realizacdo do doutorado, quando demonstrou que ambos 0s anticorpos,
monoclonais e policlonais, obtiveram imuno-marcacdo satisfatoria nas amostras, e 0 anticorpo
policlonal foi definido com padréo para a técnica, pois ndo utiliza enzimas e necessita de um
menor tempo na etapa de recuperacdo antigénica, diminuindo assim 0s custos e o0 tempo para
a realizacdo do diagnostico. Também foi detectado que a diluigdo do anticorpo policlonal
anti-raiva, obteve resultados positivos em dilui¢cdes de 1:500 e 1:1000, e perda na qualidade
da identificacdo do antigeno quando diluido 1:1500. Visto que, o custo do anticorpo anti-
rabico € elevado e a necessidade do diagnostico imuno-histoquimico para raiva € frequente,
uma diluicdo maior seria mais rentavel, porém o diagnostico poderia ficar comprometido.

Na rotina de diagnostico de enfermidades de suinos, o virus da influenza suina (SIV)
tipo A e o0 da circovirose suina tipo 2 (PCV 2), possuem especial atencéo. Esses dois agentes,

podem provocar lesdes pulmonares caracterizadas por pneumonia intersticial com infiltrado
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inflamatorio linfohistioplasmocitéario ao redor de vasos, brénquios e bronquiolos, e a técnica
de imuno-histoquimica pode auxiliar na deteccdo do agente especifico causador da doenca
(JUFFO et al., 2009). O antigeno viral mais predominante em amostras de pulméo com essas
lesGes é o virus da influenza, porém em algumas amostras ndo se observa imuno-marcacao
positiva para este agente, este fato se da em decorréncia do curso muito rapido da doenga, no
qual a presenca do antigeno viral ocorre apenas no inicio (WATANABE et al., 2012). Para
influenza tipo A (SIV) utiliza-se anticorpo primario monoclonal, sorotipos HIN1, H3N2 e
HINZ2, e para PCV2 utiliza-se anticorpo policlonal, seguindo a técnica da estreptavidina-
biotina-peroxidase, utilizando o cromégeno 3,3’diamino benzidina (DAB). Em algumas
amostras recebidas durante a realizacéo estagio, pode-se observar a imuno-marcacao positiva
para o antigeno viral da SIV em secOes histoldgicas de pulmdes (FIGURA 7 B). Algumas
amostras de intestino também demonstraram imuno-marcacgédo positiva para PCV2 (FIGURA
7C).

Em bovinos, o virus da diarreia viral bovina (BVDV) esta associado a um amplo
espectro de sindromes clinicas, incluindo a diarreia viral, doenca das mucosas, complexo da
doenca respiratorio bovina, aborto, retardo no desenvolvimento, efeitos teratogénicos no feto
e infeccOes agudas que provocam alta mortalidade (BASZLER et al., 1995). Baseado neste
amplo espectro de alteracGes e a variagdo dos sinais clinicos, lesbes macroscopicas e
microscopicas, a técnica de imuno-histoquimica é uma excelente alternativa para deteccéo do
virus nas amostras histolégicas (BASZLER et al., 1995; GROOMS e KEILEN, 2002). Em 12
bidpsias de orelha de bovino realizadas em uma propriedade rural no municipio de Glorinha-
RS e posteriormente processadas em parafina e realizada a técnina de imuno-histoquimica,
detectou-se a presenca de antigeno viral nas 12 amostras coletadas (FIGURA 7 D). A técnica
de imuno-histoquimica em biopsias de pele para deteccdo de animais persistentemente
infectados é uma ferramenta de extremo auxilio na confirmacéo do diagnostico (GROOMS &
KEILEN, 2002).
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FIGURA 7 - A. Bovino. Imunomarcagdo positiva em neurdnio da medula espinhal pela técnica de imuno-
histoquimica (seta). Método biotina-estreptovidina-peroxidase, contra-contracorado com hematoxilina de Harris,
obj.40x. B. Suino. Imunomarcacdo positivia para anticorpo monoclonal anti-SIV em epitélio bronquiolar (seta),
obj. 20x. C. Suino. Imunomarcacdo positiva para anticorpo policlonal anti-PCV-2 no citoplasma de macréfagos
de placas de peyer (seta), obj. 20x. D. Bovino. Imunomarcacao positiva anti-BVDV em células epiteliais basais
de foliculos pilosos (seta), obj. 40x. Fonte: o autor.

Os custos elevados da técnica de imunohistoquimica, bem como o tempo que demanda
para sua realizacdo séo fatores que minimizam seu uso, entretanto sua eficacia e contribuicdo
para a efetividade da rotina de diagnostico de doencgas no SPV fazem com que a técnica seja
frequentemente usada em amostras de tecidos, principalmente no reconhecimento de agentes

etioldgicos das diferentes enfermidades em medicina veterinaria.

3.2 Raiva bovina

Durante a realizacdo do estagio, foram necropsiados 10 bovinos com doenca
neuroldgica compativel com raiva, e com base no levantamento de dados das propriedades,

houve um total de 28 bovinos mortos entre todos os surtos ocorridos. A seguir, seréo
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demonstrados apenas dois surtos com suas principais caracteristicas epidemioldgicas e
clinicas e lesdes macroscopicas e microscéopicas observadas. Os demais casos serdo abordados
apenas superficialmente pelo fato da distribuicdo das lesdes e os achados epidemioldgicos

serem semelhantes aos descritos.

Caso 1:

No dia 28 de abril de 2015, duas terneiras da raga Angus, com aproximadamente oito
meses, em bom estado corporal foram eutanasiadas para exame de necropsia no municipio de
Viamao-RS. As terneiras haviam sido compradas ha quatro dias e estavam confinadas na
propriedade com o intuito iniciar a alimentagdo com ragdo. Dois dias apds a chegada na
propriedade, as terneiras desenvolveram sinais clinicos caracterizados por ataxia, paresia dos
membros pélvicos (FIGURA 8 A), quedas e decubito esternal e lateral. Uma delas, no dia da
necropsia estava em decubito lateral, a outra ainda estava em pé, porém com marcada paresia
dos membros posteriores. Na necropsia, observou-se em ambas as terneiras, moderada

hiperemia dos vasos das leptomeninges do encéfalo e medula espinhal e acentuada distenséo

da bexiga por urina (bexiga neurogénica) (FIGURA 8 B).
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FIGURA 8 - A. Terneira antes de ser eutanasiada demonstrando paresia dos membros posteriores. B. Exame de
necropsia de bovino com bexiga marcadamente distendida (bexiga neurogénica). Fonte: o autor.

Fragmentos de diversos 6rgdos foram coletados, fixados em formol 10% e processados
rotineiramente para a histologia. Fragmentos de encéfalo, cerebelo, tronco encefalico e
medula espinhal foram enviados sob refrigeracdo para o Instituto de Pesquisas Veterinarias



41

Desidério Finamor (IPVDF) para exame de imunofluorescéncia direta para raiva. Na
avaliacdo histoldgica, no encéfalo de ambas as terneiras, havia infiltrado inflamatorio
multifocal linfoplasmocitario circundando vasos sanguineos do neurdpilo (manguitos
perivasculares) e areas multifocais de gliose. O mesmo infiltrado inflamatorio foi observado
em diferentes segmentos da medula espinhal de ambas as terneiras, porém mais acentuado em
segmentos de medula espinhal lombar e sacral (FIGURA 9). Em apenas uma das terneiras,
haviam multiplos corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos eosinofilicos (Corpusculos de
Negri) em neurdnios da medula espinhal lombar (FIGURA 10). No ganglio do nervo trigémeo
(Glanglio de Gasser) observou-se também moderado infiltrado inflamatorio
linfoplasmocitario e moderada necrose neuronal, caracterizada por neurdnios retraidos, com o
citoplasma hipereosinofilico e nucleo picnético ou ausente. Ocasionalmente foi visualizado
neuroniofagia e Corpusculos de Negri no interior do citoplasma de alguns neurdnios de ambas

as terneiras. Observou-se ainda discreta degeneracdo vacuolar de hepatdcitos em zona

centrolobular.
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Figura 9 — Medula espinhal lombar: ha marcado infiltrado inflamatério composto predominantemente por
linfocitos e plasmdcitos circundando vasos (manguitos perivasculares). Observa-se ainda acentuada congestéo e
area focal de gliose. Fonte: o autor.
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FIGURA 10 - Bovino. Miultiplos corplsculos de inclusdo intracitoplasmaticos eosinofilicos em neur6nio da
medula espinhal lombar. Fonte: o autor.

Caso 2:

No dia 08 de abril de 2015, uma vaca Red Angus com 3 anos, em bom estado corporal e
prenhe foi eutanasiada no municipio de Viamao-RS para exame de necropsia. A vaca
apresentou sinais de incoordenagdo, tremores, quedas e decubito lateral (FIGURA 11 A). Ja
havia morrido cinco animais de um total de 120 na propriedade, e estes nunca foram
vacinados contra raiva. Macroscopicamente observou-se marcada hiperemia dos vasos das
leptomeninges do encéfalo (FIGURA 11 B). Na medula espinhal, ao corte observaram-se
areas multifocais de hemorragia na substancia cinzenta de diferentes segmentos. No
parénquima hepatico havia multiplos abcessos que variavam entre 5 a 20 cm de diametro. Os
abcessos eram preenchidos por grande quantidade de material brancacento caseoso (pus)

(FIGURA 11 C). O péancreas estava aumentado de tamanho, esbranquicado, com superficie
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irregular, firme e ao corte observou-se grande quantidade de exemplares de parasitas
trematddeos morfologicamente compativeis com Eurytrema pancreaticum no interior dos
ductos (FIGURA 11 D). Fragmentos de diversos orgaos foram colhidos a necropsia, fixados
em formol a 10% e processados rotineiramente para a histologia. Também foram coletados
fragmentos refrigerados de encéfalo, cerebelo, tronco encefalico e diversos segmentos da
medula espinhal, para encaminhar ao IPVDF para posterior exame de imunofluorescéncia

direta para raiva.

FIGURA 11 - A. Bovino em decubito lateral em estagio terminal de raiva. B. Encéfalo com moderada hiperemia
dos vasos das leptomeninges. C. Abcesso hepético que se extende do parénquima até a capsula com 8cm de
diametro. D. Pancreas acentuadamente esbranquicado e firme ao corte, evidenciando multiplos exemplares de
Eurytrema pancreaticum no interior dos ductos. Fonte: o autor.

Na avaliacdo histologica, em diferente secBes do encéfalo observou-se leve a
moderado infiltrado inflamatdrio, predominantemente linfoplasmocitario no neurépilo. O
mesmo infiltrado inflamatorio foi observado circundando vasos (manguitos perivasculares).
Multifocalmente havia focos de gliose e ocasionalmente observou-se neuronofagia. Havia
ainda em alguns neurdnios corpusculos de Negri. Na medula espinhal, em diferentes
segmentos analisados, foi observado marcado infiltrado inflamatério, predominantemente
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linfoplasmocitico na substancia cinzenta e branca, e circundando vasos sanguineos
(manguitos perivasculares) (FIGURA 12). Observaram-se também Corpusculos de Negri em
alguns neurdnios e areas multifocais de hemorragia. No ganglio trigémeo havia marcado
infiltrado inflamatdrio linfoplasmocitario com acentuada necrose de alguns neurdnios, que

possuiam o citoplasma hipereosinofilico e o nucleo picndtico ou ausente. Observou-se ainda

neuroniofagia e Corpusculos de negri em alguns neurénios (FIGURA 13).
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igur espinhal marcado infiltrado inflamatério linfoplasmocitério
circundando vasos da substancia branca e cinzenta da medula espinha. HE, obj.10x. Fonte: o autor.
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Figura 13 — Glanglio de ' foplasmocitario com
neuroniofagia. Observa-se ainda ndédulos gliais, denominados nddulos de Babe (seta). HE, obj.20x. Fonte: o
autor.

A raiva é uma doenca infcciosa de distribuicdo mundial causada por um virus RNA,
do género Lyssavirus, familia Rhabdoviridae. (PEDROSO et al., 2009; SILVA et al., 2010;
MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2011; LIMA et al., 2005; RISSI et al., 2008). O principal
transmissor na América do Sul é o morcego Desmodus rotundus, no entanto outros morcegos
também podem transmitir a doenca (Diphylla ecaudata e Diaemus youngii) (PEDROSO et al.,
2009; FERNANDES & RIET-CORREA et al.,, 2007). A raiva acomete tanto animais
domésticos quanto animais silvestres, que servem como reservatorio durante longos periodos
(LIMA et al., 2005). No Brasil existem duas variantes do virus, uma do ciclo silvestre, isolada
de morcegos e bovinos e outra do ciclo urbano, isolada de cdes (BRASIL et al., 2009;
BARROS et al., 2006; ROLIM et al., 2006).

A transmissdo ocorre quando um animal raivoso, tanto portador quanto doente, morde
um individuo sadio, inoculando o virus que esta presente na saliva (FERNANDES & RIET-

CORREA, 2007). Outras formas de transmissdo menos frequentes podem ocorrer através da
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contaminagéo de feridas recentes com saliva ou material infectado, contaminagéo de mucosas
e a transmisséo via aerossol (FERNANDES & RIET-CORREA et al., 2007; BARROS et al.,
2006). Apos a infeccdo, a progressdo do virus do musculo ao sistema nervoso central pode ser
rapida ou levar meses, dependendo da espécie acometida. O virus realiza o trajeto atraves dos
neurbnios motores e/ou sensoriais via fluxo axonal retrogrado. ApoOs chegar ao sistema
nervoso central, de forma centrifuga dissemina-se para os nervos periféricos e invade tecidos
altamente inervados, dentre eles as glandulas salivares, sendo posteriormente eliminado junto
com a saliva (FERNANDES & RIET-CORREA, 2007; RADOSTITIS et al., 2002).

A raiva afeta todos os animais de sangue quente, ndo havendo predilecdo para raca,
idade ou sexo (PEDROSO et al., 2009; LANGOHR et al., 2003). A doenga ocorre em todo o
Brasil possuindo grande importancia pelo carater zoondtico e por provocar significativas
perdas econdmicas na pecudria nacional, estimadas em aproximadamente 850.000 cabecas
mortas por ano (LIMA et al., 2005). O ciclo aéreo incluso, além do ciclo urbano, rural e
silvestre possui extrema importancia na manutencdo do virus entre as varias espéecies de
morcegos (hematdfagos, frutivoros e insetivoros). Os morcegos também sdo susceptiveis a
raiva, e ndo sdo portadores sadios, portanto, por serem o0s Unicos mamiferos que voam, sdo
responsaveis pela disseminacdo do agente para as outras espécies susceptiveis (FERNANDES
& RIET-CORREA et al., 2007).

A raiva em bovinos tende a ser ciclica, reaparecendo a cada 3-5 anos, 0 que ocorre
simultaneamente com uma maior incidéncia em morcegos infectados e doentes, que também
morrem em grande ndmero. Isto faz que com que o habitat dos mesmos necessite ser
repovoado e 0 tempo para repovoar a colénia e ocorrer novamente infeccdo pelo virus,
determina os periodos de declinio da doenca (LIMA et al., 2005; ABREU, 2012). A fémea
tem apenas uma cria por ano, fazendo com que o repovoamento de uma colénia seja lento
(FERNANDES & RIET-CORREA et al., 2007). Na figura 14 pode-se observar um habitat
dos morcegos que povoaram uma casa abandonada em uma propriedade rural no municipio de
Viamao-RS, no qual foi realizada necropsia de bovinos positivos para raiva. No piso havia

fezes e sangue dos morcegos que ficavam pendurados no local onde estava a lampada.
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FIGURA 14 - A. Casa abandonada no campo. B. Piso evidenciando as fezes dos morcegos. Fonte: o autor.

Os morcegos eliminam o virus pela saliva por aproximadamente 10 dias e morrem
quando infectados, ndo havendo portadores assintomaticos (RADOSTITIS et al., 2002). Os
machos disputam as fémeas, ocorrendo agressdes entre eles, e 0s machos menos dominantes
tendem a procurar outras colbnias, o que ocorre com maior frequéncia na primavera.
Considerando o periodo de incubacdo do virus nos morcegos e posteriormente nos animais
agredidos a maior incidéncia tende a ser no outono, porém pode ocorrer em todas as estacdes
do ano (MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2011; LANGOHR et al., 2003). E observado na
rotina de diagndstico de raiva bovina no SPV uma maior frequéncia a partir dos primeiros
meses do ano, porém isto pode variar anualmente, ocorrendo surtos ao longo de todo o ano.
Outro fator importante na epidemiologia da raiva em uma determinada regido € a presenca de
animais silvestres, geralmente os carnivoros, no qual sdo portadores e transmissores do virus,
porém estes morrem em poucos dias e ndo constituem reservatérios (LIMA et al., 2005).

O que determina a ocorréncia da doenca em uma regido € a presenca dos vetores,
sendo 0s principais transmissores para 0s bovinos os animais da ordem Chiroptera, da qual
fazem parte os morcegos (BRAGA et al.,, 2014; SOUZA et al.,, 2005). Fatores como,
condicBes climaticas favoraveis, existéncia de abrigos naturais (morros, cavernas, ocos de
arvores) ou artificiais (tuneis, bueiros, pontes, minas, fornos para carvoaria, construcdes
abandonadas), contribuem para a extensdo e estabilidade enzodtica da doenca (BRASIL,
2009; BARROS et al., 2006). Outro fator importante que pode agravar a ocorréncia da raiva é
a atuacdo insatisfatoria, em alguns estados brasileiros, na execucdo do Programa Estadual de
Controle da Raiva dos Herbivoros (BRASIL, 2009). Durante a realizacdo do estagio e visitas
as propriedades com surtos de raiva observou-se uma alta demanda por auxilios técnicos pelos

produtores rurais, que muitas vezes ndo tinham conhecimento da doenga e as formas de
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controle. Foi observado também negligéncia dos produtores em relagdo a vacina¢do do
rebanho, que muitas vezes realizavam a vacinagdo anualmente e por algum motivo deixavam
de vacinar, fazendo com que a doenca ocorresse novamente.

A raiva pode cursar com duas formas, a furiosa, mais frequente em cées, com lesfes
principalmente no cortex cerebral, hipocampo e tdlamo e a paralitica, mais comum em
bovinos com lesbes na medula espinhal, tronco encefélico e cerebelo (PEDROSO et al., 2009;
SILVA et al., 2010; FERNANDES & RIET-CORREA et al., 2007; RADOSTITIS et al.,
2002). Os sinais clinicos sdo progressivos, primeiramente afetando membros posteriores, em
seguida anteriores e finalizando em decubito lateral permanente (PEDROSO et al., 2009;
LIMA et al., 2005). Em todos os surtos observados nas propriedades, os sinais clinicos
variaram de paresia flacida (debilidade) a decubito esternal e lateral, juntamente com paresia
ou paralisia da cauda, sendo estes sinais caracteristicos de lesdes medulares (RIET-CORREA
et al., 2002). Em apenas um caso observou-se ataxia. Este fato decorre do tempo de evolugéo
da doenca, que cursa com aproximadamente 2-3 dias, podendo variar para mais ou para
menos dias, até o decubito permanente (FERNANDES, 2007; MARCOLONGO-PEREIRA et
al., 2011; LANGOHR et al., 2003; PEDROSO et al., 2009). O periodo entre 0 momento da
solicitacdo da necropsia pelo proprietario, até a chegada da equipe do SPV a propriedade, que
normalmente ocorre quando 0s animais ja estam mortos ou em estagio terminal da doenga, faz
com que, frequentemente ndo sejam observados sinais clinicos mais significativos. Para isto,
uma correta anamnese juntamente com o0s dados epidemiologicos levantados com o
requisitante da necropsia sdo indispensaveis para o correto diagnéstico (MARCOLONGO-
PEREIRA et al., 2011; RISSI et al., 2010; LANGOHR et al., 2003). Nos casos em que 0S
animais estdo em estagio terminal, em decubito lateral, pode-se observar estrabismo e
nistagmo (LIMA et al., 2005). Sinais clinicos caracterizados por agressividade ou depressao,
entre outros, sdo sugestivos de lesbes no cérebro e cerebelo (RIET-CORREA et al., 2002),
porém sdo praticamente ausentes na raiva bovina. Em apenas um caso observou-se
agressividade do animal, que quando estimulado tentavam avancar nas pessoas, porem nao é
possivel afirmar que seja em decorréncia da doenca.

Raramente observam-se lesdes macroscopicas na raiva bovina, porém em alguns casos
pode-se observar hiperemia dos vasos das leptomeninges, e hemorragia ou areas amareladas
de malacia na medula espinhal. (FERNANDES & RIET-CORREA et al., 2007; BARROS et
al., 2006). Em grande parte dos casos observaram-se lesfes secundarias ao comprometimento
neuroldgico como bexiga repleta e ampola retal repleta de fezes (BARROS et al., 2006;

LANGOHR et al., 2003). Estas alteraces geralmente estdo associadas a raiva, e ocorrem em
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decorréncia do acometimento da medula espinhal sacral (LIMA et al., 2005; RIET-CORREA
et al., 2002). No caso 2, durante a realizacdo da necropsia, as alteragdes encontradas levaram
a suspeita de outro diagnostico além de raiva, pois 0s abcessos hepaticos poderiam levar o
animal a morte em decorréncia de uma septicemia. Porém, ap0s 0 processamento das
amostras e avaliagdo histoldgica, as lesbes em sistema nervoso foram caracteristicas de raiva,
que juntamente com os sinais clinicos e dados epidemioldgicos, foram suficientes para se
estabelecer o diagnostico de raiva bovina. Os abcessos hepaticos, bem como a fibrose
pancreatica pela presenca de parasitos foram apenas achados incidentais.

Microscopicamente as lesGes provocadas pelo virus da raiva sdo restritas ao sistema
nervoso e sao caracterizadas por meningoencefalite e ganglionite linfocitarias, com gliose
focal ou difusa e ainda necrose neuronal, acompanhada de neurbniofagia e sateliose
(MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2011; PEDROSO et al., 2010; FERNANDES & RIET-
CORREA et al.,, 2007; LANGOHR et al., 2003). No caso 2 além das lesdes citadas
anteriormente, observou-se nodulos gliais grandes, denominados nédulos de Babes. Estes
nodulos representam focos de microgliose e, embora caracteristicos, ndo sdo especificos de
raiva (RECH et al., 2006). Além disso, inclusdes eosinofilicas intracitoplasmaticas,
denominadas corpulsculos de Negri séo vistas nos neurénios dos ndcleos localizados no tronco
encefalico, na medula espinhal e principalmente, nos neurdnios de Purkinje no cerebelo
(MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2011; PEDROSO et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2008).
A ganglionite no diagnostico de raiva possui extrema importancia quando ndo se observam
corpusculos de Negri e os resultados da imunofluorescéncia sdo negativos (RECH et al.,
2006). As lesdes microscopicas em cortex cerebral e cerebelo foram observadas em grande
parte dos casos, porém houve casos em que ndo havia lesdes nos mesmos, apenas em medula
espinhal. Por vezes € enviado apenas o encéfalo ou cabeca inteira ao laboratorio, e se nédo
houver lesdes nestes, o resultado pode ser falso positivo, comprometendo assim o diagndstico
(FERNANDES & RIET-CORREA et al., 2007). Para isto, ressalta-se a importancia de
realizar uma necropsia adequada, retirando todo o encefalo, partes representativas da medula
e 0 nucleo trigémeo para exame histolégico (RISSI et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2010;
LIMA et al., 2005).

Por ser uma doenca de distribuicdo mundial e possuir um alto potencial zoonoético, o
diagnostico da raiva é essencial para 0 monitoramento da evolucdo da doenca nas diferentes
espécies e suas interacdes com os diferentes hospedeiros (ABREU, 2012; STEIN et al., 2010;
TEIXEIRA et al., 2008). O MAPA utiliza oficialmente o emprego da técnica de

imunofluorescéncia direta e da prova bioldgica (inoculagdo em camundongos ou células) nas
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amostras encaminhadas para exame laboratorial de animais suspeitos de raiva (BRASIL,
2009). Em relagdo a inoculagdo em camundongos, o teste de IFD apresenta alta sensibilidade
e especificidade. A técnica detecta antigenos do RabV em impressbes de tecido cerebral
fresco sobre a lamina, permitindo a obtencéo do resultado em poucas horas (RODRIGUEZ et
al., 2007). O encaminhamento de material suspeito de raiva para os laboratorios é realizado
por médicos Veterinrios do Servigo Oficial. O médico veterinario, sempre que houver
suspeita de raiva, devera atuar rapidamente e comunicar a autoridade sanitaria da regido
(BRASIL et al., 2009). O Servico Estadual de Defesa Sanitaria Animal, entretanto, é
responsavel por encaminhar um oficio, por intermédio do CRMV, para todos 0s veterinarios
autdbnomos do estado, com informacdes a respeito das a¢des a serem tomadas em execucéo do
Programa Estadual de Controle da Raiva dos Herbivoros, juntamente com o endereco das
unidades de atencao veterinaria e os médicos veterinarios oficiais responsaveis pelo programa
(BRASIL, 2009).

No Rio Grande do Sul, o diagnoéstico laboratorial de raiva é oficialmente realizado no
Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF), 6rgdo da Fundacdo Estadual
de Pesquisa Agropecudria (Fepagro). O diagnoéstico é realizado pelo uso da técnica de
imunofluorescéncia direta (IFD) em amostras frescas ou congeladas utilizando-se conjugado
anti-rabico e posteriormente os resultados da IFD sdo confirmados por inoculagdo em
camundongos lactentes. Quando as amostras sdo enviadas corretamente, as falhas no
diagnostico entre histopatologia, imunofluorescéncia direta e inoculagdo em camundongos,
sdo raras (TEIXEIRA et al., 2008). Porém, em um significativo numero de casos
diagnosticados durante o periodo de realizacdo do estdgio demonstrou no exame
histopatologico lesBes caracteristicas de raiva e o resultado da imunofluorescéncia negativo.
A eficiéncia da prova depende do treinamento do técnico e da qualidade dos reagentes
utilizados, especialmente do conjugado (FERNANDES & RIET-CORREA et al., 2007).
Durante o periodo de realizacdo do estagio foi observado que o tempo para realizacdo do
diagnostico por IFD levava em média dois dias, e 0 tempo para processamento das amostras
coletadas na necropsia e a realizacdo do diagnoéstico histopatologico pode levar até 15 dias.
Em determinados casos em que 0s aspectos epidemioldgicos juntamente com 0s sinais
clinicos eram caracteristicos de raiva e a IFD foi negativa, as amostras em que ndo se
observavam os Corpusculos de Negri e lesdes significativas, realizava-se a técnica de imuno-
histoquimica para confirmacdo (ABREU, 2012; STEIN et al., 2010). Cabe ressaltar que
amostras com acentuado grau putrefacdo ou ndo formolizadas pode resultar em um falso

negativo (SILVA et al., 2010). A presenca dos corpusculos de Negri associado aos achados
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epidemioldgicos sdo altamente sugestivos da doenga, porém a presenca destes dependem do
estagio e curso da doenca, bem como a cepa e a concentracdo do virus (FERNANDES &
RIET-CORREA et al., 2007). Quando amostras enviadas ao SPV por médicos veterinarios
sdo inadequadas ou incompletas, como por exemplo, a auséncia da medula espinhal, e/ou a
descricdo dos sinais clinicos é subjetiva, a realizagdo de imuno-histoquimica em material
formolizado pode ser uma ferramenta de grande auxilio no diagnostico de raiva
(MARCOLONGO-PEREIRA et al., 2011; STEIN et al., 2010; PEDROSO et al., 2009).

O diagnostico diferencial para raiva inclui um grande nimero de enfermidades que
possam acometer o sistema nervoso, e deve se levar em consideragdo as doengas mais
frequentes na regido, juntamente com os aspectos epidemioldgicos, sinais clinicos e achados
de necropsia. No Rio Grande do Sul, os principais diagnosticos diferenciais, incluido doencas
virais sao herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5) e febre catarral maligna (BARROS et al., 2006;
LANGOHR et al., 2003; MARCOLONGO-PEREIA et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2008).
Encefalopatia hepatica pela ingestdo de Senecio spp. e babesiose cerebral, também devem ser
incluidas, principalmente devido alta frequéncia destas enfermidades no estado, porém estas
apresentam lesdes macroscopicas caracteristicas, sendo altamente sugestivo o diagnostico
durante a necropsia (RISSI et al., 2010; MARCOLONGO-PEREIRA et al, 2011).

A raiva é uma doenca que ndo possui tratamento, e a profilaxia deve ser realizada
mediante programas de erradicacdo e controle (BRAGA et al., 2014; FERNANDES et al.,
2007; ROLIM et al., 2006). Desde 1966, o Ministério da Agricultura, por meio da Diviséo de
Defesa Sanitaria Animal, instituiu o Plano de Combate a Raiva dos Herbivoros, que
atualmente se denomina Programa Nacional de Controle da Raiva dos Herbivoros (PNCRH),
executado pelo Departamento de Saude Animal (DSA), do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (Mapa) (BRASIL, 2009). O PNCRH consiste em um conjunto de
acOes baseadas na vacinacao estratégica de espécies susceptiveis e do controle populacional
de seu principal transmissor, o0 Desmodus rotundus, associados a outras medidas profilaticas e
de vigilancia (BRASIL, 2009). A instrugdo normativa n.° 5, de 1° de marco de 2002 do
Ministério da Agricultura determina a obrigatoriedade, nas areas de ocorréncia da doenga, a
vacinacdo anual de bovinos e equinos com vacinas inativadas, a partir dos trés meses de idade
e 0s animais primovacinados devem ser revacinados apos 30 dias (BRASIL, 2009;
FERNANDES & RIET-CORREA et al., 2007).

A raiva compreendeu 38% das necropsias de bovinos realizadas durante o estagio, e
todas realizadas proximas a regido metropolitana de Porto Alegre. Este fato demonstra a

estabilidade enzodtica da doenca na regido, que aliada a fatores como a ndo vacinacdo dos
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rebanhos bem como a presenga dos vetores, contribuem para o agravamento da ocorréncia dos
surtos. Medidas de controle e prevengdo mais adequadas devem ser instauradas para que haja
o efetivo controle da raiva bovina no estado. A conscientizacdo dos produtores rurais também
possui real importancia, pois séo responsaveis pela notificacdo de casos positivos ou suspeitos
de raiva bovina aos 6rgéos oficiais, que na regido é a inspetoria veterinaria do municipio, com

0s respectivos veterinarios e auxiliares do Nucleo de Controle da Raiva Herbivora (NCR).

3.3 Intoxicacao natural por Baccharis megapotamica var. weirii em caprinos

No més de abril, trés caprinos sem raca definida e com baixo estado corporal foram
necropsiados em uma propriedade rural no municipio de Viamdo-RS. Na propriedade havia
um total de 152 caprinos com idade entre seis meses a um ano e destes, 11 morreram. Os
animais eram comprados de diferentes regides do estado e mantidos por tempo indeterminado
na propriedade para posterior venda. Também eram mantidos em dois potreiros: um potreiro
de campo nativo com dois hectares e 0 outro com pastagem de Brachiaria sp. de trés hectares.
Nessas areas havia escassa oferta de gramineas. Além disso, os caprinos eram suplementados
com sal mineral e durante as visitas observaram-se alguns animais com edema submandibular
“papeira”. O curso clinico variou de aproximadamente 12 a 24 horas. Todos 0s caprinos
apresentaram sinais clinicos caracterizados por apatia, anorexia, prostracdo, diarreia,
desidratacdo, desconforto abdominal, leve a moderado timpanismo, decubito e morte. Grande
quantidade de exemplares de Baccharis megapotamica var. weirii em estadio de floragéo,
foram encontrados nos potreiros onde os caprinos estavam. As plantas se desenvolveram em

uma area Umida e alagada na beira de um pequeno reservatorio de agua (FIGURA 1).
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FIGURA 15 - A. Exemplares de Baccharis megapotamica var. weirii na beira de um reservatério de agua na
propriedade. B. Exemplar em floragéo. Fonte: o autor.

Macroscopicamente observou-se congestdo, hemorragia, edema e erosées na mucosa
dos pré-estbmagos e abomaso (FIGURA 16 A e B), e leve a acentuado avermelhamento de
alguns segmentos do intestino delgado, principalmente duodeno e jejuno, e do intestino
grosso. O rumen estava preenchido por moderada quantidade de contetdo liquido. Em um dos
caprinos observou-se uma area focalmente extensa de avermelhamento na serosa do rdmen
(FIGURA 16 C) e marcada hemorragia dos linfonodos mesentéricos (FIGURA 16 D).
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FIGURA 16 — A. Area focalmente extensa avermelhada da parede do rdmen, que se encontra distendido e com
marcada congestdo de vasos. B. Abomaso. A mucosa estd difusamente avermelhada com é&reas focalmente
extensas de hemorragia. C. Rimen. Area focalmente extensa avermelhada com numerosas ulceras multifocais a
coalescentes na mucosa. D. Superficie de corte de alguns linfonodos mesentéricos com marcada hemorragia.
Fonte: o autor.

Microscopicamente havia congestdo, hemorragia, degeneracdo, necrose e Ulceras
variadas, no revestimento epitelial do ramen, reticulo e omaso, e na mucosa do abomaso e de
alguns segmentos do intestino delgado, principalmente duodeno e jejuno. Em algumas areas
da mucosa dos pré-estbmagos havia degeneracdo hidrépica das células epiteliais de
revestimento da mucosa. Na maioria das pregas do ramen, do reticulo e omaso, havia
degeneragdo e necrose. Na juncdo do epitélio com a lamina prépria observou-se maultiplas
fendas (FIGURA 17 A), algumas com neutrofilos integros e degenerados, linfécitos,
plasmacitos e macrdéfagos no seu interior (FIGURA 17 B). As areas de necrose deixavam as
papilas dos pré-estdbmagos parcialmente (erosdo) ou totalmente (ulceracdo) desnudas e
recobertas por restos celulares, infiltrado inflamatorio predominantemente neutrofilico e
densos aglomerados de bactérias cocoides (FIGURA 17 C). Multifocalmente, nas areas
ulceradas, observou-se numerosos vasos sanguineos ocluidos por trombos. Havia ainda
congestdo dos vasos sanguineos da lamina propria dos pré-estdmagos, abomaso e intestino.

Infiltrado neutrofilico e hemorragias na lamina prépria ou transmural também foram
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observados. Observou-se necrose do tecido linfoide em linfonodos mesentéricos (FIGURA 17
D) e em agregados linfoides no intestino. Nos linfonodos, as les6es necréticas envolviam
somente os foliculos, sugerindo envolvimento de linfocitos B. No figado de todos os caprinos

havia trombose multifocal e em um dos animais observou-se moderada degeneracéo

hepatocelular vacuolar difusa.

(o LA AN s

FIGURA 17 - A. Observa-se desprendimento do epitélio das papilas do rimen com vacuolizagdo e necrose das
células epiteliais. HE, obj.10x. B. Em maior aumento evidenciando a degeneracdo e necrose do epitélio ruminal
e formacgdo de fendas com ocasionais células inflamatérias no seu interior. HE, 0bj.40x. C. Omaso: hd marcada
ulceracdo focalmente extensa do epitélio de revestimento com grande quantidade de debris celulares e infiltrado
inflamatdrio. Observa-se ainda agregados bacterianos basofilicos na superficie do epitélio ulcerado e numerosos
vasos sanguinos ocluidos por trombos. HE, obj.20x. D. Linfonodo: necrose focalmente extensa no centro
germinativo. HE, obj.20x. Fonte: o autor.

As plantas do género Baccharis sdo observadas basicamente na regido sul do Brasil,
no Uruguai e na Argentina (TOKARNIA et al., 2012). No Brasil, sdo conhecidas cerca de 120
espécies da planta, sendo Baccharis coridifolia e Baccharis megapotamica as espécies mais
importantes (RIET-CORREA & MENDEZ 2007, TOKARNIA et al. 2012).

B. megapotamica é observado principalmente na regido centro-sul e leste do Rio

Grande do Sul e em Santa Catarina. Conhecida popularmente como “mio-mio do banhado”,
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diferentemente do B. coridifolia, habita areas alagadas. A planta possui duas variedades
importantes que sdo responsaveis pelas intoxicagBes: Baccharis megapotamica var.
megapotamica e Baccharis megapotamica var. weirii (TOKARNIA et al. 2012). Em caprinos
¢ descrito na literatura apenas casos de intoxicacdo experimental pela variedade weirii
(BARBOSA et al. 1994), jA& em bovinos e ovinos ha relatos de intoxicacdo natural
(PEDROSO et al., 2010; DRIEMEIER et al. 2000) e experimental em bovinos (TOKARNIA
et al. 1992). A intoxicacdo por espécies de Baccharis se da em decorréncia da presenca de
tricotecenos macrociclicos. Essas substancias sdo micotoxinas produzidas por fungos
presentes no solo, no qual s&o denominadas de roridinas A, D e E, verrucarinas A e J e
miotoxina A (RIET-CORREA & MENDEZ, 2007). A intoxicago apresenta um curso clinico
agudo e os sinais clinicos sdo em decorréncia de distdrbios digestivos, sendo as lesdes
principalmente gastrintestinais (TOKARNIA et al. 2012).

No estado do Rio Grande do Sul, B. coridifolia, popularmente conhecida como “mio-
mio”, possui maior importancia quando comparada com B. megapotamica, sendo responsavel
por significativas perdas econémicas no estado, no qual bovinos e ovinos sdo as espécies mais
acometidas (TOKARNIA et al. 2012). A planta € mais difundida na regido da fronteira com o
Uruguai e a Argentina e é responsavel por uma alta mortalidade de bovinos e menos
frequentemente ovinos (RIET-CORREA & MENDEZ 2007; RISSI et al., 2005).

Alguns fatores sdo apontados como causa para que ocorra a intoxicagdo, como a
escassez de forragem associada com a alta infestacdo da planta no local, condicGes de estresse
como jejum e sede, e principalmente quando sdo introduzidos animais de outros locais onde
ndo ha a ocorréncia da planta (RIET-CORREA & MENDEZ 2007; TOKARNIA et al., 2012;
RISSI et al., 2005). Neste surto, os caprinos eram comprados de diferentes locais do estado e
acredita-se que os mesmos ndo tiveram contato com a planta em seu local de origem,
tornando-os mais propensos a ingestdo de B. megapotamica. Também a alta lotagdo
encontrada nos potreiros em que estavam, contribuiu significativamente para a ingestdo da
planta pelos animais. Observou-se também “papeira” em alguns caprinos, o que sugere uma
alta carga parasitaria, que também esta associado com alta lotagdo (COELHO et al., 2010).

Os animais deste surto desenvolveram um curso clinico agudo da doenca,
semelhantemente ao que é descrito na literatura, com manifesta¢fes clinicas relacionadas
estritamente a distdrbios gastrintestinais. Essas alteracdes devem-se basicamente a acdo da
planta nos 6rgdos gastricos (TOKARNIA et al., 2012; BARBOSA et al., 1994). As lesbes no
abomaso e em segmentos do intestino delgado s&o mais graves em caprinos do que nas

demais especies (BARBOSA et al., 1994). Em uma investigacao sobre plantas com atividade
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antiblastica, tricotecenos macrociclicos extraidos de B. megapotamica var. weirii foram
capazes de destruir células neoplasicas em linfomas de células B em ratos (RISSI et al. 2005).
Esse mecanismo poderia explicar a necrose linfoide encontrada nos foliculos dos linfonodos e
agregados linfoides do intestino desses cabritos.

A causa da morte nos casos de intoxicagao por plantas do género Baccharis ainda néo
é bem esclarecida (RISSI et al., 2005), porém, considerando as lesdes no epitélio dos pre-
estdmagos e mucosa do abomaso, o volume liquido no interior do ramen, diarreia e a marcada
desidratacdo, podem ter papel importante na morte dos caprinos desse surto, 0 que acontece
semelhantemente na acidose ruminal, no qual hé& desequilibrio de eletrolitos (TOKARNIA et
al., 2012; BARBOSA et al., 1994). Possivelmente essas alteragdes associadas a acdo dos
tricotecenos macrociclicos, que sdo altamente toxicos, contribuiram no agravamento do
quadro clinico e morte dos animais. A presenca de grandes aglomerados de bactérias no
epitélio afetado dos pré-estdmagos sugere que a septicemia possa também atuar na patogénese
(TOKARNIA et al. 1992, RISSI et al. 2005; BARBOSA et al., 1994). A presenca do edema
submandibular encontrado em alguns caprinos sugere uma alta carga parasitaria no campo
(COELHO et al., 2010), porém ndo influenciou na morte dos animais, pois nao encontrou-se
quantidade de parasitas significativa no trato gastrointestinal dos caprinos necropsiados. Este
fato pode ser em decorréncia do reduzido tempo em que 0S animais permanecem na
propriedade até serem vendidos.

Outras plantas que causam lesdes no trato gastrintestinal, principalmente aquelas que
contém como principio tdxico tricotecenos macrociclicos, como B. coridifolia, Eupatorium
tremulum e Baccharidastrum triplinervium, devem ser incluidas no diagnéstico diferencial. O
correto diagnostico consiste na avaliacdo epidemioldgica juntamente com o0s achados
macroscopicos e microscopicos. (TOKARNIA et al. 2012).

Como medida profilatica, existem alguns métodos para induzir a aversao dos animais
a planta, como administracdo oral em doses mais baixas que as doses toxicas, inalacdo
forcada da fumaca proveniente da planta queimada ou esfregacdo da planta no focinho dos
animais (ALMEIDA et al., 2013). Entretanto esses métodos nao sdo totalmente eficientes, e a
alternativa mais segura para se evitar a intoxicacao € erradicar a planta da propriedade.

A confirmacéo do diagndstico de intoxicacdo por Baccharis megapotamica var. weirii
permitiu ao proprietario tomar medidas de prevencao para que nao ocorresse mais caprinos
acometidos. Devido ao fato de a propriedade possuir uma &area muito pequena, foi
recomendado ao proprietario que arrancasse manualmente os exemplares da planta nos

potreiros.
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4 CONCLUSAO

O estagio proporcionou um maior senso critico frente a linha de diagndstico de
doencas através do acompanhamento da rotina de exames de necropsia e anatomopatoldgicos
de animais de companhia, bem como os surtos acompanhados de raiva e outras doencas que
acometem rebanhos. O diagnoéstico correto das enfermidades, como a intoxicagdo por
Baccharis megapotamica var. weirii nos caprinos, permitiu a realizacdo do controle e,
principalmente, da prevencdo da doenca, visto que ndo possui tratamento. A técnica de
imunohistoquimica permite o reconhecimento do agente etioldgico, ou a identificacdo de
possiveis células tumorais em uma lesdo, o que auxilia significativamente no tratamento mais
adequado para as diferentes enfermidades.

Além do grande aprendizado adquirido durante o estagio curricular, a convivéncia
com a equipe de trabalho do SPV, contribuiu para um enorme amadurecimento como ser-
humano. Uma equipe com um grande nimero de graduandos e pds-graduandos, liderada por
excelentes professores em patologia veterinaria, faz com que o SPV, hoje, mantenha um
centro de formadores de excelentes profissionais.

Todo o conhecimento adquirido durante esses cinco anos, transpassados por
excelentes professores, aliado com a vivéncia do estagio curricular serviram de base para uma
Otima formacdo em medicina veterinaria. A area de patologia veterinaria proporcionou um
entusiasmo e animo para essa formacdo, através da rotina de diagnéstico e principalmente
pelo estudo de doencas, com o intuito de auxiliar no tratamento, controle e prevencao de
enfermidades.
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ANEXO 3 - Formulario de requisicdo de necropsia. SPV-UFRGS.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Faculdade Veterindria
Departamento de Patologia Clinica Veterindria

Setor de Patolo ﬁia Yeterindria

Requisicio de Exame - 15
Espécie: Veterinario:
Raca: Enderego:
Sexo:
Telefone:
Idade:
Mome:
- Data da more (se adeguado):
L it S iy o &
Proprietario: Data do recebimento:

Endereco:

Telefone/e-mail:

Histdrico:

Suspeita Clinica:

Material enviado:

Exame Solicitado:

REQUISITANTE Responsavel pelas anolagdes e recebimento

OBS, O cadiver, apos necropsia, serid considerado material hospitalar contaminante e,

portanto tera destinagfio apropriada,




ANEXO 2 - Formulario de requisi¢do de necropsia a campo. SPV-UFRGS.
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Q Universidade Federal do Rio Grande do Sul & %
UFRGS rac. de Veterinaria- Dep. de Patologia Clinica veterinria 5 3
L IWE BI04 DE PECDRAL . . . ()

Do e TRARD 8 L Setor de Patologia Veterinaria @ T e &
Ficha Data Veterindrio
Telefonefa-mail Endereco/emprasa
Proprietaric Telefone
Enderaco
Espécie Raca Sexo Idade Amostras
Totais de animais Doentes Maortos Materiais Recebidos
Diagnastico presuntivo
Dados Epidemioldgicos
Area da Propriedade Doencas anteriores Epoca de ocorréncia

Alimentagio

Observactes (Plantas tdxicas, manejo, Aquisic 3o de animais)

Histdria clinica (Inicio dos sintomas, evolucio)

Amostras para laboratdrio

Micro.

Paras.

Wirol, Micologia

Outros

Lesdes Macroschpicas




ANEXO 4 — Formulario de requisicdo de exame anatomopatologico

UFRGS.
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. SPV-

Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Faculdade Veterindria
Departamento de Patologia Clinica Veterinaria

Setor de I’atoloﬂ'a Veterindria

Requisicio de Biopsia AP - /15
Espécie: Requisitante:
Eaga: Endemego;
Sexo:
Ldade: Telefone/e-mail:
Momme:
retdno: Matenal coletado:
Enderegn: Data da oo leta:
Telefome'e-mail: Data do recebimento;
Lesio; Localiz
{ JInflamaténia () Tumoral A
. . ) EE _{ i, D
Superficie: Y G o2
{ Jlmegular { ) Regular { ) Arredondada o -, ;ﬂ :'-.\"-\/J L
.‘\r’f 87 ."l II'. -\\./.l"
Conzisténeia; "’IE r i I (e
{ )Firme { )Frigvel { ) Mole |II .l ( »
{ )Ossificada { ) Elastica / f’\ 2
Conteido: el fi =
VPlasma { ) Sangue { ) Purulento fﬁﬂ\ﬁl\ ) /-'!-" \
( ( )oang ( ‘;:/f"-‘ ( 'Q:_)ﬂ'f-"" |\|\ Ry,
Relacdo com tecido penfiénco: ) )]
_ ; . / /
{ ) Emapsulado { infilrado { ) Adeido
Wentral Darsal

Histirico:

REQUISITANTE

Responsiavel pelas anotagdes e recebimento




