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Apresentação

 Com a crescente globalização dos mercados a manutenção da saúde dos rebanhos 
tornou-se fundamental para a preservação do patrimônio pecuário de países como o Brasil. Atu-
almente o comércio internacional estabelece exigências sanitárias rígidas, que constituem obs-
táculos maiores do que as barreiras tarifárias. Dentro desse quadro a iniciativa privada não terá 
condições de competir no mercado globalizado de oferta de produtos de qualidade sem que 
haja o concurso de um eficiente serviço de defesa sanitária atestando a qualidade da matéria-
prima e dos produtos, atuando como parceiro essencial dos segmentos de exportação.   
 Durante a última década a epidemia de Encefalopatia Espongiforme Bovina - EEB, regis-
trada no Reino Unido e, subseqüentemente, em outros países europeus, causou enormes pre-
juízos ao setor pecuário, em conseqüência, principalmente, da elevada percepção de risco em 
relação à doença, que resultou em acentuada redução do consumo de carne bovina naquele 
continente.
 Embora o risco associado à EEB no Brasil seja extremamente reduzido, a adoção de 
medidas sanitárias para prevenir a sua introdução no País é imprescindível, pois a sua ocorrência 
causará prejuízos imensuráveis à pecuária nacional, além do risco para a saúde humana , atin-
gindo repercussões sociais e econômicas elevadíssimas.
 Assim, desde o aparecimento da EEB no Reino Unido, as autoridades sanitárias bra-
sileiras preocuparam-se em evitar a sua introdução no País, mediante a adoção de medidas 
sanitárias que envolveram, entre outras, restrições à importação de animais susceptíveis e de 
seus produtos originários de países considerados de risco para a enfermidade, o rastreamento 
de animais anteriormente importados desses países e a proibição da utilização de proteína de 
origem animal na formulação de alimentos destinados aos ruminantes.
 A valorização e a qualificação dos serviços de defesa sanitária animal, como elementos 
fundamentais no processo de avaliação e certificação da condição sanitária dos rebanhos, são 
os pilares para a credibilidade internacional. Por sua vez, o processo de tomada de decisão, 
relacionado à manutenção de eficiente gestão de toda a estrutura sanitária, envolve a presença 
de profissionais permanentemente informados , motivados  e avaliados, participando de uma 
organização voltada às atividades fundamentais que devem no mínimo considerar: 
 - a obtenção constante e permanente da informação referente ao espaço sob atenção, 
e o seu processamento de forma sistemática e oportuna;
 - a análise e elaboração de documentos informativos e de apoio ao sistema; 
 - o armazenamento dos dados nos níveis locais e centrais determinados; 
 - a retroalimentação do sistema de vigilância e prevenção, considerando todos os 
atores sociais envolvidos.
 Nesse contexto, o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento , alicerçado em 
legislações específicas, implantou o sistema nacional de vigilância para as Encefalopatias Espon-
giformes Transmissíveis - EET, que recebe agora o suporte deste manual, que, além da padroni-
zação de ações, tem por objetivo oferecer subsídios técnicos para a vigilância das síndromes 
neurológicas a todos os Médicos Veterinários Oficiais e aos profissionais autônomos envolvidos 
nos programas de sanidade animal, fornecendo garantias do estado sanitário de nosso rebanho 
e disponibilizando às autoridades sanitárias brasileiras um valioso instrumento para a manuten-
ção do Brasil como país livre da EEB.   

João Crisostomo Mauad Cavalléro
Diretor do Departamento de Defesa Animal

. 
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ENCEFALOPATIA ESPONGIFORME BOVINA:
COMPREENDENDO ESSA DOENÇA 

1 - Definição

 A encefalopatia espongiforme bovina - EEB - (em inglês, BSE, sigla para 
bovine spongiform encefalopathy), conhecida como “doença da vaca louca” - é 
uma condição degenerativa crônica e transmissível do sistema nervoso central 
(SNC) de bovinos caracterizada clinicamente por nervosismo, reação exagerada a 
estímulos externos e dificuldade de locomoção, principalmente nos membros pél-
vicos6.
 As alterações espongiformes encontradas no exame microscópico deram o 
nome à doença. O agente da EEB é extremamente resistente ao calor, aos proces-
sos convencionais de esterilização e não induz resposta imune ou inflamatória. A 
doença já foi relatada em bovinos de cerca de 20 países, embora acima de 90% dos 
casos tenha ocorrido na Grã-Bretanha. A EEB faz parte de um grupo complexo de 
doenças neurodegerativas que afetam pessoas e animais, conhecidas como ence-
falopatias espongiformes transmissíveis (EETs).  As principais características das 
EETs encontram-se na Tabela 1. As principais EETs de pessoas e animais são rela-
cionadas, respectivamente, nas Tabelas 2 e 3.

2 - A causa da EEB e das outras EETs

 Durante pesquisas para elucidar a etiologia das EETs os cérebros homoge-
neizados de hamsters infectados por scrapie (uma EET de ovinos) eram fracionados 
em vários componentes. Desses, a fração mais infecciosa demonstrou possuir gran-
des quantidades de uma determinada proteína que não era destruída pelas pro-
teases (enzimas que dissolvem as proteínas). Essa proteína, batizada como príon 
(do inglês proteinaceous infectious particle, com o “i” e o “o” trocados por con-
veniência lingüística) ou PrP (prion protein)7, não era encontrada em cérebros de 
hamsters normais. A seqüência de aminoácidos da PrP era a mesma que a de uma 
proteína encontrada em quantidades iguais em cérebros infectados e não infecta-
dos, mas que, ao contrário da PrP, podia ser degradada por enzimas proteolíticas. 
Havia, portanto, duas formas (apresentações estruturais) da mesma proteína. A 
forma encontrada apenas nos cérebros dos animais infectados foi subseqüente-
mente denominada PrPsc (onde sc significa scrapie, a doença protótipo das EETs). 
A forma encontrada tanto nos cérebros infectados como nos não infectados foi 
chamada de PrPc (onde c significa celular, i.é, própria das células normais)1. Várias 
evidências acumuladas até os dias de hoje indicam que a proteína PrPsc seja o 
agente etiológico das EETs, embora outras teorias como a do vírus e a do virino 
ainda persistam. 
 



A PrPc é glicoproteína normal da membrana plasmática da célula e ocorre na maio-
ria das células, mas predominantemente nas células do SNC. A PrPc é transformada 
na isoforma anormal PrPsc que se acumula no SNC e produz a doença.  
 O agente das EETs é extremamente resistente à inativação por calor (1 
hora a 360° C de calor seco), radiação ultravioleta e substâncias químicas.
 Estudos da patogenia das EETs, baseados em experimentos com scrapie 
indicam que, quando se usam as rotas periféricas da infecção, o agente replica 
inicialmente no baço e linfonodos e chega ao cérebro provavelmente por via 
das fibras simpáticas dos nervos das vísceras que são conectados à porção 
média da medula espinhal torácica14. Da medula o agente progride para o cére-
bro numa velocidade de um milímetro por dia. Uma vez no SNC, a infectividade 
pode passar centrifugamente para os tecidos periféricos. 
 A presença do agente das EETs nos tecidos é determinada pela inocula-
ção de camundongos com o material a ser testado, o que pode levar 700 dias. 
A EEB tem sido transmitida experimentalmente a várias espécies. Em bovinos 
naturalmente afetados, o agente foi encontrado no encéfalo, medula espinhal 
e retina. Em bovinos afetados experimentalmente, a porção distal do íleo, a 
medula óssea, os gânglios do nervo trigêmeo e os gânglios das raízes dorsais 
dos nervos espinhais também mostraram infectividade. Não foram encontradas 
evidências de infectividade no leite e na carne (tecido muscular) de bovinos afe-
tados tanto experimental como naturalmente.

3 - Epidemiologia

 A EEB foi identificada pela primeira vez na Grã-Bretanha, em 198610, 
mas dados epidemiológicos e revisões de arquivos de preparações histológicas 
deram conta da ocorrência de casos já em 198513 e alguns estudos sugerem 
que casos possam ter ocorrido já na década de 70. A grande maioria dos bovi-
nos afetados por EEB pertence a rebanhos da Grã-Bretanha. São oficialmente 
cerca de 180.000, desde 1986, distribuídos por 35.000 rebanhos, numa média 
1 a 2 casos por rebanho afetado13. Fora da Grã-Bretanha, a doença foi confir-
mada num número relativamente pequeno (cerca de 2.800) de bovinos nati-
vos da Alemanha, Áustria, Bélgica, Canadá, Dinamarca, Eslováquia, Eslovênia, 
Espanha, Finlândia, França, Grécia,  Irlanda, Israel, Itália, Japão, Liechtenstein, 
Luxemburgo, Países Baixos, Polônia, Portugal, República Tcheca e Suíça. Com 
exceção de algumas poucas dezenas de casos, todos os 2.800 bovinos afetados 
fora da Grã-Bretanha são nativos. Em alguns países ocorreram casos somente 
em bovinos importados, como foi o caso de Ilhas Malvinas e Oman. Informa-
ções atualizadas podem ser obtidas no endereço eletrônico da Organização 
Mundial de Sanidade Animal - OIE (www.oie.int).
 
  



 Embora não exista predileção por raça ou sexo ou por questões de 
manejo, a doença na Grã-Bretanha ocorre principalmente em vacas de leite, 
entre 3 e 6 anos de idade.
 
 A EEB foi adquirida pelos bovinos através da alimentação com rações de 
farinha de carne ou de osso contaminadas pelo agente etiológico. A fonte da 
infecção poderia ser ovinos contaminados por scrapie ou bovinos afetados por 
uma forma esporádica da doença, até então não detectada. A entrada dos pri-
meiros bovinos contaminados na cadeia alimentar por certo aumentou a epide-
mia. Alterações nos processos de fabricação dessas rações de farinha de carne 
ou de osso, ocorridas no fim da década de 1970 e início da década de 80, 
podem ter contribuído para o aparecimento da doença13. A ingestão de menos 
que um grama de cérebro de um animal contaminado é suficiente para produ-
zir a doença. Não há evidência de que a EEB se dissemine horizontalmente, mas 
sugere-se que a transmissão materna ou vertical possa acontecer. No entanto, 
acredita-se que isso ocorreria em níveis muito baixos, insuficientes para perpe-
tuar a epidemia13.
 

4 - Sinais clínicos

 O período de incubação da EEB (tempo decorrido desde que o animal 
foi infectado até o aparecimento dos primeiros sinais clínicos) é de 2 a 8 anos 
(média 5 anos), embora períodos de incubação mais longos tenham sido relata-
dos.  Após o aparecimento dos sinais clínicos, a doença evolui invariavelmente 
para morte num curso de 3 semanas a 6 meses. Bovinos afetados por EEB 
sofrem de degeneração progressiva do sistema nervoso central e podem apre-
sentar alterações do temperamento, da sensibilidade e da locomoção2,8,9,12. 
Sinais clínicos gerais incluem decréscimo na produção de leite e perda de peso, 
apesar da manutenção do apetite.



a. Distúrbios no comportamento.

 Incluem nervosismo, medo ou agressividade, postura anormal, incoor-
denação e dificuldade em levantar. Bovinos com EEB são freqüentemente muito 
nervosos, alerta e excitáveis, alterações que podem se manifestar por um tipo 
de movimento espasmódico de todo o corpo. Esses distúrbios do comporta-
mento são mais evidentes quando o animal é excitado. Sinais clínicos possíveis 
de ocorrer também são salivação e um olhar assustado com olhos esbugalha-
dos. Por vezes o animal apresenta ranger de dentes. Outros sintomas incluem 
lamber freqüente do focinho e franzir do nariz. Alguns bovinos também exibem 
movimentos nervosos das orelhas. Nos estágios terminais da EEB, o animal tem 
dificuldade em levantar-se ou pode permanecer em decúbito permanente. 

b. Distúrbios na sensibilidade. 

 Bovinos com EEB comumente apresentam distúrbios na sensibilidade, 
reagindo exageradamente ao toque (alteração mais comum), ao som e à luz. 

c. Distúrbios na locomoção.

 Andar rígido, incoordenação, hipermetria e ataxia generalizada são 
sinais freqüentes em bovinos afetados por EEB. A hipermetria é mais pronun-
ciada nos membros pélvicos e confere aos bovinos um passo alto semelhante 
ao observado em cavalos com harpejamento. A ataxia grave evolui para quedas 
e finalmente paresia posterior e decúbito.

5 - Achados de necropsia e histopatologia

 Não há lesões macroscópicas diretamente relacionadas à doença, mas 
as lesões microscópicas da EEB são altamente específicas. São lesões degenera-
tivas, simétricas e bilaterais e localizam-se em certas regiões da substância cin-
zenta do tronco encefálico11,12. Essas alterações caracterizam-se basicamente 
por vacúolos que dão o aspecto espongiforme à substância encefálica.



 Existem achados incidentais que devem ser considerados com cuidado 
no exame histológico de bovinos. Vacúolos no citoplasma dos neurônios do 
núcleo vermelho do mesencéfalo são um achado incidental comum em cére-
bros de bovinos e encontrados em 64% de encéfalos de bovinos normais5. 
Quando encontrados somente nesse local, não devem ser levados em conta no 
diagnóstico da BSE11,12. Inflamações não-purulentas inespecíficas (manguitos 
perivasculares) são encontradas em cerca de 30% de bovinos adultos normais4 

e podem resultar de infecções subclínicas ou latentes. Da mesma forma, apare-
cem grânulos intracitoplasmáticos de ceróide-lipofuscina nos neurônios. Esses 
achados parecem não ser significativos12 e devem ser considerados achados 
incidentais. 

6 - Diagnóstico

 Atualmente não há teste para detectar a doença no animal vivo. A 
doença pode ser confirmada pelo exame microscópico do tecido encefálico ou 
pela detecção da forma anormal do príon (PrPsc). Isso pode ser feito por micros-
copia eletrônica ou por métodos imunológicos. Quando extratos de cérebros de 
animais afetados com EETs são examinados ao microscópio eletrônico, as PrPsc 
(príons) aparecem como estruturas em forma de bastonete denominadas SAFs 
(scrapie associated fibrils). Métodos imunológicos incluem a detecção da pro-
teína (PrPsc) por imunoistoquímica ou por western immunobloting3 e os cha-
mados testes rápidos  em ELISA ou immunoblotting5. 
 Atualmente, no Brasil, o diagnóstico é realizado pelo exame histológico 
de cortes selecionados do tronco encefálico e por imunoistoquímica. Para 
ambos os testes é suficiente o envio do cérebro, fixado conforme especificado 
no informativo Procedimentos para o Diagnóstico das Doenças do Sistema Ner-
voso Central de Bovinos.

7 - Controle, profilaxia e tratamento

 Não há tratamento ou vacina para impedir o aparecimento da doença. 
Medidas para prevenir a introdução de casos incluem não importar ruminantes 
e seus produtos de países considerados de risco para a EEB, não alimentar rumi-
nantes com proteína de origem animal, com cama de frango, com resíduos da 
exploração de suínos e impedir a permanência de carcaças no campo. 



8 - Dados sobre o sistema de vigilância brasileiro

 A produção de leite e de carne bovina no Brasil é feita quase que exclu-
sivamente pela criação e engorda de animais a pasto. A suplementação alimen-
tar, quando ocorre, é feita com proteína vegetal, tornando remota a difusão da 
EEB no país.
 No entanto, desde o aparecimento da doença no Reino Unido (RU), 
as autoridades sanitárias brasileiras preocuparam-se em proteger o país da 
entrada da EEB, visando preservar o patrimônio pecuário e a saúde pública. 
Foram tomadas medidas sanitárias como a restrição à importação de animais 
susceptíveis e seus produtos, quando originários de países de risco, o rastrea-
mento dos animais importados desses países e a imposição de restrições à for-
mulação de alimentos destinados aos ruminantes. 
 É grande o número de produtos para uso humano que são obtidos 
de tecidos de várias espécies de ruminantes. Essas substâncias de origem 
animal são utilizadas como componentes na produção de medicamentos, cos-
méticos, produtos biológicos e outros insumos para saúde humana. Diversas 
medidas sanitárias foram adotadas pela Agência Nacional de Vigilância Sani-
tária - ANVISA (www.anvisa.gov.br/vacalouca/index.htm) com objetivo de pro-
teger a saúde da população, garantindo a segurança sanitária de produtos e 
serviços.
 O Governo Brasileiro não importou farinha de carne e ossos dos países 
considerados de risco para a EEB, tendo como única e eventual fonte de risco 
os bovinos importados desses países, nos quais não foram detectados sinais 
de EEB. Considerando que as importações ocorreram entre 10 e 23 anos atrás 
(tempo consideravelmente mais longo do que o período médio de incubação 
da doença), a possibilidade que esses bovinos venham a desenvolver EEB é 
remota. Não obstante, todos os bovinos importados, assim como seus descen-
dentes, vêm sendo acompanhados, inclusive com análises laboratoriais. 
Na Tabela 4, estão relacionados os tipos de populações bovinas avaliadas no 
sistema de vigilância da EEB no Brasil. Em 2001 e 2002 foram examinados his-
tologicamente 5.894 encéfalos de bovinos, sendo que 1.361 desses apresenta-
vam sinais clínicos de doença neurológica. Essa cifra é de longe superior aos 
433 encéfalos de bovinos com sinais clínicos nervosos que a OIE recomenda 
examinar.
 Os países que mantêm comércio de produtos de origem animal com 
o Brasil, consideraram satisfatórias as garantias fornecidas pelo governo brasi-
leiro sobre os bovinos importados e quanto a estabilidade de nosso sistema de 
vigilância, classificando o risco da importação desses produtos e bovinos como 
desprezível.  
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COLETA DO ENCÉFALO DE BOVINOS PARA EXAME 
LABORATORIAL

1 - Introdução

 A encefalopatia espongiforme bovina (BSE), conhecida em todo o 
mundo como “doença da vaca louca”, é uma doença degenerativa crônica que 
afeta o sistema nervoso central de bovinos. A doença foi diagnosticada pela 
primeira vez na Grã-Bretanha em 198612 e causou grande impacto econômico 
na pecuária do Reino Unido. Foi também confirmada em bovinos nativos da 
Áustria, Bélgica, Canadá, República Tcheca, Dinamarca, Eslováquia, Eslovênia, 
Espanha, Finlândia, França, Alemanha, Holanda, Itália, Irlanda, Israel, Japão, 
Liechtenstein, Luxemburgo, Portugal e Suíça. A preocupação de que a BSE apre-
sentasse risco para os consumidores de carne bovina esteve presente desde o 
início da epidemia na Inglaterra. Essa preocupação atingiu níveis extremamente 
altos quando, na terceira semana de março de 1996, num comunicado ao par-
lamento inglês, o Secretário do Estado da Saúde da Inglaterra anunciou que 
a ocorrência de uma nova variante da doença neurológica de humanos, Creut-
zfeldt Jakob (CJD), era provavelmente relacionada à BSE1,2. Um dos resultados 
dessa crescente preocupação é que as autoridades sanitárias internacionais 
estão solicitando dos países exportadores de carne que apresentem evidências 
de que seus rebanhos são livres da doença. Isso equivale a dizer que esses 
países devem ter um controle capaz de atestar que seu rebanho bovino é livre 
de BSE, identificar as doenças que afetam os sistema nervoso central e reconhe-
cer casos de BSE, se eles ocorrerem.
 O objetivo deste manual é fornecer uma orientação para coleta de 
material para o diagnóstico histológico de BSE e de outras doenças do 
sistema nervoso de bovinos. Embora a BSE não ocorra no Brasil, é necessário 



manter-se um esquema de vigilância para essa doença. Constam aqui instru-
ções para o exame preliminar do tecido nervoso, seleção e remessa ao labo-
ratório de diagnóstico. As enfermidades que afetam direta ou indiretamente 
o sistema nervoso de bovinos no Rio Grande do Sul foram revisadas recente-
mente10 e presume-se que a distribuição no restante do Brasil seja, pelo menos, 
semelhante, com variações quanto à prevalência das doenças em certas regi-
ões. Essas doenças serão levadas em consideração na coleta do material.
 Para que o exame do sistema nervoso de bovinos atinja um número 
significativo de casos, espera-se poder contar com o material recebido pela 
rede de diagnóstico para raiva, já existente no país. Por essa razão, procurou-se 
incluir instruções que contemplem a coleta de material, possibilitando o exame 
para o diagnóstico de raiva, da BSE e de outras enfermidades do sistema ner-
voso de bovinos10.

2 - Recomendações gerais

2.1 As doenças do sistema nervoso central (SNC) freqüentemente não apresen-
tam lesões óbvias à necropsia. Por isso, o patologista que examina o material 
no laboratório depende de um histórico e de observações clínicas confiáveis 
para orientação sobre a natureza da doença neurológica9. Um formulário com 
os principais dados referentes ao(s) animal(ais) afetado(s), aos achados epi-
demiológicos e clínicos e aos principais achados de necropsia deve ser preen-
chido (Anexo 1). A remoção e coleta de amostras do sistema nervoso requerem 
tempo e esforço. É, portanto, necessário estabelecer critérios para realização 
dessas tarefas. Se não houver sinais clínicos e histórico sugestivos de doença 
neurológica, é pouco provável que o exame do sistema nervoso revele lesões 
significativas. Nos casos em que não há histórico clínico ou ele é pouco preciso 
ou quando a morte do animal ocorreu sem sinais premonitórios, recomenda-se 
o exame neuropatológico.

2.2 Informe sobre a data e hora da morte, o tempo decorrido entre a morte e 
a necropsia e sobre qualquer demora entre coleta e fixação do material. Esses 
dados são importantes para a realização do exame neuropatológico. Doenças 
que oferecem risco para a saúde humana (por ex., raiva, listeriose) devem ser 
consideradas antes da realização dos exames e os cuidados necessários devem 
ser tomados. O uso de luvas de borracha e de um visor (óculos) durante a aber-
tura do crânio é recomendado.



2.3 Se o material for destinado ao exame histológico, é extremamente impor-
tante que o manuseio do tecido nervoso ainda não-fixado seja o mínimo possí-
vel. O exame macroscópico detalhado deve, por isso, ser feito após a fixação. O 
manuseio do tecido nervoso não-fixado causa artefatos que prejudicam a ava-
liação histológica das lesões.

2.4 Tanto quanto possível, o exame macroscópico sistemático do encéfalo deve 
ser feito no órgão fixado (a fixação endurece os tecidos). Isso facilita a seleção 
de áreas apropriadas para o diagnóstico de doenças específicas e permite que 
se determine a distribuição das lesões. A distribuição das lesões no sistema 
nervoso (i.é, bilaterais, simétricas, focais, multifocais, na substância branca, na 
substância cinzenta) é característica para várias doenças e deve ser anotada. 
Muitas vezes o encéfalo não pode ser fixado inteiro, como seria o ideal, pois há 
necessidade de conservar partes do órgão não fixadas para exames virológicos 
e bacteriológicos.

2.5 Não misture tecidos de animais diferentes, mesmo que representem casos 
de uma mesma doença. Tecidos de cada animal devem ser identificados clara-
mente.

3 - Retirada do encéfalo

 A coleta não criteriosa e aleatória de numerosas amostras de encéfalo 
não-fixado pode dificultar o exame neuropatológico no laboratório. Quando 
houver vários animais para necropsia, num surto de uma doença neurológica, o 
tempo para a retirada do encéfalo pode ser um fator limitante. Nesse caso, sele-
cione alguns animais para o exame neuropatológico. Colha o material tentando 
eliminar, ou diminuir ao máximo, danos ao tecido nervoso, causados durante a 
sua retirada.

3.1 Através de um acesso ventral, remova a cabeça, desfazendo a articulação 
atlanto-occipital. Nesse ponto, examine a superfície e a cápsula das articula-
ções e o aspecto físico do líquido cefalorraquidiano (LCR) que flui quando a 
dura-máter é seccionada. Em casos com pouco tempo decorrido desde a morte, 
pode-se retirar uma amostra asséptica de LCR antes de seccionar-se a dura-
máter. 

3.2 Disseque a pele e os músculos da cabeça. Abra a cavidade craniana 
seguindo as linhas mostradas na Figura 1. Isso pode ser feito com serra comum 
ou cutelo do tipo usado por açougueiros. O encéfalo é, então, exposto com a 
dura-máter intacta. 



3.3 Usando tesouras, retire a dura-máter, seccionando a foice do cérebro e 
o tentório (tenda) do cerebelo (Figura 2). Com a cabeça do bovino inclinada, 
remova o encéfalo seccionando os nervos cranianos. Sem o corte prévio dessas 
estruturas, é impossível remover o cérebro intacto. Evite ao máximo manusear, 
pressionar e apertar o tecido nervoso durante o processo de remoção, para 
evitar artefatos histológicos que prejudiquem o exame no laboratório.

3.4 O gânglio do nervo trigêmeo (gânglio de Gasser) e a rete mirabile carotídea 
devem ser colhidos junto com a hipófise (Figura 3). O exame desse par de gân-
glios nervosos do 5° par de nervos cranianos é importante para o diagnóstico 
de doenças como raiva e meningoencefalite por herpesvírus bovino (BHV-5). 
Nessas duas doenças, freqüentemente se observa inflamação (ganglioneurite) 
do gânglio do nervo trigêmeo. Em casos de febre catarral maligna11, os vasos 
da rete mirabile mostram lesão característica (vasculite). 

3.5 Examine o encéfalo para possíveis lesões macroscópicas, pesquisando pos-
síveis assimetrias (i. é, algumas estruturas mais volumosas que outras) e alte-
rações da cor (por ex., hiperemia das meninges, congestão do córtex em 
casos de babesiose por Babesia bovis, córtex amarelo-castanho em casos de 
polioencefalomalacia). 

4 - Seleção das amostras a serem colhidas

 O material para exames virológicos e bacteriológicos deve ser colhido 
antes da fixação do encéfalo. Por outro lado, o congelamento torna o encéfalo 
inadequado para o exame histológico. Como muitos casos necessitam da reali-
zação dos três tipos de exame, um meio-termo deve ser alcançado. 

4.1 Coleta de amostras para a bacteriologia e virologia

4.1.1 Inicialmente remova o cerebelo, cortando no nível dos pedúnculos cere-
belares. Introduza a ponta de uma lâmina no 4° ventrículo pela parte caudal do 
cerebelo (Figura 4). Corte rostral e horizontalmente os pedúnculos cerebelares 
separando o cerebelo do bulbo num dos lados e, depois, no outro. Ao findar 
essa operação, o cerebelo estará completamente separado do encéfalo (Figura 
5).



4.1.2 Corte na altura do tálamo, separando o tronco encefálico do resto do 
encéfalo (Figura 6). Ao findar essa operação, você obterá três partes: a) o 
tronco encefálico, b) o cerebelo, c) o restante do encéfalo (Figura 7).

4.1.3 Para obter a amostra 1, retire uma fatia sagital (cerca de 0,5 cm) do verme 
do cerebelo (Figura 8).

4.1.4 Para obter a amostra 2, corte um segmento transversal de cerca de 2,5 cm 
da medula espinhal cervical (Figura 9).

4.1.4 A amostra 3 é obtida cortando-se uma fatia do tálamo cerca de 1 cm de 
espessura (Figura 10). 

4.1.5 A amostra 4 é obtida dividindo um dos hemisférios cerebrais na altura do 
quiasma óptico, separando a parte caudal do restante (Figura 11).

4.1.6 Nesse ponto, as quatro amostras a serem enviadas para o exame viroló-
gico ou bacteriológico foram obtidas (Figura 12). Os fragmentos selecionados 
são adequados para o exame de raiva3,8 e para exame de outras doenças cau-
sadas no sistema nervoso de bovinos por outros vírus e bactérias9,11. Essas três 
amostras devem ser conservadas em um refrigerador e remetidas refrigeradas. 
No entanto, se o tempo entre a coleta e a remessa for maior que 24 horas é 
aconselhável congelar as amostras para a remessa, mas nunca fixá-las. 

4.1.7 O restante do encéfalo (Figura 13) deve ser fixado conforme instruções a 
seguir (item 4.2), pois destina-se ao exame histológico. Deve-se também fixar 
em formol a 10% e remeter, junto com o material mostrado na Figura 3, o bloco 
de tecidos constituído pela rede admirável carotídea, o gânglio do nervo trigê-
meo e a hipófise.

4.2 Coleta e fixação de material para exame histológico

4.2.1 Para fixar o encéfalo, formol a 10% é o fixador indicado. Para preparar 
um litro dessa solução, use 100 ml de formaldeído (35-40%) e 900 ml de água 
de torneira. Existe uma confusão freqüente entre aldeído fórmico (ou formal-
deído) e formalina comercial (ou formol). Formaldeído é um gás com o qual 
se prepara uma solução aquosa de 35-40%. Essa solução constitui a formalina 
comum. 



 O termo formalina refere-se, portanto, à apresentação comercial da 
solução de formaldeído. Assim, formol (ou formalina) a 10% representa uma 
solução preparada misturando-se 10 ml de formalina comercial (formaldeído a 
35-40%) com 90 ml de água4. O formol tamponado fornece uma fixação com 
melhores resultados, mas não é essencial, pois a fórmula dada acima permite 
um exame histológico aceitável do encéfalo. A fórmula para preparação de um 
litro de formol tamponado é dada a seguir7.

Reagentes

Solução de 35-40% de formaldeído (formalina)   100ml
Água destilada       900ml
Fosfato monobásico de sódio     4g
Fosfato dibásico (anidro) de sódio     6,5g

Procedimento

 Misture previamente os tampões fosfato em água quente para que se 
dissolvam, antes de adicionar o restante da água com solução de formaldeído. 
Adicione o formaldeído após esfriar a solução para diminuir os vapores. Inverta 
o recipiente várias vezes para permitir uma boa mistura. Faça a mistura e use a 
solução apenas em áreas bem ventiladas.

Observações

 Mesmo que essa solução de formol seja tamponada, com o tempo o 
pH vai baixar, provocando o aparecimento de pigmentos de hematina ácida em 
tecidos congestos (que têm muito sangue).

4.2.2 Coloque o encéfalo num volume de fixador que seja, pelo menos, 10 
vezes maior que o volume de tecido a ser fixado. Assim, são necessários 6 
litros do fixador para fixar o encéfalo inteiro de um bovino adulto (600 cm3). 
O tempo mínimo de fixação varia com o tamanho do encéfalo. Um encéfalo de 
camundongo necessita 24 horas para ser fixado; um encéfalo de ovelha, apro-
ximadamente 4 dias; um encéfalo de bovino adulto, uma semana. Após a fixa-
ção, o tecido necessitará uma quantidade muito menor de fixador, facilitando 
o transporte ao laboratório. 



 Ao fixar o encéfalo, evite misturá-lo com outros materiais que possam 
comprimir o tecido nervoso, danificando-o para o exame histológico.

5 - Remessa do material ao laboratório

5.1 Cada material de encéfalo deve ser enviado em vasilhame não deformável 
(por ex., um vasilhame plástico duro), ao invés de ser enrolado em algodão ou 
gaze. O vasilhame deve ser completamente preenchido pelo fixador, de modo a 
excluir o ar, amortecendo, assim, os efeitos do movimento. Em casos urgentes, 
mesmo cérebros não completamente fixados podem ser transportados, mas, 
nesse caso, devem ser fornecidas informações sobre o tempo de fixação.

5.2 É importante que a embalagem que contém o encéfalo (tanto as partes 
não fixadas como as fixadas) a ser remetido ao laboratório seja hermetica-
mente fechada para evitar vazamentos e exposição de pessoas que manuseiem 
o pacote. Qualquer remessa deve ser acompanhada do formulário do Anexo 1, 
preenchido.
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7 - Glossário

Aracnóide: membrana delgada que recobre o encéfalo e a medula espinhal.

BSE: encefalopatia espongiforme dos bovinos (do inglês, Bovine Spongiform 
Encephalopathy).

CJD: doença de Creutzfeldt Jakob. Doença neurológica de humanos causada 
por príon, com lesões semelhantes às da BSE.

Dura-máter: membrana mais espessa que recobre o encéfalo e a medula 
espinhal.

Foice do cérebro: prega da dura-máter em forma de foice, localizada entre os 
hemisférios cerebrais. Sua parte rostral fixa-se na crista galli e a parte caudal 
se junta ao tentório do cerebelo4.

Gânglio: acúmulo de neurônios fora do sistema nervoso central.

Leptomeninges: conjunto formado pela pia-máter e aracnóide.

Paquimeninge: dura-máter.

Pia-máter: membrana delgada que recobre o cérebro e a medula espinhal.

Príons: um nome dado a moléculas protéicas consideradas os agentes etiológi-
cos das encefalopatias espongiformes, como a BSE. Essa proteína é central para 
o desenvolvimento dessas doenças. Em indivíduos sadios ela pode ser digerida 
por uma protease (enzima que digere proteínas). Nos indivíduos com doenças 
causadas por príons (por ex., BSE), essa proteína sofre uma modificação pós-
translacional, de maneira a se tornar resistente à digestão de proteases.  



O nome príon é derivado da expressão inglesa proteinaceous infectious. Deve-
ria, por lógica, ser denominada “proin”, mas a expressão príon era mais facil-
mente pronunciável1.

Rete mirabile (rede admirável): uma rede intercalada no trajeto de uma arté-
ria4. A rede admirável carotídea fica de cada lado da hipófise, entre essa glân-
dula e o gânglio do nervo trigêmeo.

Tentório do cerebelo: extensão da dura-máter que separa transversalmente o 
cerebelo e os pólos occipitais dos hemisférios cerebrais4. 

Tronco encefálico: é composto do mielencéfalo, a ponte (que pertence ao 
metencéfalo) e o diencéfalo. Assim, quando retiramos, do sistema nervoso cen-
tral, a medula espinhal na altura do forâmen magno, o telencéfalo (hemisférios 
cerebrais) e o cerebelo, o que resta é o tronco encefálico6.
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PROCESSAMENTO DO ENCÉFALO PARA O DIAGNÓSTICO 
HISTOLÓGICO DA ENCEFALOPATIA ESPONGIFORME DOS 

BOVINOS

1 - Introdução

 Esta é a segunda parte do manual iniciado com a coleta do encéfalo 
de bovinos para o exame laboratorial. O objetivo da primeira parte foi for-
necer uma orientação para a coleta, a campo, do encéfalo de bovinos e sua 
preparação para a remessa ao laboratório. Esta segunda parte tratará do pro-
cessamento do material, no laboratório, para o exame histológico. O objetivo 
principal dos manuais é fornecer bases para o diagnóstico da encefalopatia 
espongiforme dos bovinos (EEB), a fim de possibilitar a manutenção de um sis-
tema de vigilância para a doença no Brasil. No entanto, é nossa intenção que 
as indicações fornecidas permitam também o diagnóstico de outras doenças do 
sistema nervoso em bovinos. Para tanto, a primeira parte inclui instruções para 
a remessa de material para exames virológicos (principalmente raiva), bacterio-
lógicos e histológicos.
 As principais enfermidades que afetam direta ou indiretamente o sis-
tema nervoso de bovinos no Brasil são brevemente revisadas para orientar o 
diagnóstico diferencial. Essas doenças serão tratadas resumidamente, mas o 
leitor poderá encontrar maiores detalhes sobre cada uma delas nas publicações 
listadas nas referências1,4-6. As instruções para o processamento e exame his-
tológico levam em conta o material recebido em formol pelo laboratório, con-
forme consta no manual para coleta do encéfalo.
 



2 - Encefalopatia espongiforme dos bovinos (EEB)

2.1 Localização dos cortes a serem obtidos para o diagnóstico histológico da 
EEB

O exame macroscópico deve ser feito no encéfalo fixado. O encéfalo é roti-
neiramente fatiado a intervalos de 5 mm, e as duas superfícies de corte são 
examinadas.Os cortes usados para o diagnóstico da BSE são obtidos do tronco 
encefálico (Figura 1). São recomendados cortes em quatro locais:

1. Bulbo no nível do óbex (Figura 2)

2. Ponte no nível dos pedúnculos cerebelares caudais (posteriores) (Figura 3)

3. Mesencéfalo incluindo o colículo caudal (tubérculos quadrigêmeos inferio-
res) (Figura 4)

4. Mesencéfalo incluindo o colículo rostral (tubérculos quadrigêmeos superio-
res) e núcleo vermelho (Figura 5)

2.2  Lesões histológicas na EEB

 As lesões microscópicas na EEB são altamente específicas e considera-
das patognomônicas2,7-10. São lesões degenerativas, simétricas e bilaterais e 
localizam-se em certas regiões da substância cinzenta do tronco encefálico8-10. 
Duas apresentações de vacuolização neuronal são observadas. Na neurópila há 
vacúolos nos neuritos de até 20 micrômetros de diâmetro - alteração espon-
giforme (Figura 6). No pericário ocorrem vacúolos maiores, solitários ou múlti-
plos, que chegam a 30-40 micrômetros de diâmetro (Figura 7). Esses vacúolos 
distendem o pericário produzindo neurônios balonosos que conservam apenas 
uma fina margem de citoplasma (Figura 8). A presença de vacúolos na neuró-
pila da substância cinzenta e no pericário dos neurônios são os critérios para o 
diagnóstico positivo de EEB, no exame histológico10.
 



Atenção: vacúolos no citoplasma dos neurônios do núcleo vermelho do mesen-
céfalo são um achado incidental comum em encéfalo de bovinos e encontra-
dos em 64% de encéfalos de bovinos normais3. Quando encontrados somente 
nesse local, não devem ser levados em conta no diagnóstico da EEB9,10.

 A distribuição das lesões é bastante regular10. Ocorrem principalmente 
no núcleo do trato solitário, no trato espinhal do nervo trigêmeo, no núcleo 
vestibular, na formação reticular do bulbo, na substância cinzenta periaqueduc-
tal do mesencéfalo, na área paraventricular do tálamo e no septo talâmico. A 
densidade de vacúolos é maior no bulbo, mesencéfalo e tálamo. Alterações no 
cerebelo, hipocampo, núcleos basais e córtex cerebral são mínimas.
 O mapeamento das lesões em 684 cérebros afetados por EEB revelou 
que, em 99,6% dos casos, o corte do bulbo no nível do óbex (ver 
Figura 2) apresentou as alterações características da doença, principalmente 
as alterações espongiformes no núcleo do trato solitário e no trato 
espinhal do nervo trigêmeo (ver Figura 6), indicando que este é o 
corte do encéfalo mais importante para o diagnóstico. Esferóides e 
necrose individual de neurônios ocorrem ocasionalmente, mas há evidência 
de neuroniofagia. Não há reação inflamatória, e pode ocorrer gliose
discreta com formação de gemistócitos. Numa pequena proporção dos casos 
ocorre amiloidose.
 Inflamações não-purulentas inespecíficas (manguitos perivasculares) são 
encontradas em cerca de 30% de bovinos adultos normais3 e podem resultar de 
infecções subclínicas ou latentes. Da mesma forma, aparecem grânulos intra-
citoplasmáticos de ceróide-lipofuscina nos neurônios. Esses achados parecem 
não ser significativos10 e devem ser considerados achados incidentais.

3 - Diagnósticos diferenciais

 Os distúrbios neurológicos de bovinos podem resultar de várias 
causas1,4-6. No Brasil, a doença mais comumente diagnosticada em bovinos 
com sinais clínicos de distúrbios nervosos é a raiva.



 Os sinais clínicos da raiva podem ser confundidos com EEB, mas a obser-
vação clínica por um período prolongado ajuda a diferenciar as duas doenças. 
Na raiva, o curso clínico é, em geral, mais curto (2-7 dias). O exame de imuno-
fluorescência realizado no material não-fixado resolve a questão. Além disso, as 
lesões histológicas de EEB são bastante características e diferentes das da raiva. 
Nesta última, há meningoencefalite não-purulenta e, muitas vezes, inclusões 
acidofílicas em neurônios - os corpúsculos de Negri.
 Um estudo cuidadoso do histórico clínico, da epidemiologia e dos acha-
dos de necropsia ajuda a distinguir várias doenças neurológicas de bovinos. 
Por exemplo, as doenças genéticas ou congênitas ocorrem em animais recém-
nascidos ou muito jovens, enquanto a EEB ocorre somente em animais adultos 
(4 a 5 anos). Por outro lado, certas intoxicações como a causada pela toxina do 
fungo Claviceps paspali ocorrem apenas no início de outono, quando a gramí-
nea parasitada (Paspalum spp.) está sementando. Os principais distúrbios neu-
rológicos observados em bovinos no Brasil estão relacionados nas Tabelas 1-4. 
Ali constam a idade e a categoria doa animais afetados, os principais sinais clí-
nicos e lesões encontradas em cada doença. As informações constantes nessas 
tabelas servem apenas como uma orientação para o diagnóstico diferencial. 
Mais informações sobre cada uma dessas doenças deverão ser obtidas dos tra-
balhos relacionados na lista de referências ou em livros texto especializados.

4 - Cortes adicionais

Devem-se realizar regularmente cortes adicionais que facilitam o diagnóstico 
diferencial de outras doenças do sistema nervoso. Esses cortes incluem:

1. Corte sagital medial pelo verme do cerebelo (Figura 9)

2. Córtex frontal rostralmente ao quiasma óptico (Figura 10)

3. Córtex parietal no nível dos corpos mamilares (Figura 11)

Em todos os casos em que o exame dos blocos inicialmente selecionados for 
inconclusivo, cortes adicionais do cérebro devem ser feitos, conforme a decisão 
do patologista.



5 - Referências

1. Barlow R: Differential diagnosis of bovine neurological disorders. In Practice, 
10:64-73,1989.

2. Davis AJ, Jenny AL, Miller LD: Diagnostic characteristics of bovine spongiform 
encephalopathy. J Vet Diagn Invest, 3:266-271, 1991. 

3. Gavier-Widen D, Wells GAH, Simmons MM, Wilesmith JWW, Ryan J:Histological 
observations on the brains of symptomless 7-year-old cattle. J Comp Path 124: 
52-59, 2001.

4. Lemos RA, Brum KB, Bernardo KC, Katayama KA, Mori AE, Bonilha MM, Car-
valho JCM: Aspectos epidemiológicos das principais enfermidades caracteriza-
das por sintomatologia nervosa em bovinos, diagnosticados no Mato Grosso 
do Sul, Campo Grande. Relatório de Bolsa de Iniciação Científica do CNPq 16 p. 
1998.

5. Riet-Correa F, Schild AL, Fernandes CG: enfermidades do sistema nervoso dos 
ruminantes no sul do Rio Grande do Sul. Ciência Rural, 28: 341-348, 1998.

6. Sanches AWD, Langohr IM, Stigger AL, Barros CSL: Doenças do Sistema ner-
voso central em bovinos no sul do Brasil. Pesq Vet Bras, 20(3): 113-118, 2000.

7. Weber P. Möstl K, Weissenböck E, Möstl E, Baumgartner W: Bovine Spon-
giforme Enzephalopathie (BSE)- Verlauf und Bekämpfung 1987 - 1997. Wien 
Tierärztl Mschr, 85: 175-186, 1998.

8. Wells GAH, Scott AC, Johnson CT, Gunning RF, Hancock, RD, Jeffrey M, 
Dawson M, Bradley R: A novel progressive spongiform encephalopathy in cattle. 
Vet Rec, 121: 419-420, 1987.

9. Wells GAH. Bovine spongiform encephalopathy: diagnostic significance of 
vacuolar changes in selected nuclei of the medulla oblongata. Vet Rec, 125: 
521-524, 1989.

10. Wells GAH: Bovine spongiform encephalopathy: A neuropathological pers-
pective. Brain Pathol, 1:69-78, 1991.


























