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In this article we described three cases of rabies in sheep in Rio Grande do
Sul state, Brazil. Refrigerated samples of encephalon and spinal cord of two
sheep, as well as one sheep sent to necropsy, with history in common of pro-
gressive neurological signs were referred to histopathological analyses. Sam-
ples from the brain and spinal cord were collected and routinely processed for
hematoxylin and eosin (HE) and immunohistochemistry (IHC). To evaluate
and to quantify the lesions, and also for immunohistochemistry, serial sections
of the cerebral cortex, obex, thalamus, hippocampus, cerebellum and spinal
cord were made. Refrigerated samples of brain were sent to direct immuno-
fluorescence (DIF) exam for the detection of viral antigen. The histological
findings were characterized by nonsuppurative meningoencephalitis and me-
ningomyelitis with perivascular infiltrate, microgliosis, hemorrhage and con-
gestion. Positive immunostaining was observed in the three sheep analyzed
with signals ranging from discrete to accentuated. At the DIF examination, two
sheep were positive and one was negative. It is concluded that rabies should
be included in the differential diagnosis of diseases from the central nervous
system of sheep, even if it is rarely described in this species.
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RESUMO. Descreveram-se trés casos de raiva em  ovinos e um ovino inteiro enviado para necropsia

ovinos no estado do Rio Grande do Sul. Amostras  foram encaminhados para andlise anatomopato-
resfriadas de encéfalo e medula espinhal de dois  légica, com histérico comum de apresentarem al-
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teragdes neuroldgicas progressivas. Fragmentos
dos 6rgaos foram colhidos e fixados em solugao de
formalina tamponada a 10%, processados rotinei-
ramente para histologia e para o teste de imuno-
-histoquimica (IHQ). Realizaram-se cortes seriados
para avaliacdo e quantificacao de lesdes em cortex
cerebral, 6bex, talamo, hipocampo, cerebelo e me-
dula espinhal, estes também submetidos a técnica
de IHQ. Amostras resfriadas de encéfalo foram en-
viadas para exame de imunofluorescéncia direta
(IFD) para deteccdo do antigeno viral. Os achados
histolégicos caracterizaram-se por meningoencefa-
lite e meningomielite ndo supurativa com infiltrado
perivascular, microgliose, hemorragia e congestao.
No exame de IHQ observou-se imunomarcacio
positiva nos trés ovinos analisados que variou de
intensidade discreta a acentuada. No exame de IFD
para virus da raiva, dois ovinos foram positivos e
um resultou negativo. Conclui-se que a raiva deve
ser incluida no diagnoéstico diferencial das doengas
do sistema nervoso central de ovinos, mesmo que
seja raramente descrita nesta espécie.

PALAVRAS-CHAVE. Raiva, ovinos, encéfalo, medula
espinhal, imuno-histoquimica.

INTRODUCAO

A raiva é uma zoonose (Summers et al. 1995,
Woldehiwet 2002), causada por um virus RNA da
familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus, altamen-
te neurotrépico (Woldehiwet 2002). Afeta animais
domésticos e silvestres (Swanepoel 2004), e é trans-
mitida pela inoculagdo do virus contido na saliva
através da mordedura (Summers 1995). Na Améri-
ca do Sul o principal vetor responsavel pela trans-
missao do virus é o morcego hematofago Desmodus
rotundus (Baer 1991). O ciclo rural, caracterizado
por acometer herbivoros e outros animais de pro-
ducédo, é considerado endémico no estado do Rio
Grande do Sul e representa a doenca neurolégica
viral de maior prevaléncia em bovinos (Sanches
et al. 2000, Silva et al. 2006). O diagndstico oficial
de raiva no Brasil é realizado através do teste de
imunofluorescéncia direta (IFD) e confirmado pela
prova bioldgica de inoculacao intra-cerebral em ca-
mundongos (ICC) a partir de amostras de tecido
nervoso fresco ou congelados de animais suspeitos
(Brasil 2002). Do restante do material recomenda-
-se que este seja fixado em formalina e remetido a
andlise anatomopatolégica para diagnodsticos dife-
renciais (Barros & Marques 2003). O diagnéstico de
doencas neurolédgicas de ovinos tornou-se alvo de
maior importancia devido ao aumento de casos au-
toctones de Scrapie no Brasil (Driemeier et al. 2007).

A raiva é rara nos pequenos ruminantes, mesmo
eles sendo altamente susceptiveis a infeccdo pelo
virus. Em ovinos casos da doenca foram relatados
nos estados do Rio Grande do Sul, Paraiba e Bahia,
e ndo sao relatados diagnosticos da doenca em ca-
prinos no Brasil (Lima et al. 2005, Rissi et al. 2008,
Souza et al. 2009). O objetivo deste trabalho é des-
crever as lesdes histolégicas e imuno-histoquimica
ocasionadas pelo virus da raiva em ovinos.

MATERIAIS E METODOS

No més de fevereiro dos anos de 2013 e 2014 foram
encaminhadas para andlise histopatolégica amostras
resfriadas de encéfalo e medula espinhal de dois ovinos,
fémea com um ano de idade, da raga Ile de France, pro-
venientes de uma propriedade do municipio de Lavras
do Sul, RS (Ovino 1 e 2 - Propriedade 1). Outro ovino,
fémea com um ano de idade, mestica, proveniente do
municipio de Arroio dos Ratos, RS foi encaminhada
para necropsia (Ovino 3 - Propriedade 2). Dos Ovinos 1
e 2 foram examinados o encéfalo, adicionado da medula
espinhal do Ovino 2. Os trés ovinos apresentavam, em
comum, o histérico de alteragdes neurolégicas progres-
sivas. Fragmentos dos ¢rgaos foram colhidos e fixados
em solucao de formalina tamponada a 10%, processados
rotineiramente para histologia, cortados a uma espes-
sura de 3pm e corados por hematoxilina-eosina (HE).
Para avaliacao e quantificacao das lesdes, realizaram-se
cortes padronizados do sistema nervoso central, dividi-
dos em coértex telencefalico, 6bex, tdlamo, hipocampo e
cerebelo. A medula espinhal foi seccionada nas porgoes
cervical, toracica, lombar e sacral. As lesdes foram quan-
tificadas quanto a intensidade do infiltrado inflamatério
perivascular (manguitos perivasculares), microgliose,
neuroniofagia, meningite e hemorragia. As diferentes
intensidades foram atribuidos graus através de cruzes,
da seguinte forma: (N.O) ndo observado; (+) observado
em discreta intensidade; (++) observado em modera-
da intensidade; (+++) observado em acentuada inten-
sidade. Realizou-se ainda andlise qualitativa quanto a
presenca/auséncia de corpusculos de inclusdo intra-
citoplasmaticos. Os cortes foram submetidos a técnica
complementar de IHQ, conforme protocolo descrito por
Pedroso et al. (2008). Utilizou-se anticorpo primario po-
liclonal (Rabies Polyclonal DFA, Chemicon, Temecula,
CA, Estados Unidos) na dilui¢do de 1:1000 em tampao
fosfato-salino (PBS) e revelado com o cromégeno ver-
melho (AEC, Dako North America, Carpinteria, USA).
Além disso, fragmentos de encéfalo, incluindo cértex
telencefalico, cerebelo, tdlamo e medula espinhal res-
friados foram encaminhados para realizagdo do exame
de IFD para o virus da raiva em laboratério oficial de
referéncia.

RESULTADOS

Os ovinos apresentaram histérico neurolégico
comum de incoordenacéo, dificuldade de se man-
ter em estagdo, paralisia progressiva de membros
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pélvicos, evoluindo para dectbito lateral, movi-
mentos de pedalagem seguido de morte. Segundo
0s proprietarios, além dos ovinos, bovinos (Pro-
priedade 1 e 2) e equinos (propriedade 2) morreram
com sinais clinicos semelhantes. A analise macros-
copica ndo foram observadas lesdes significativas
em nenhum dos casos, exceto hiperemia de lepto-
meninges no Ovino 1 (Figura 1A). Os principais
achados histolégicos observados caracterizaram-
-se por meningoencefalite e meningomielite ndo
supurativa com infiltrado perivascular composto
predominantemente por linfécitos e plasmdcitos
(manguitos perivasculares), além de microgliose,
hemorragia e congestdo de intensidades discretas
a acentuadas, dependentes da seccdo analisada.
Neuroniofagia ndo foi um achado frequente, obser-
vado apenas de forma discreta no tdlamo do Ovi-
no 3 e medula espinhal na regido sacral do Ovino
2. No cerebelo dos Ovinos 1 e 2 observou-se ainda
infiltrado inflamatério multifocal moderado sobre
as leptomeninges composto de linfécitos e plasmo-
citos (Figura 1B), este também visualizado de ma-
neira discreta nas sec¢des de medula espinhal do
Ovino 2. A avaliacio da medula espinhal, o Ovi-
no 2 apresentou grande quantidade de manguitos
perivasculares na porcao final da medula espinhal
(regido lombar e sacral) (Figura 1C), contrastando
com o observado no Ovino 3 que apresentou estas
lesdes mais acentuadas na regido cervical. Corpts-
culos de inclusao eosinofilicos intracitoplasmaticos
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Figura 1. A. Encéfalo. Hiperemia difusa moderada de vasos de
leptomeninges. B. Cerebelo. Infiltrado inflamatério multifo-
cal moderado de linfécitos e plasmocitos em leptomeninges,
H&E. Obj. 4x. C. Medula espinhal, regidao lombar. Mielite
ndo supurativa caracterizada por infiltrado perivascular lin-
foplasmocitario (manguitos perivasculares) multifocal mo-
derado, H&E. Obj. 10x. D. Encéfalo, 6bex. Imunomarcagdo
acentuada de neur6nios e prolongamentos axonais. Imuno-
-histoquimica, AEC. Obj. 40x.

Tabela 1. Achados clinicos, patolégicos e imuno-histoquimicos
em ovinos afetados com o virus da raiva. Quantificacdo das
lesdes histopatolégicas e imuno-histoquimicas observadas no
sistema nervoso central.

Id Seccdo  Manguitos Micro- Hemor- Corptsculo IHQ
perivas-  gliose  ragia de
culares Negri
Ovinol  Obex et ++ + N.O +
Talamo ++ + + N.O ++
Hipocampo  N.O N.O N.O N.O ++
Cortex N.O N.O N.O N.O +++
Cerebelo + N.O N.O N.O ++
Ovino2  Obex ++ + N.O 0. e+
Téalamo ++ N.O N.O N.O +
Hipocampo  N.O N.O N.O N.O +
Cortex N.O N.O N.O N.O +
Cerebelo N.O N.O N.O N.O +
M.E. cervical ++ + ++ N.O ++
M.E toracica ++ ++ ++ O. +++
M.E lombar +++ +++ ++ O. ++
M.E. sacral +++ +++ ++ O. +
Ovino3  Obex + + N.O N.O ++
Talamo + + N.O N.O +
Hipocampo  N.O N.O N.O N.O 0
Cortex N.O N.O N.O N.O +
Cerebelo N.O N.O N.O N.O +
M.E. cervical + ++ + O. ++
M.E torécica ++ ++ + O. ++
M.E lombar + + +++ 0. ++
M.E. sacral + + + N.O ++

Id: identificacdao; IHQ: imuno-histoquimica; +: discreto; ++: modera-
do; +++: acentuado; M.E: medula espinhal; N.O: ndo observado; O:
observado

(Corptisculo de Negri) foram observados no cito-
plasma de grandes neurdnios, especialmente nas
seccdoes de medula espinhal. A Tabela 1 descreve
e quantifica as lesdes histopatolégicas observadas
em encéfalo e medula espinhal. Na IHQ observou-
-se imunomarcagao positiva nos trés ovinos anali-
sados e sua intensidade variou de discreta a acentu-
ada em neurdnios e seus prolongamentos axonais
(Figura 1D). No exame de IFD para virus da raiva,
os Ovinos 1 e 2 foram positivos enquanto o Ovino
3 resultou negativo.

DISCUSSAO

O diagnéstico de raiva nos ovinos deste relato
baseou-se no historico clinico, nas lesdes histologi-
cas, no teste de IFD e de IHQ. A raiva caracteriza-
-se por uma forma clinica paralitica e outra furiosa
(Mori & Lemos 1998), a primeira mais comumente
observada em herbivoros (Fernandes & Riet-Correa
2007). Os sinais clinicos manifestados por ovinos in-
fectados pelo virus da raiva ndo tém sido adequa-
damente descritos (Zhu et al. 2011). A informagao
é proveniente de infecgdes naturais e experimentais
e incluem alteragdo comportamental como inquie-
tagdo, agressividade, salivagdo, depressao, trismo
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mandibular, pressao de cabeca contra objetos, exci-
tacdo sexual e monta, além de ataxia, incoordenacao,
tremores musculares, movimentos de pedalagem,
opistétono e paralisia (Tjornehoj et al. 2006, Brookes
et al. 2007). Os ovinos deste trabalho desencadea-
ram sinais de incoordenagdo seguida de paralisia de
membros pélvicos e dectibito, sem manifestacao de
alteragdo comportamental aparente. Sinais da forma
paralitica foram também observados por Rissi et al.
(2008) que descrevem a ocorréncia de raiva em ovi-
nos da regido Central do Rio Grande do Sul. Lesoes
macroscopicas nao sao frequentes em necropsia de
ovinos com raiva e as lesdes histolégicas estao por
vezes limitadas ao sistema nervoso (Barros et al.
2006, Souza et al. 2009). Apenas Ovino 1 apresen-
tou moderada hiperemia de vasos leptomeningeos;
entretanto, distensao da bexiga e do reto e traumas
auto-inflingidos, podem também ser observados
em casos de raiva em herbivoros (Lima et al. 2005,
Rech et al. 2006). As alteragdes histolégicas obser-
vadas neste trabalho, caracterizadas por manguitos
perivasculares, microgliose e neuroniofagia foram
observadas, principalmente, em medula espinhal,
seguidas de obex e cerebelo. A visualiza¢do de cor-
pusculos de Negri ndo foram achados comuns em
encéfalo, estes observados com maior frequéncia
nas seccdes de medula espinhal, assim como a pre-
senca de dreas hemorragicas que estavam presentes
de intensidade moderada em todas as regides anali-
sadas da medula espinhal do Ovino 2. Os achados
microscopicos foram semelhantes aos descritos em
bovinos e equinos (Riet-Correa et al. 1993, Langohr
etal. 2003, Lima et al. 2005, Rech et al. 2006, Pierezan
et al. 2007). A distribuicdo das lesdes segue a via de
inoculagdo do virus, que apds a replicacdo primé-
ria nas terminagdes nervosas proximas a porta de
entrada, as particulas virais sdo transportadas, via
axonio, da medula espinhal para o encéfalo (Swa-
nepoel 2004, Fernandes & Riet-Correa 2007, Rissi et
al. 2008). Nos casos deste trabalho as lesdes histo-
logicas foram predominantes, em ordem decrescen-
te, na medula espinhal, tronco encefélico e tdlamo.
As lesdes cerebelares encontradas se limitaram a
um infiltrado inflamatério composto de linfécitos e
plasmdcitos em intensidade moderada nas leptome-
ninges dos ovinos 1 e 2. A raiva em ovinos ¢ uma
doenca raramente diagnosticada no Brasil (Lima et
al. 2005, Riet-Correa et al. 1993) e nas Américas (Bin-
gham & Van der Merwe 2002). Em um levantamen-
to de seis anos realizado no semi-arido brasileiro a
raiva compreendeu um total de 9,5% do total de ovi-
nos que apresentaram sinais neurolégicos (Guedes
et al. 2007). Rissi et al. (2010) em estudo semelhante

realizado na regido Central do Rio Grande do Sul,
encontraram um total de 3,4% de casos de raiva em
17 anos analisados através de um estudo de doencas
neurolégicas que acometem a espécie ovina. A raiva
herbivora pode ocorrer em qualquer época do ano
(Belotto et al. 2005, Lima et al. 2005), no entanto, em
levantamento realizado por Rech et al. (2006), con-
clufram que um maior ndmero de casos em bovi-
nos ocorreu entre as estagdes da primavera e verao
no estado do Rio Grande do Sul, corroborando com
o encontrado neste caso, que ocorreram no més de
fevereiro. Diferentes técnicas tém sido utilizadas
para o diagndstico da raiva, mas o diagndstico ofi-
cial necessita da confirmacao por IFD e/ou inocula-
cao intracerebral em camundongos. Segundo a OIE
(2001), o teste de IFD é o mais utilizado, por ser mais
rapido e por propiciar resultados confiaveis em 90%
a99% dos casos. O método de IHQ demonstrou ser
uma técnica sensivel e especifica para deteccdo deste
antigeno viral e tem sido utilizada como ferramenta
adicional de diagndstico, principalmente em casos
em que ndo seja possivel a realizagdo do teste pa-
drdao, como em casos de material formolizado, ou
ainda no caso em que as técnicas de IFD resultarem
negativas (Jogai et al. 2000, Arslan et al. 2004, Pie-
rezan et al. 2007). Pedroso et al. (2010) obteve 100%
de imunomarcagdo positiva no teste de IHQ e 55,5%
de positividade no exame de IFD quando analisou
equinos infectados pelo virus da raiva. Todos os
ovinos deste trabalho foram positivos no método
de IHQ nas diferentes sec¢bes de encéfalo e medula
espinhal. O Ovino 3 foi negativo no teste de IFD, o
que ressalta a importancia de métodos diagnodsticos
complementares no caso de fundamentada suspeita
da doenca.

CONCLUSOES

A raiva deve ser incluida no diagnéstico dife-
rencial das doencas do sistema nervoso central de
ovinos, mesmo que raramente descrita nesta espé-
cie. O método de IHQ devera ser utilizado como
ferramenta adicional para o diagndstico em casos
de suspeita da doenga e/ou na impossibilidade de
realizacdo do teste de IFD.
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