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RESUMO

A raiva é uma zoonose de etiologia viral de grande importancia para a saude
publica, transmitida geralmente por animais domeésticos e silvestres infectados. Essa
dissertacdo é formada por dois artigos originais. O primeiro foi submetido ao Journal of
Wildlife diseases, que relata 5 casos de raiva em morcegos insetivoros Molossus molossus
no Laboratério de Patologia Animal (LPA) da Universidade Federal de Campina Grande,
Patos, Paraiba. Todos os morcegos foram encontrados em diversas regides da cidade de
Patos, durante o dia prostrados e sem conseguir voar, submetidos a eutanasia e
necropsiados para andlises histopatoldgica e imuno-histoquimica (IHg)do sistema nervoso
central (SNC). Nenhuma leséo foi evidenciada macro ou microscopicamente, porém houve
forte marcagcédo positiva para anticorpos monoclonais anti-raiva através dalHg. Em trés
casos encaminhados para a realizacao de imunofluorescéncia direta (IFD) e inoculacao
intracerebral em camundongos (ICC), também foram positivos para raiva. MorcegosM.
molossuspodem estar infectados com o virus da raiva e desenvolver a doenga, mesmo
sem les@es histoldgicas do SNC, podendo ser uma fonte de infec¢cao para o homem e para
os animais domésticos na regiao.O segundo artigo, enviado para publicacdo na Acta
Scientiae Veterinariae, relata 2 casos de raiva em raposas Cerdocyon thous no semiarido
do Estado da Paraiba, caracterizando os aspectos histopatoldgicos da doenca. As raposas
foram encontradas com sinais neuroldgicos, submetidas a eutanasiae encaminhadas ao
LPA para necropsia. Histologicamente, no SNC havia meningoencefomielite ndo-supurativa
aguda, difusa, com presenca de infiltrado inflamatério constituido principalmente por
linfécitos e plasmécitos, formando manguitos perivasculares mononucleares, associada a
discreta gliose e corpusculos de Negri em neurbnios de diversas regides do SNC.
Inflamacao semelhante também foi observada em ganglios nervosos periféricos, adrenais e
glandulas salivares. Pela imuno-histoquimica, IFD e ICC foi confirmado o diagnéstico de
raiva. O diagnédstico da raiva em raposas pode ser realizado pelas les6es microscopicas
caracteristicas observadas no SNC, auxiliado pela avaliacdo dos ganglios nervosos
periféricos, glandulas salivares e adrenais que também podem apresentar lesdes
semelhantes. Os morcegos insetivoros e as raposas sao reservatérios do virus da raiva,
podendo transmitir a doencga para outros animais e para 0 homem na regido semiarida da

Paraiba.

Palavras-chave:Lyssavirus, animais silvestres, quirdpteros, canideos.



ABSTRACT

Rabies is a viral zoonosis of great importance to public health, usually transmitted by
infected domestic and wild animals . This dissertation consists of two original papers. The
first one was submitted to the Journal of Wildlife diseases, which reports 5 cases of rabies
in insectivorous bats Molossu smolossus in Animal Pathology Laboratory (APL) of the
Federal University of Campina Grande , Patos , Paraiba . All bats were found in different
regions of the city of Patos, during the day prostrate and unable to fly, then euthanized and
necropsied for histopathological analysis and immunohistochemistry (IHC) of the central
nervous system (CNS). No macro or microscopically lesions were observed, but there was
strong positive labeling for anti-rabies monoclonal antibodies by IHC. Three out of 5 cases
were referred to performing direct fluorescent antibody test (FAT) and mouse inoculation
test (MIT) also positive for rabies. Bats M. molossus may be infected with the rabies virus
and develop the disease, even without lesions in the CNS and may be a source of infection
to humans and domestic animals in the region. The second paper, submitted to publication
in Acta Scientiae Veterinariae, reports two cases of rabies in foxes Cerdocyon thous in the
semiarid of Paraiba state, characterizing the histopathological aspects of the disease. The
foxes were found with neurological signs, euthanized and sent to the LPA for necropsy.
Histologically, in the CNS was an acute non-suppurative menigoencephalomyelitis, diffuse,
with inflammatory infiltrate composed primarily by lymphocytes and plasma cells, forming
mononuclear perivascular cuffs associated with mild gliosis and inclusion bodies in neurons
from various regions of the CNS. Similar Inflammation was also observed in peripheral
ganglia, adrenal glands and salivary glands. The diagnosis of rabies was confirmed byIHC,
FAT and MIT. The diagnosis of rabies in foxes can be accomplished by microscopic
characteristic lesions observed in the CNS, supported by evaluation of peripheral nerve
ganglia, salivary glands and adrenals that may also have similar lesions. Insectivorous bats
and foxes are reservoirs of rabies virus and can transmit the disease to other animals and to

humans in the semiarid region of Paraiba.

Key words:Lyssavirus, Wild animals, Chiropterans, canids.
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INTRODUCAO

A raiva € uma doenga viral que acomete varias espécies de animais domésticos,
selvagense o homem, causando uma encefalomielite aguda, progressiva e fatal (Jackson &
Wunner, 2007)

Nos ultimos anos, a raiva em animais silvetres tem se mostrado cada vez mais
importante na manutengdo dessa doenga ndo somente no ambiente selvagem, mas
também no ciclo urbano. Variantes de raiva de morcegos, primatas e raposas tem sido
associadas com quadros da doenca em animais domeésticos e no homem (Batista et al.
2009, Favi et al. 2002).

No Brasil os principais reservatérios silvestres da raiva sdoas raposas (Cerdocyon
thous e Pseudalopex vetulus), o sagui (Callithrix jacchus),0 morcego hematofago
(Desmodus rotundus) e diversas outras espécies de quirdpteros, incluindo morcegos
insetivoros e frugivoros (Kotait et al, 2007).

Particularmente no Nordeste Brasileiro o habito de criacdo de animais silvestres
como animais de estimacao, principalmente canideose primatas, € um fator de risco
importante para a transmissao da raiva para animais domésticos e para o homem (Gomes
et al. 2012).

O diagnostico dessa patologia tem sido geralmente realizado através de IFD e ICC,
enquanto que aspectos histopatolégicos e imuno-histoquimicos tem sido raramente
investigados nessas espécies animais (Sodré et al., 2010).

Este trabalho objetivou realizar a descricdo histopatoldgica e imuno-histoquimica da
raiva em morcegos e raposas encaminhados ao Laboratério de Patologia Animal da
Universidade Federal de Campina Grande no semiarido da Paraiba, Brasil, no periodo de
2010 a 2018.
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Raiva em morcegos insetivoros na regiao semiarida da Paraiba, Brasil

Jeann Leal de Araujo', Eduardo Melo Nascimento', Anténio Flavio M. Dantas’, Glauco
José N. Galiza?, Pedro Miguel Ocampos Pedroso?, Maria Luana Cristiny Rodrigues
Silva', Franklin Riet-Correa’*
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Patologia Veterinaria (LPV), Departamento de Patologia, Centro de Ciéncias da Saude
(CCS), UFSM. Camobi. Santa Maria , RS, Brazil. CEP 97105-900 2 Laboratério de
Patologia Veterinéria, Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biolégicas (CCAAB),
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB), Cruz das Almas, BA, Brazil.CEP:
44380-000.* Correspondingauthor: franklin.riet@pg.cnpg.br

Abstract - Five cases of rabies in the insectivorous bat Molossusmolossusbetween 2006
and 2013,are reported in the city of Patos, state of Paraiba, northeastern Brazil. All cases
were referred to the Laboratory after being found prostrate and unable to fly during the day,
in different neighborhoods of the city. At necropsy and histologic examination no significant
lesions were observed. On immunohistochemistry, the brain of the five cases showed
strong positive labeling for rabies, in the form of large corpuscles or multiple clusters of
granules within the perikaria of neurons in different areas of the brain, mainly in neurons of
cerebral cortex and cerebellar Purkinje cells. Three cases tested by direct
immunofluorescence and mice inoculation were also positive for rabies. These data
demonstrate that bats M. molossus may be infected with the rabies virus and develop the
disease, even without histologic lesions of the Central Nervous System, and can be a

source of infection by for humans and domestic animals in the region.

Keywords: Chiropteran, Immunohistochemistry,lyssavirus, Wildlife
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RESUMO - Cinco casos de raiva em morcegos insetivoros Molossus molossus, no

periodo de 2006 a 2013, sao relatados na cidade de Patos, Estado da Paraiba, Nordeste
do Brasil. Todos os animais foram encaminhados para o laboratério depois de ter sido
encontrados prostrados e incapazes de voar durante o dia, em diferentes bairros da cidade
. Na necropsia e exame histolégico nao foram observadas lesdes significativas . Através da
imuno-histoquimica, o cérebro dos cinco morcegos mostraram forte marcagao positiva para
a raiva, sob a forma de grandes corpusculos ou multiplos agregados de granulos dentro do
pericario de neurénios em diferentes areas do encéfalo, principalmente em neurénios do
cortex cerebral e células de Purkinje do cerebelo. Trés casos testados por
imunofluorescéncia direta e inoculagdo em camundongos também foram positivos para a
raiva. Estes dados demonstram que os morcegos M. molossus podem ser infectados com o
virus da raiva e desenvolver a doenca, mesmo sem lesdes histolégicas do sistema nervoso
central, podendo ser uma fonte de infeccdo para os seres humanos e para animais

domésticos na regiao .

Termos de indexacao: Quirdpteros,imuno-histoquimica animais selvagens, lyssavirus.

A raiva € uma doenca viral que pode afetar diferentes espécies de animais e seres
humanos, causando encefalomielite aguda e fatal transmitida por mordidas ou arranhdes
de animais infectados, principalmentecarnivorosdomésticos, morcegos e outros animais
silvestres (Kotait et al, 2007; Jackson & Wunner,2007). Os principais reservatérios
silvestres brasileiros do virus sdo os canideos selvagens (Cerdocyon thous e Pseudalopex
vetulus), saguis (Callithrix jacchus), morcegos hematéfagos(Desmodus rotundus), e
diversas outras espécies de morcegos, incluindo morcegos insetivoros e frugivoros (Kotait
et al. 2007).

Os morcegos tém um papel relevantena cadeiadetransmisséo da raiva(FAO, 2011).
O interesse das autoridades de saude em raiva em morcegos nao-hematoéfagos comecou
na década de 1950, quando um menino foi atacado por um morcego insetivoro Lasiurus
intermedius. A partir dai, morcegos insetivoros, frugivoros, onivoros, polinivoros e
piscivoros foram diagnosticados positivos para a raiva (Jackson & Wunner, 2007).

Nos EUA, entre 1986 e 2011, 44 dos 67 casos de raiva estavam associados com
morcegos nao-hematéfagos e um com uma variante de D. rotundus (CDC, 2012). Em
alguns casos, que a transmissdo esta associada com morcegos nao-hematoéfagos, a
mordida ndo é percebida pelo paciente em um estagio inicial e a assisténcia médica
adequada é comprometida (Kotait et al., 2007).
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Na Colébmbia, as variantes do virus da raiva de morcegos insetivoros Molossus
molossus e Eptesicus brasiliensis foram detectados em seres humanos e caes (Paez et al.,
2003). No Brasil, E. brasiliensis e M. molossus sdo amplamente distribuidas e hé relatos de
positividade para raiva nessas espécies (Sodré et al.,, 2010). A notificacdo de casos de
raiva em morcegos nao hematofagos no Brasil tem aumentado significativamente nos
ultimos anos, acompanhada por um aumento no numero de casos relatados em outros
animais selvagens (Uieda et al., 1995).

No Brasil, a raiva foi diagnosticada pelo teste de imunofluorescéncia direta (IFD) e
inoculacao intracerebral em camundongos (ICC) em 42 espécies de morcegos nao-
hematofagos e hematéfagos (Sodré et al.,, 2010), no entanto, ndo existem estudos
detalhados de raiva nesta espécie, caracterizando seus aspectos histoldégicos e imuno-
histoquimicos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi descrever os achados patol6gicos e
imuno-histoquimicos de raiva em morcegos insetivoros diagnosticados no Laboratério de
Patologia Animal da Universidade Federal de Campina Grande, na regido semi-arida da
Paraiba, Brasil.

Os morcegos foram identificados de acordo com a chave proposta por Gregorin &
Taddei (2002), eutanasiados e necropsiados. Fragmentos de érgaos da cavidade toracica e
abdominal e do sistema nervoso central (SNC) foram coletados e fixados em formol
tamponado a 10%. Posteriormente, foram incluidos em parafina, cortados em secbes de
5um, e corados com hematoxilina e eosina para analise histopatoldgica.

Fragmentos docérebro, cerebelo, tronco cerebral e da medula espinhalde trés
casosforam analisadospelo testede imunofluorescéncia direta (Dean etal., 1996) e
inoculacao intracerebral em camundongos (Koprowski, 1996).

Blocos de parafina com fragmentos do SNC foram selecionados e submetidos a
técnica de IHQ para a detecgdo do virus da raiva conforme protocolo descrito a seguir.
ApGs desparafinizanacao e reidratacao dos tecidos, foi realizada recuperacédo antigénica
com solucdo de citrato (pH 6,0) em forno micro-ondas, em poténcia maxima, por dez
minutos. Como anticorpo primario foi utilizado o anticorpo policlonalanti-raiva produzido em
cabras marcado com FITC (anticorpo conjugado de isotiocianato de fluorescéncia
[Chemicon #5199]), diluido 1:1000 em PBS+Tween, e incubado por 60 minutos a 37 C°. O
anticorpo secundario biotilinilado e o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase
(LSAB+System HRP, Dako) foram utilizados consecutivamente, incubados a temperatura
ambiente por 30 minutos e marcados através da adicdo do Liquid DAB + Substrate —
Choromogen System (Dako) e contra corados com Hematoxilina de Harris. Como controle
positivo foi utilizado secg¢des histoldgicas de casos confirmados de raiva em bovinos. Como
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controle negativo, as mesmas sec¢des foram utilizadas, com substituicdo do anticorpo
primario por PBS+Tween.

Os cinco morcegos foram identificados como M. molossus. Todos foram
encontrados na parte da manha ou final da tarde, prostrados e incapazes de voar, em
diferentes bairros da cidade de Patos. Na necropsia ndo foram observadas lesdes
macroscopicas para justificar os sinais clinicos. Microscopicamente, ndo haviam alteragbes
nos orgaos das cavidades toracica, abdominal e no SNC. Na imuno-histoquimica, o cérebro
dos cinco casos mostraram forte marcacao positiva para a raiva, sob a forma de grandes
cospusculos ou multiplos agregados de granulos no pericario de neurénios em diferentes
areas do enceéfalo, principalmente no cértex cerebral e células de Purkinje do cerebelo (Fig.
1A). Os trés casos submetidos a imunofluorescéncia direta e inoculagdo em camundongos

também foram positivos para a raiva.



Figura 1 - Raiva em morcegos insetivoros M. molossus. A. Cerebelo
mostrando imunomarcacao positiva para o antigeno da raiva no
citoplasma de células de Purkinje (setas). B. Cerebelo sem
imunomarcacao (controle negativo). IHQ pelo método biotina-
estreptavidina-peroxidase, contra-corada com hematoxilina de Harris.
Obj. 400x. Barra = 30um.
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Os resultados deste estudo demonstram que 0s morcegos insetivoros
identificadas como M. molossus estavam infectados pelo virus da raiva, que foi
demonstrado por imuno-histoquimica em cinco casos. Também todos os trés casos
submetidos a IFD e ICC foram positivos. Embora a histopatologia seja uma ferramenta
importante no diagnostico da raiva, em morcegos € raramente usada e os diagnésticos sao
geralmente feitos pela IFD e ICC (FAO, 2011; CDC, 2012). Em outras espécies, a imuno-
histoquimica € um método auxiliar importante para o diagndstico da raiva, especialmente
nos casos em que encefalite ndo supurativa e inclusées virais ndo sao observadas (Maxie
& Youssef, 2007) e, quando ndo €& possivel a realizacdo de imunofluorescéncia e
inoculacdo em camundongos. De acordo com Tao et al. (2008), a sensibilidade e
especificidade do imunohistoquimica sao equivalentes a IFD e RT-PCR.

Uma observacéao importante nesses morcegos foi a auséncia de meningoencefalite
nao-supurativa e corpusculos de inclusaonos cincocasos, sugerindo que a auséncia de
lesbeshistoldgicas, um evento raroem outras espécies (Maxie & Youssef, 2007), é comum
emM.molossus. Em contraste, aos morcegosfrugivoros australianos(Pteropus spp.) onde a
raiva pode causar meningoencefalite e ganglioneuriteassociadas a corpusculosde
inclusaorarosou ausentes(Hooper et ai.1999).Em algumas espécies, como bovinos, a falta
de lesbes histolégicas em casos de raiva tem sido relatadas, mas com positividade para
imuno-histoquimica.

Na maioria dos casos, o0s sinais clinicos em morcegos estdao associados com paresia
ou paralisia, mas em alguns casos, morcegos com raiva também podem apresentar
agressividade (FAQO, 2011). A prostragédo e incapacidade de voo observada nos morcegos
M. molossus estao provavelmente relacionadas com paralisia muscular envolvendo o
sistema nervoso central. De acordo com Uieda et ai. (1995), paralisia muscular € um
achado comum em morcegos infectados com o virus da raiva, o que explica a incapacidade
de voar. Os sinais clinicos em morcegos geralmente refletem as mudangas no
comportamento e fungdo motora progredindo rapidamente a morte em poucas horas ou
dias. Ambas as ordens, Microchiroptera e Megachiroptera, tém sinais clinicos, incluindo
agressividade incomum, tolerancia a humanos, brigas com outros morcegos, aumento da
atividade e permanéncia longe do abrigo durante o dia, mordeduras e vocalizagbes, sendo
muitas vezes encontrados no chao e incapazes de voar (Kotait et ai. 2007).

Todos os morcegos examinados neste estudo fora provenientes de casas na regiao
o que reflete o risco de transmissao da raiva para os seres humanos . Ao longo dos ultimos
anos, 0s morcegos nao hematéfagos tém demonstrado a sua importancia na manutencao
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da raiva no meio urbano, sendo responsaveis pela infeccao acidental de caes e gatos
(Kotait et al., 2007).

A transmissao da raiva aos seres humanos por morcegos frugivoros e insetivoros é
rara, mas tornou-se uma importante fonte em areas onde a raiva em carnivoros domésticos
foi controlada (FAO , 2011) e a raiva transmitida por morcegos hematéfagos nao ocorre. No
Sul do Brasil foi relatada a ocorréncia de raiva em um cao doméstico, causada por uma
variante do virus associada com o morcego insetivoro Tadarida brasiliensis (Batista et al.,
2009). No Chile um caso de raiva humana foi provocada pela mesma variante ( Favi et ai.
2002). A capacidade do virus da raiva de atravessar barreiras entre espécies e infectar
outras espécies, chamada spillover, esta intimamente ligado com a eficiéncia de
sobrevivéncia do virus na natureza (Kotait et al., 2007).

Conclui-se que a raiva ocorre entre morcegos M. molossus na cidade de Patos no
Nordeste do Brasil e que servem como fonte de infec¢ao para os seres humanos e animais
domeésticos. Esses morcegos podem desenvolver a doenca, mesmo sem lesbes
microscdpicas no sistema nervoso central. Também conclui -se que a imunohistoquimica é

uma ferramenta eficaz no diagnéstico da raiva em morcegos insetivoros .
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Aspectos histopatoldgicos da raiva em raposas Cerdocyon thous

Jeann Leal de Aradjo', Antonio Flavio M. Dantas'®,Glauco José N. Galiza?, Pedro
Miguel O. Pedroso?, Maria Luana Cristiny R. Silva', Luciano da Anunciacao Pimentel®,
Franklin Riet-Correa’

Resumo - Sd0 descritos dois casos de raiva em raposas (Cerdocyonthous) provenientes do
municipio de Sao José de Espinharas, Paraiba, Brasil. Os animais foram encontrados
apresentando sinais neurolégicos como andar incoordenado, perda de equilibrio,
acentuado balancar compulsivo da cabeca e aparente fraqueza muscular. Na necropsia,
areas hemorragicas foram observadas na regido do encéfalo, porém os demais orgaos nao
tinham alteragbes macroscopicas. Histologicamente, no SNC havia encefalite nao
supurativa difusa, com presenca de infiltrado inflamatério constituido principalmente por
linfécitos e plasmécitos, formando manguitos perivasculares mononucleares, associada a
discreta gliose e corpusculos de inclusdes eosinofilicos intracitoplasmaticos principalmente
em neurdnios dos cortices, nucleos da base, hipocampo, talamo, coliculos, ponte, quarto
ventriculo, ébex e cerebelo. Meningite e mielite discreta também foram observadas nos
dois casos com raras inclusées virais em neurbnios da medula espinhal. Inflamacao
semelhante também foi observada no ganglio de Gasser e outros nos ganglios nervosos
periféricos. A adrenal e as glandulas salivares demonstraram areas multifocais de discreto
infiltrado inflamatério mononuclear, composto principalmente por macréfagos e
plasmécitos. Na imuno-histoquimica foi observada forte marcacao positiva para raiva no
pericariode neurdnios de diferentes regides do encéfalo, principalmente do cortex cerebral
e em células de Purkinje do cerebelo. Nos dois casos o diagnéstico de raiva foi confirmado
pela imunofluorescéncia e pela inoculagdo em camundongos. Estes resultados
demonstram que as raposas apresentam lesdes histolégicas difusas e severas do sistema
nervoso central e periférico com presenca de corpusculos de inclusao em diversas areas e

gue a imuno-histoquimica pode ser utilizada no diagnéstico da doenca.
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Abstract - Two cases of rabies in foxes ( Cerdocyon thous ) from the city of Sdo José de
Espinharas , Paraiba , Brazil,are described. The animals were found showing neurological
signs such as uncoordinated walking, loss of equilibrium , severe compulsive shaking head
and apparent weakness . At necropsy , hemorrhagic areas were observed in the region of
the brain, but other organs had no gross lesion . Histologically, the CNS had diffuse non-
suppurative encephalitis , with inflammatory infiltrate composed primarily by lymphocytes
and plasma cells , forming mononuclear perivascular cuffs associated with mild gliosis and
eosinophilic intracytoplasmic inclusions corpuscles mainly in neurons of the cortex , basal
ganglia , hippocampus, thalamus , colliculus , bridge, fourth ventricle, obex and cerebellum .
Meningitis and myelitis discrete were also observed in both cases with rare viral inclusions
in neurons of the spinal cord. Similar Inflammation was also observed in Gasser ganglion
and in other peripheral nerve ganglia , the adrenal and salivary glands showed multifocal
areas of mild mononuclear inflammatory infiltrate composed mainly by macrophages and
plasma cells . On Immunohistochemistry, strong positive labeling for rabies in perikaryon of
neurons in different brain regions was observed, especially in the cerebral cortex and in the
Purkinje cells of the cerebellum. In both cases the diagnosis of rabies was confirmed by
immunofluorescence and by mouse inoculation test . These results demonstrate that foxes
have diffuse and severe histological lesions in the central and peripheral nervous system
with the presence of inclusion bodies in different areas and immunohistochemistry can be
used in the diagnosis of disease.

Keywords:Canids, Lyssavirus, wild animals, histopathology
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Introducao

Varios canideos silvestres sdo considerados reservatdrios do virus rabico, como por
exemplo a raposa vermelha (Vulpes vulpes), distribuida mundialmente na Europa, América
do Norte, norte da Africa e na Australia. Estudos epidemiolégicos mostram que a
ocorréncia dos surtos de raiva em raposas podem variar dependendoda populagdo de
animais por Km? (Childs & Real, 2007).

No Nordeste do Brasil dois canideos silvestres ja foram relatados como reservatorios
do virus rabico Cerdocyon thous (crab-eating fox, cachorro-do-mato) e Pseudalopex vetulus
(hoary fox, raposa cinzenta) (previamente denominada Dusicyon vetulus) (Carnieli Jr.,
2008). Os canideos selvagens estdo amplamente distribuidos no Pais, especialmente na
regido Nordeste, essa relacdo de proximidade entre o homem e animais selvagens
aumenta o risco de transmisséo para o homem e animais domésticos (Gomes, 2004).

Existem relatos de casos de raposas com raiva e transmissao para humanos nos
estados do Ceard, Paraiba, Pernambuco, Bahia e Minas Gerais (Araujo, 2002).

No ciclo silvestre terrestre, o virus pode utilizar como reservatorios naturais
diferentes espécies, as quais podem variar em funcdo da fauna da regido geografica.
Variantes diferentes do virus podem infectar uma mesma espécie em nichos
geograficamente distintos. Desta forma, na Europa, o reservatério natural do virus é a
raposa vermelha (Vulpes vulpes). JA na América do Norte, além de espécies de raposas
(V. vulpes, Urocyon cineroargenteus), gambas (Mephitis mephitis) e guaxinins (Procyon
lotor) sdo considerados hospedeiros naturais do virus. No Brasil, este ciclo é representado
principalmente por raposas (Cerdocyon thous) ou saguis (Callithrix jacchus). Dos 329 casos
de raiva notificados no periodo de 2002 a 2009, cerca de 88% eram de canideos silvestres,
todos ocorridos na regido Nordeste, onde muitos desseseram mantidos como animais de
estimacao. No Brasil, os canideos silvestres foram responsaveis por 7,9% dos 165 ébitos
de humanos com raiva, no periodo de 1986-2006. No Estado da Paraiba entre os anos de
2007 e 2010, foram notificados sete casos de raiva em céaes e gatos, e cinco casos em
canideos silvestres (SVS/MS, 2012).

O diagnéstico da raiva em raposas geralmente é realizado através das técnicas de
imunofluorescéncia direta (IFD) e inoculagdo intracerebral em camudongos (ICC).
Entretanto, até o momento, ndo existem estudos detalhados de descricao histopatoldgica e
imuno-histoquimica em raposas acometidas por essa doenca. Portanto, o objetivo do
presente trabalho é a caracterizacdo dos achados patolégicos e imuno-histoquimicos de
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raposas com raiva encaminhadas ao Laboratério de Patologia Animal(LPA) da

Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) em Patos, semiarido da Paraiba, Brasil.

Material e Métodos

As raposas utilizadas foram encaminhas mortas para o LPA da UFCG, realizada a
identificacédo fenotipica da espécie através da analise de aspectos morfolégicos do animal
com base no Guia de ldentificacdo de Canideos brasileiros proposto por Ramos Jr. et al
(2003) e posteriormente necropsiadas. Foram coletados fragmentos de o6rgdos das
cavidades toracica e abdominal, glandulas salivares, globo ocular e ganglio de Gasser,
além do sistema nervoso central (SNC) que foi coletado inteiro e fixado em formol
tamponado a 10%. Posteriormente foram realizados cortes seriados do encéfalo, medindo
cerca de 0,5 cm de espessura e clivados 16 fragmentos do SNC identificados: 1) cértex
frontal, 2) cértex parietal, 3) cértex temporal, 4) cértex occipital, 5) nucleos da base, 6)
hipocampo, 7) talamo, 8) coliculo rostral, 9) coliculo caudal, 10) ponte, 11) quarto
ventriculo, 12) 6bex, 13) cerebelo, 14) medula cervical, 15) medula toracica e 16) medula
lombar. Para a confeccdo das laminas histologicas, os fragmentos foram clivados e
processados rotineiramente, sendo por ultimo coradas pela hematoxilina e eosina (HE).

Seguindo as técnicas estabelecidas por Dean et al.(1996) e Koprowski (1996), para
a realizacdo de IFD e ICC, respectivamente, fragmentos do cérebro, cerebelo, tronco
encefalico, medula espinhal e glandulas salivares das raposas foram enviados para a
execucao dessas técnicas. O material foi encaminhado para o Laboratério de Virologia da
UFCG.

Blocos de parafina com fragmentos do hipocampo foram selecionados e submetidos
a técnica de IHQ para a deteccao do virus da raiva. Ap6s desparafinizanacao e reidratacao
dos tecidos, foi realizada recuperagao antigénica com solucéo de citrato (pH 6,0) em forno
micro-ondas, em poténcia maxima, por dez minutos. Como anticorpo primario foi utilizado o
anticorpo policlonal para raiva produzido em cabras marcado com FITC (anticorpo
conjugado de isotiocianato de fluorescéncia [Chemicon #5199]), diluido 1:1000 em
PBS+Tween, e incubado por 60 minutos a 37 C°. O anticorpo secundario biotilinilado e o
complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (LSAB+System HRP, Dako) foram utilizados
consecutivamente, incubados a temperatura ambiente por 30 minutos e marcados através
da adigao do Liquid DAB + Substrate — Choromogen System (Dako) e contracorados com
Hematoxilina de Harris. Como controle positivo foi utilizado secg¢des histolégicas de casos
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confirmados de raiva em bovinos. Como controle negativo, as mesmas seccbes foram

utilizadas, com substituicao do anticorpo primario por PBS+Tween.

Resultados

O diagnéstico da raiva em raposas foi realizado através dos achados
histopatoldgicos caracteristicos da doenga, observados no SNC e confirmados pela IFD,
ICC e IHq.

Esses casos ocorreram em anos distintos, sendo o primeiro em maio de 2010 e o
segundo em abril de 2013. As duas raposas enviadas foram identificadas como
pertencentes a espécie Cerdocyon thous. Segundo informacdes obtidas dos moradores da
zona rural do Municipio de Sao José de Espinharas - PB, local onde os animais foram
encontrados, as raposas foram submetidas a eutanasia apés terem sido vistas com sinais
nervosos caracterizados por incoordenacgédo, perda de equilibrio, acentuado balangar
compulsivo da cabecga e aparente debilidade muscular.

Macroscopicamente as duas raposas apresentavam multiplas laceracdes cutaneas,
fraturas 6sseas e rupturas de érgaos abdominais provenientes de traumatismos. Os vasos
das leptomeninges estavam levemente congestos.

Histologicamente  verificou-se  reacdo inflamatéria  mononuclear  aguda,
principalmente no SNC, variando o grau de intensidade e sua localizacao (Tabela 1). Havia
encefalite ndo supurativa, caracterizada pela presenca de infiltrado inflamatério constituido
principalmente por linfécitos e plasmédcitos, formando manguitos perivasculares
mononucleares (Figura 1A), associada a discreta gliose e corpusculos de inclusdes
eosinofilicos intracitoplasmaticos principalmente em neurbnios dos cértices, nlcleos da
base, hipocampo (Figura 1B), talamo, coliculos, ponte, quarto ventriculo, ébex e cerebelo.
Meningite e mielite discreta também foram observadas nos dois casos com raras inclusées
virais em neurénios da medula espinhal.

Inflamacao semelhante também foi observada nos ganglios nervosos periféricos, glandulas
salivarese adrenal dos dois casos. Havia infiltrado inflamatério principalmente de linfécitos
e plasmdécitos entre os feixes nervosos do ganglio de Gasser, caracterizando ganglioneurite
ndo supurativa (Figura 1C), associada a raras inclusdes virais intracitoplasmaticas em
neurdnios. Ganglioneurite ndo supurativa também foi observada no géanglio ciliar do
primeiro caso. Infiltrado linfo-plasmocitario também foi encontrado nas glandulas salivares
(Figura 1D) e nas adrenais dos dois casos, caracteristicos de adenite e adrenalite ndo
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supurativa. Corpusculos de inclusées raramente foram verificados em agregados de

neurénios distribuidos perifericamente a essas estruturas glandulares.

Figura 1 - Lesdes histologicas de raposas com raiva. (A) Cértex occipital mostrando manguitos

mononucleares perivasculares e corpusculos de Negri (seta). (B) Hipocampo com multiplos
corpusculos de Negri (setas). (C) Ganglio de Gasser com infiltrado inflamatério mononuclear. (D)

Glandula salivar com inflamagao n&o supurativa.

No exame de IFD e na ICC o resultado foi positivo em todos os fragmentos para o
virus da raiva.

Pela imuno-histoquimica os dois casos marcaram fortemente com anticorpos para
raiva, demonstrando multiplos agregados de granulos distribuidos no pericario, como
também na forma de corpusculos grandes, unicos ou multiplos no citoplasma de neurénios.
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de cortex (Figura 2A) e ponte (Figura 2B). No controle negativo nao foram

observadas nenhum tipo de imunomarcacao (Figura 2C).

" Figura 2 - Secdes do encéfalo de raposas com raiva,

;'* submetidas a técnica de imuno-histoquimica. (A)

¢ *» distribuidos no pericario e  prolongamentos

citoplasmaticos de  neurbnios, caracterizando
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Tabela 1 - Distribuicao das lesdes no SNC de raposas (Cerdocyon thous) com raiva de acordo

com a intensidade da resposta inflamatoria e presenga de corpusculos de Negri.

CORTE REGIAG DO SNC MEN[NGITE MANGUITOS INCLUSOES

A1 /A2* A1*/A2** A1*/A2**

1 Cortex Frontal +/+ +/+ +++/++

2 Cortex Parietal +/+ +/- ++/+

3 Cértex Temporal +/+ ++/+ +++/+++

4 Cértex Occipital +/+ +/- +/+

5 Nucleos da base +/- +/- +++/++

6 Hipocampo +/- ++/- +++/+++

7 Talamo +/+ ++/+ +++/+

8 Coliculorostral +/- ++/+ +/+

9 Coliculo caudal +/- +/+ ++++

10 Ponte +/- ++/+ +/+

11 Quarto Ventriculo -/- +/+ ++/+

12 Obex +/- +/+ +/+

13 Cerebelo ++/- +/- ++/-

14 Medula cervical -/- +/- ~/-

15 Medula toracica -/- +/- -/+

16 Medula lombar ~/- ++/- +/+

*Animal 1. **Animal 2. -: Sem lesao. +: Lesdo discreta. ++: Lesdo moderada. +++: acentuada.

DISCUSSAO
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Apesar dos achados histopatolégicos encontrados nas raposas serem semelhantes
ao que sao observados em outras espécies, a severidade das lesdes inflamatorias e a
grande quantidade de corpusculos de inclusdo no tecido nervoso € uma caracteristica
marcante, independente da resposta inflamatéria. A inflamacdo nédo supurativa e a
presenca de inclusées observadas nos ganglios nervosos periféricos encontrados ao redor
ou dentro do tecido das glandulas salivares e das adrenais, semelhantemente a reagao
inflamatéria observada no SNC, podem auxiliar no diagnostico dessa patologia,
principalmente nos casos em que nao sdoobservadas inclusdes no SNC. As glandulas
salivares também tem sido um importante érgao para a realizagdo do isolamento viral do
Lyssavirus, como o proposto por Silva et al.(2009) que encontrou positividade para as
glandulas salivares parétidas das 12 raposas testadas em seu trabalho.

Diferentemente dos herbivoros, onde geralmente as principais lesdes sao
cerebelares, os carnivoros tendem a apresentar lesbes mais intensas na regidao de
hipocampo, entretanto, de forma semelhante aos bovinos, pode haver areas com pouca ou
ausente reacao inflamatéria (McGavin & Zachary, 2009). Um aspecto importante da analise
histopatolégica é a realizacdo de cortes seriados do sistema nervoso central, uma vez que
a localizacao e intensidade das lesées pode variar entre as regides do SNC, ndo havendo
uma uniformidade.

A forte marcacao nos neurbnios do hipocampo no presente trabalho através da
imuno-histoquimica, difere dos achados de Stein et al. (2010) que encontraram uma
marcacao moderada no hipocampo de raposas da espécie Urocyon cinereoargenteus e
Vulpes vulpes.

Apesar das implicacdes legais, muitas pessoas tem o habito de criar raposas e
outros animais silvestres no Nordeste brasileiro. Essa tradicdo aumenta significativamente
o risco de transmissdo da raiva para humanos e outros animais. No ano de 2012, duas
pessoas morreram no Nordeste vitimas de raiva transmitidas por animais silvestres
(SVS,MS 2012). No Estado da Paraiba, a raposa tem sido o animal silvestre com mais
numeros de agressdes contra humanos, havendo no periodo de 2000 a 2003, cerca de 24
casos de agressdes de humanos por raposas (Gomes, 2004).

Mochizuki et al. (2012) propéem que a ocorréncia de raiva em herbivoros nos
Estados da Paraiba e Pernambuco é causada principalmente por uma variante do virus
chamada de RABYV, relacionada a morcegos hematéfagos e que ela esta circulante nessa
area do Nordeste por pelo menos 7 anos, isolada por barreiras geograficas. Gomes et al.
(2012) sugerem a presencga de duas ramificagdes de Lyssavirus na regido da Paraiba: Uma
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associada com quirdpteros e outra com carnivoros. Entretanto, existe uma variabilidade
genética nessas ramificagées, subdividindo o grupo de quirdpteros em “morcegos
insetivoros” e “morcegos hematéfagos”, e o grupo do carnivoros em “cao”, “raposa 1” e
‘raposa 2” (esta mais proxima do grupo “cdo”). Essa existéncia de variabilidade entre as
ramificacdes das variantes do virus rabico sugere que pelo menos dois grupos de virus
coexistem na mesma regido e apesar de somente a variante de morcegos hematoéfagos ter
sido incriminada como causadora da raiva em herbivoros, a criagdo de animais silvestres
como animais de estimacao no Nordeste favorece o risco de transmissao da doenca para
0s animais de producdo, sugerindo um papel importante das raposas nesse cenario.
Segundo Bernardi et al. (2005), a presenga da variabilidade genética das variantes de
raposas, sugerem que estes animais tem um papel muito mais importante na manutencao
e disseminagao da raiva no Brasil do que antes se pensava, tendo uma implicacdo de
Saude Publica significante ja que nessa regido o monitoramento desses animais é muitas
vezes ineficiente ou ausente, e a pratica da vacinacao de animais silvestres ndo tem sido
empregada no pais.

O diagnostico da raiva em raposas pode ser realizado pelos achados
histopatolégicos caracteristicos do SNC, auxiliado pela avaliagdo dos ganglios nervosos
periféricos, glandulas salivares e adrenal que também podem apresentar lesdes
microscépicas semelhantes. E que exames laboratoriais devem ser realizados, como IFD,

ICC e IHq para a confirmacao da doenca.
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CONSIDERACOES FINAIS

A realizacdo dos dois trabalhos permitiu um melhor entendimento do papel dos
morcegos insetivoros (Molossus molossus) e raposas (Cerdocyon thous) como
reservatérios do virus da raiva e importante fonte de transmissao da doenca para outros
animais e para o homem na regido do semiarido paraibano.

Os morcegos insetivoros podem desenvolver a raiva, mas nao serem observadas
alteracbes histopatoldgicas caracteristicas no encéfalo, sendo, portanto, necessario a
realizacédo de IFD, ICC e IHq para a confirmacao da doenca.

As raposas apresentam lesdes histopatoldgicas caracteristicas da raiva no SNC,
semelhantes aos achados encontrados em outros animais infectados com o virus da raiva,
mas também com alteracbes inflamatdrias importantes nas glandulas salivares, ganglios

nervosos periféricos e nas adrenais que podem auxiliar no diagnéstico da doenca.
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