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Apresentacao

Com a crescente globalizacdo dos mercados a manutencao da saude dos rebanhos
tornou-se fundamental para a preservacdo do patrimoénio pecuario de paises como o Brasil. Atu-
almente o comércio internacional estabelece exigéncias sanitarias rigidas, que constituem obs-
taculos maiores do que as barreiras tarifarias. Dentro desse quadro a iniciativa privada nao tera
condigdes de competir no mercado globalizado de oferta de produtos de qualidade sem que
haja o concurso de um eficiente servico de defesa sanitaria atestando a qualidade da matéria-
prima e dos produtos, atuando como parceiro essencial dos segmentos de exportacdo.

Durante a Ultima década a epidemia de Encefalopatia Espongiforme Bovina - EEB, regis-
trada no Reino Unido e, subseqiientemente, em outros paises europeus, causou enormes pre-
juizos ao setor pecuario, em conseqiiéncia, principalmente, da elevada percepcao de risco em
relacdo a doenca, que resultou em acentuada reducdo do consumo de carne bovina naquele
continente.

Embora o risco associado a EEB no Brasil seja extremamente reduzido, a adocdo de
medidas sanitarias para prevenir a sua introducdo no Pais é imprescindivel, pois a sua ocorréncia
causara prejuizos imensuraveis a pecudria nacional, além do risco para a satde humana, atin-
gindo repercussoes sociais e econdmicas elevadissimas.

Assim, desde o aparecimento da EEB no Reino Unido, as autoridades sanitarias bra-
sileiras preocuparam-se em evitar a sua introducdo no Pais, mediante a adocdo de medidas
sanitarias que envolveram, entre outras, restricoes a importacao de animais susceptiveis e de
seus produtos originarios de paises considerados de risco para a enfermidade, o rastreamento
de animais anteriormente importados desses paises e a proibicdo da utilizacdo de proteina de
origem animal na formulagdo de alimentos destinados aos ruminantes.

A valorizacdo e a qualificacdo dos servicos de defesa sanitaria animal, como elementos
fundamentais no processo de avaliacdo e certificacdo da condicdo sanitaria dos rebanhos, sdo
os pilares para a credibilidade internacional. Por sua vez, o processo de tomada de decisdo,
relacionado a manutencao de eficiente gestao de toda a estrutura sanitéria, envolve a presenca
de profissionais permanentemente informados , motivados e avaliados, participando de uma
organizacdo voltada as atividades fundamentais que devem no minimo considerar:

- a obtencdo constante e permanente da informacao referente ao espaco sob atencao,
e 0 seu processamento de forma sistematica e oportuna;

- a andlise e elaboracdo de documentos informativos e de apoio ao sistema;

- 0 armazenamento dos dados nos niveis locais e centrais determinados;

- a retroalimentacdo do sistema de vigilancia e prevencao, considerando todos os
atores sociais envolvidos.

Nesse contexto, o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento , alicercado em
legislacoes especificas, implantou o sistema nacional de vigilancia para as Encefalopatias Espon-
giformes Transmissiveis - EET, que recebe agora o suporte deste manual, que, além da padroni-
zacdo de acoes, tem por objetivo oferecer subsidios técnicos para a vigilancia das sindromes
neuroldgicas a todos os Médicos Veterinarios Oficiais e aos profissionais autdnomos envolvidos
nos programas de sanidade animal, fornecendo garantias do estado sanitario de nosso rebanho
e disponibilizando as autoridades sanitarias brasileiras um valioso instrumento para a manuten-
¢do do Brasil como pais livre da EEB.
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ENCEFALOPATIA ESPONGIFORME BOVINA:
COMPREENDENDO ESSA DOENCA

| - Definicao

A encefalopatia espongiforme bovina - EEB - (em inglés, BSE, sigla para
bovine spongiform encefalopathy), conhecida como “doenca da vaca louca” - é
uma condicdo degenerativa cronica e transmissivel do sistema nervoso central
(SNC) de bovinos caracterizada clinicamente por nervosismo, reacdo exagerada a
estimulos externos e dificuldade de locomocao, principalmente nos membros pél-
vicos®.

As alteragoes espongiformes encontradas no exame microscépico deram o
nome a doenca. O agente da EEB é extremamente resistente ao calor, aos proces-
sos convencionais de esterilizacdo e nao induz resposta imune ou inflamatéria. A
doenca ja foi relatada em bovinos de cerca de 20 paises, embora acima de 90% dos
casos tenha ocorrido na Gra-Bretanha. A EEB faz parte de um grupo complexo de
doencas neurodegerativas que afetam pessoas e animais, conhecidas como ence-
falopatias espongiformes transmissiveis (EETs). As principais caracteristicas das
EETs encontram-se na Tabela 1. As principais EETs de pessoas e animais sao 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 varios componentes. Desses, a fracdo mais infecciosa demonstrou possuir gran-
des quantidades de uma determinada proteina que ndo era destruida pelas pro-
teases (enzimas que dissolvem as proteinas). Essa proteina, batizada como prion
(do inglés proteinaceous infectious particle, com o “i” e o “0" trocados por con-
veniéncia lingliistica) ou PrP (prion protein)’, ndo era encontrada em cérebros de
hamsters normais. A seqiiéncia de aminoacidos da PrP era a mesma que a de uma
proteina encontrada em quantidades iguais em cérebros infectados e nao infecta-
dos, mas que, ao contrario da PrP, podia ser degradada por enzimas proteoliticas.
Havia, portanto, duas formas (apresentagoes estruturais) da mesma proteina. A
forma encontrada apenas nos cérebros dos animais infectados foi subsequente-
mente denominada PrP*¢ (onde sc significa scrapie, a doenca protétipo das EETs).
A forma encontrada tanto nos cérebros infectados como nos nao infectados foi
chamada de PrP¢ (onde c significa celular, i.é, propria das células normais)’. Varias
evidéncias acumuladas até os dias de hoje indicam que a proteina PrP*¢ seja o
agente etioldgico das EETs, embora outras teorias como a do virus e a do virino
ainda persistam.
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A PrP< é glicoproteina normal da membrana plasmatica da célula e ocorre na maio-
ria das células, mas predominantemente nas células do SNC. A PrP¢ é transformada
na isoforma anormal PrP*¢ que se acumula no SNC e produz a doenca.

O agente das EETs é extremamente resistente a inativacdo por calor (1
hora a 360° C de calor seco), radiacdo ultravioleta e substancias quimicas.

Estudos da patogenia das EETs, baseados em experimentos com scrapie
indicam que, quando se usam as rotas periféricas da infeccao, o agente replica
inicialmente no baco e linfonodos e chega ao cérebro provavelmente por via
das fibras simpaticas dos nervos das visceras que sao conectados a porcao
média da medula espinhal toracica'®. Da medula o agente progride para o cére-
bro numa velocidade de um milimetro por dia. Uma vez no SNC, a infectividade
pode passar centrifugamente para os tecidos periféricos.

A presenca do agente das EETs nos tecidos é determinada pela inocula-
¢ao de camundongos com o material a ser testado, o que pode levar 700 dias.
A EEB tem sido transmitida experimentalmente a varias espécies. Em bovinos
naturalmente afetados, o agente foi encontrado no encéfalo, medula espinhal
e retina. Em bovinos afetados experimentalmente, a porcao distal do ileo, a
medula 6ssea, os ganglios do nervo trigémeo e os ganglios das raizes dorsais
dos nervos espinhais também mostraram infectividade. Nao foram encontradas
evidéncias 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 Gra-Bretanha, em 1986'°,
mas dados epidemioldgicos e revisdes de arquivos de preparacdes histologicas
deram conta da ocorréncia de casos j4 em 1985'3 e alguns estudos sugerem
gue casos possam ter ocorrido ja na década de 70. A grande maioria dos bovi-
nos afetados por EEB pertence a rebanhos da Gra-Bretanha. Sao oficialmente
cerca de 180.000, desde 1986, distribuidos por 35.000 rebanhos, numa média
1 a 2 casos por rebanho afetado’3. Fora da Gra-Bretanha, a doenca foi confir-
mada num numero relativamente pequeno (cerca de 2.800) de bovinos nati-
vos da Alemanha, Austria, Bélgica, Canada, Dinamarca, Eslovaquia, Eslovénia,
Espanha, Finlandia, Franca, Grécia, Irlanda, Israel, Italia, Japdo, Liechtenstein,
Luxemburgo, Paises Baixos, Polonia, Portugal, Republica Tcheca e Suica. Com
excecao de algumas poucas dezenas de casos, todos os 2.800 bovinos afetados
fora da Gra-Bretanha sao nativos. Em alguns paises ocorreram casos somente
em bovinos importados, como foi o caso de Ilhas Malvinas e Oman. Informa-
¢Oes atualizadas podem ser obtidas no endereco eletronico da Organizacao
Mundial de Sanidade Animal - OIE (www.oie.int).
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Embora nao exista predilecdao por raca ou sexo ou por questoes de
manejo, a doenca na Gra-Bretanha ocorre principalmente em vacas de leite,
entre 3 e 6 anos de idade.

A EEB foi adquirida pelos bovinos através da alimentacdo com ra¢oes de
farinha de carne ou de osso contaminadas pelo agente etiolégico. A fonte da
infeccdo poderia ser ovinos contaminados por scrapie ou bovinos afetados por
uma forma esporadica da doenca, até entdo ndo detectada. A entrada dos pri-
meiros bovinos contaminados na cadeia alimentar por certo aumentou a epide-
mia. Alteracbes nos processos de fabricacdo dessas racoes de farinha de carne
ou de osso, ocorridas no fim da década de 1970 e inicio da década de 80,
podem ter contribuido para o aparecimento da doenca'3. A ingestdao de menos
que um grama de cérebro de um animal contaminado é suficiente para produ-
zir a doenca. Nao ha evidéncia de que a EEB se dissemine horizontalmente, mas
sugere-se que a transmissao materna ou vertical possa acontecer. No entanto,
acredita-se que isso ocorreria em niveis muito baixos, insuficientes para perpe-

tuar a epidemia’3.

4 - Sinais clinicos

O periodo de incubacdo da EEB (tempo decorrido desde que o animal
foi infectado até o aparecimento dos primeiros sinais clinicos) é de 2 a 8 anos
(média 5 anos), embora periodos de incubacdo mais longos tenham sido relata-
dos. Apoés o aparecimento dos sinais clinicos, a doenca evolui invariavelmente
para morte num curso de 3 semanas a 6 meses. Bovinos afetados por EEB
sofrem de degeneracao progressiva do sistema nervoso central e podem apre-
sentar alteracbes do temperamento, da sensibilidade e da locomocao?82:12,
Sinais clinicos gerais incluem decréscimo na produgao de leite e perda de peso,
apesar da manutencao do apetite.



a. Disturbios no comportamento.

Incluem nervosismo, medo ou agressividade, postura anormal, incoor-
denacao e dificuldade em levantar. Bovinos com EEB sdo freqlientemente muito
nervosos, alerta e excitaveis, alteracdes que podem se manifestar por um tipo
de movimento espasmédico de todo o corpo. Esses disturbios do comporta-
mento sao mais evidentes quando o animal é excitado. Sinais clinicos possiveis
de ocorrer também sao salivacao e um olhar assustado com olhos esbugalha-
dos. Por vezes o animal apresenta ranger de dentes. Outros sintomas incluem
lamber frequiente do focinho e franzir do nariz. Alguns bovinos também exibem
movimentos nervosos das orelhas. Nos estagios terminais da EEB, o animal tem
dificuldade em levantar-se ou pode permanecer em decubito permanente.

b. Disturbios na sensibilidade.

Bovinos com EEB comumente apresentam disturbios na sensibilidade,
reagindo exageradamente ao toque (alteracdo mais comum), ao som e a luz.

c. Disturbios na locomocgao.

Andar rigido, incoordenacao, hipermetria e ataxia generalizada sao
sinais freqlientes 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 decubito.

5 - Achados de necropsia e histopatologia

Nao ha lesbes macroscopicas diretamente relacionadas a doenca, mas
as lesdes microscopicas da EEB sdo altamente especificas. Sdo lesdes degenera-
tivas, simétricas e bilaterais e localizam-se em certas regides da substancia cin-
zenta do tronco encefalico''2. Essas alteracbes caracterizam-se basicamente
por vacuolos que dao o aspecto espongiforme a substancia encefalica.

A
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Existem achados incidentais que devem ser considerados com cuidado
no exame histolégico de bovinos. Vacuolos no citoplasma dos neurénios do
nucleo vermelho do mesencéfalo sdo um achado incidental comum em cére-
bros de bovinos e encontrados em 64% de encéfalos de bovinos normais>.
Quando encontrados somente nesse local, ndo devem ser levados em conta no
diagnéstico da BSE'"'2. Inflamacbes nao-purulentas inespecificas (manguitos
perivasculares) sdo encontradas em cerca de 30% de bovinos adultos normais®
e podem resultar de infeccdes subclinicas ou latentes. Da mesma forma, apare-
cem granulos intracitoplasmaticos de cerdide-lipofuscina nos neurénios. Esses
achados parecem nao ser significativos'? e devem ser considerados achados
incidentais.

6 - Diagnostico

Atualmente nao ha teste para detectar a doenca no animal vivo. A
doenca pode ser confirmada pelo exame microscépico do tecido encefalico ou
pela deteccao da forma anormal do prion (PrP*). Isso pode ser feito por micros-
copia eletrénica ou por métodos imunolégicos. Quando extratos de cérebros de
animais afetados com EETs sdo examinados ao microscépio eletrénico, as PrPs¢
(prions) aparecem como estruturas em forma de bastonete denominadas SAFs
(scrapie associated fibrils). Métodos imunolégicos incluem a deteccao da pro-
teina (PrP*%) por imunoistoquimica ou por western immunobloting® e os cha-
mados testes rapidos em ELISA ou immunoblotting®.

Atualmente, no Brasil, o diagndstico é realizado pelo exame histolégico
de cortes selecionados do tronco encefalico e por imunoistoquimica. Para
ambos os testes é suficiente o envio do cérebro, fixado conforme especificado
no informativo Procedimentos para o Diagndstico das Doencas do Sistema Ner-
voso Central de Bovinos.

7 - Controle, profilaxia e tratamento

Nao ha tratamento ou vacina para impedir o aparecimento da doenca.
Medidas para prevenir a introducao de casos incluem nao importar ruminantes
e seus produtos de paises considerados de risco para a EEB, nao alimentar rumi-
nantes com proteina de origem animal, com cama de frango, com residuos da
exploragao de suinos e impedir a permanéncia de carcacas no campo.
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8 - Dados sobre o sistema de vigilancia brasileiro

A producao de leite e de carne bovina no Brasil é feita quase que exclu-
sivamente pela criacao e engorda de animais a pasto. A suplementacao alimen-
tar, quando ocorre, é feita com proteina vegetal, tornando remota a difusao da
EEB no pais.

No entanto, desde o aparecimento da doenca no Reino Unido (RU),
as autoridades sanitarias brasileiras preocuparam-se em proteger o pais da
entrada da EEB, visando preservar o patriménio pecudrio e a saude publica.
Foram tomadas medidas sanitarias como a restricao a importacao de animais
susceptiveis e seus produtos, quando originarios de paises de risco, o rastrea-
mento dos animais importados desses paises e a imposicao de restricoes a for-
mulacao de alimentos destinados aos ruminantes.

E grande o nimero de produtos para uso humano que sao obtidos
de tecidos de varias espécies de ruminantes. Essas substancias de origem
animal sao utilizadas como componentes na producao de medicamentos, cos-
méticos, produtos biolégicos e outros insumos para saude humana. Diversas
medidas sanitarias foram adotadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sani-
taria - ANVISA (www.anvisa.gov.br/vacalouca/index.htm) com objetivo de pro-
teger a saude da populacdo, garantindo a seguranga sanitaria de produtos e
servicos.

O Governo Brasileiro nao importou farinha de carne e ossos dos paises

considerados de risco para a EEB, tendo como Unica e eventual fonte de risco
os bovinos importados desses paises, nos quais ndo foram detectados sinais
de EEB. Considerando que as importacdes ocorreram entre 10 e 23 anos atras
(tempo consideravelmente mais longo do que o periodo médio de incubacao
da doenca), a possibilidade que esses bovinos venham a desenvolver EEB é
remota. Nao obstante, todos os bovinos importados, assim como seus descen-
dentes, vém sendo acompanhados, inclusive com analises laboratoriais.
Na Tabela 4, estao relacionados os tipos de populagdes bovinas avaliadas no
sistema de vigilancia 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 clinicos de doenca neuroldgica. Essa cifra é de longe superior aos
433 encéfalos de bovinos com sinais clinicos nervosos que a OIE recomenda
examinar.

Os paises que mantém comércio de produtos de origem animal com
o Brasil, consideraram satisfatorias as garantias fornecidas pelo governo brasi-
leiro sobre os bovinos importados e quanto a estabilidade de nosso sistema de
vigilancia, classificando o risco da importacao desses produtos e bovinos como
desprezivel.
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COLETA DO ENCEFALO DE BOVINOS PARA EXAME
LABORATORIAL

1 - Introducao

A encefalopatia espongiforme bovina (BSE), conhecida em todo o
mundo como “doenca da vaca louca”, € uma doenca degenerativa cronica que
afeta o sistema nervoso central de bovinos. A doenca foi diagnosticada pela
primeira vez na Gra-Bretanha em 1986’2 e causou grande impacto econémico
na pecuaria do Reino Unido. Foi também confirmada em bovinos nativos da
Austria, Bélgica, Canada, Republica Tcheca, Dinamarca, Eslovaquia, Eslovénia,
Espanha, Finlandia, Franca, Alemanha, Holanda, Italia, Irlanda, Israel, Japao,
Liechtenstein, Luxemburgo, Portugal e Suica. A preocupacao de que a BSE apre-
sentasse risco para os consumidores de carne bovina esteve presente desde o
inicio da epidemia na Inglaterra. Essa preocupacao atingiu niveis extremamente
altos quando, na terceira semana de marco de 1996, num comunicado ao par-
lamento inglés, o Secretario do Estado da Saude da Inglaterra anunciou que
a ocorréncia de uma nova variante da doenca neuroldgica de humanos, Creut-
zfeldt Jakob (CJD), era provavelmente relacionada a BSE'2. Um dos resultados
dessa crescente preocupacao é que as autoridades sanitarias internacionais
estao solicitando dos paises exportadores de carne que apresentem evidéncias
de que seus rebanhos sao livres da doenca. Isso equivale a dizer que esses
paises devem ter um controle capaz de atestar que seu rebanho bovino é livre
de BSE, identificar as doencas que afetam os sistema nervoso central e reconhe-
cer casos de BSE, se eles ocorrerem.

O objetivo deste manual é fornecer uma orientacdo para coleta de
material para o diagnodstico histolégico de BSE e de outras doencas do
sistema nervoso de bovinos. Embora a BSE nao ocorra no Brasil, é necessario
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manter-se um esquema de vigilancia para essa doenca. Constam aqui instru-
¢Oes para o exame preliminar do tecido nervoso, selecao e remessa ao labo-
ratorio de diagnostico. As enfermidades que afetam direta ou indiretamente
o sistema nervoso de bovinos no Rio Grande do Sul foram revisadas recente-
mente’® e presume-se que a distribuicdo no restante do Brasil seja, pelo menos,
semelhante, com variacdes quanto a prevaléncia das doencas em certas regi-
Oes. Essas doencas serao levadas em consideracao na coleta do material.

Para que o exame do sistema nervoso de bovinos atinja um numero
significativo de casos, espera-se poder contar com o material recebido pela
rede de diagndstico para raiva, ja existente no pais. Por essa razao, procurou-se
incluir instrucoes que contemplem a coleta de material, possibilitando o exame
para o diagnostico de raiva, da BSE e de outras enfermidades do sistema ner-

voso de bovinos'©.

2 - Recomendacoes gerais

2.1 As doencas do sistema nervoso central (SNC) freqlientemente nao apresen-
tam lesdes Obvias a necropsia. Por isso, o patologista que examina o material
no laboratério depende de um histérico e de observacoes clinicas confiaveis
para orientacdo sobre a natureza da doenca neuroldgica®. Um formulario com
os principais dados referentes ao(s) animal(ais) afetado(s), aos achados epi-
demioldgicos e clinicos e aos principais achados de necropsia deve ser preen-
chido (Anexo 1). A remocao e coleta de amostras do sistema nervoso requerem
tempo e esforco. E, portanto, necessario estabelecer critérios para realizacao
dessas tarefas. Se nao houver sinais clinicos e histérico sugestivos de doenca
neuroldgica, é pouco provavel que o exame do sistema nervoso revele lesoes
significativas. Nos casos em que nao ha historico clinico ou ele é pouco preciso
ou quando a morte do animal ocorreu sem sinais premonitoérios, recomenda-se
0 exame neuropatoldgico.

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 fixacao do material. Esses
dados sao importantes para a realizacao do exame neuropatolégico. Doencas
gue oferecem risco para a saude humana (por ex., raiva, listeriose) devem ser
consideradas antes da realizacao dos exames e os cuidados necessarios devem
ser tomados. O uso de luvas de borracha e de um visor (6culos) durante a aber-
tura do cranio é recomendado.
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2.3 Se o material for destinado ao exame histolégico, é extremamente impor-
tante que o manuseio do tecido nervoso ainda nao-fixado seja 0 minimo possi-
vel. O exame macroscépico detalhado deve, por isso, ser feito apds a fixacao. O
manuseio do tecido nervoso nao-fixado causa artefatos que prejudicam a ava-
liacao histologica das lesoes.

2.4 Tanto quanto possivel, o exame macroscopico sistematico do encéfalo deve
ser feito no 6rgao fixado (a fixacdo endurece os tecidos). Isso facilita a selecao
de areas apropriadas para o diagnéstico de doencgas especificas e permite que
se determine a distribuicao das lesdes. A distribuicao das lesdes no sistema
nervoso (i.é, bilaterais, simétricas, focais, multifocais, na substancia branca, na
substancia cinzenta) é caracteristica para varias doencas e deve ser anotada.
Muitas vezes o encéfalo nao pode ser fixado inteiro, como seria o ideal, pois ha
necessidade de conservar partes do 6rgao nao fixadas para exames virologicos
e bacteriolégicos.

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

3 - Retirada do encéfalo

A coleta nao criteriosa e aleatéria de numerosas amostras de encéfalo
nao-fixado pode dificultar o exame neuropatolégico no laboratério. Quando
houver varios animais para necropsia, num surto de uma doenca neuroldgica, o
tempo para a retirada do encéfalo pode ser um fator limitante. Nesse caso, sele-
cione alguns animais para o exame neuropatoldgico. Colha o material tentando
eliminar, ou diminuir ao maximo, danos ao tecido nervoso, causados durante a
sua retirada.

3.1 Através de um acesso ventral, remova a cabeca, desfazendo a articulacao
atlanto-occipital. Nesse ponto, examine a superficie e a capsula das articula-
coes e o aspecto fisico do liquido cefalorraquidiano (LCR) que flui quando a
dura-mater 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-
mater.

3.2 Disseque a pele e os musculos da cabeca. Abra a cavidade craniana
seguindo as linhas mostradas na Figura 1. Isso pode ser feito com serra comum
ou cutelo do tipo usado por agougueiros. O encéfalo é, entao, exposto com a
dura-mater intacta.
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3.3 Usando tesouras, retire a dura-mater, seccionando a foice do cérebro e
o tentorio (tenda) do cerebelo (Figura 2). Com a cabeca do bovino inclinada,
remova o encéfalo seccionando os nervos cranianos. Sem o corte prévio dessas
estruturas, é impossivel remover o cérebro intacto. Evite ao maximo manusear,
pressionar e apertar o tecido nervoso durante o processo de remocao, para
evitar artefatos histolégicos que prejudiquem o exame no laboratoério.

3.4 O ganglio do nervo trigémeo (ganglio de Gasser) e a rete mirabile carotidea
devem ser colhidos junto com a hipéfise (Figura 3). O exame desse par de gan-
glios nervosos do 5° par de nervos cranianos é importante para o diagnostico
de doencas como raiva e meningoencefalite por herpesvirus bovino (BHV-5).
Nessas duas doencas, freqlientemente se observa inflamacao (ganglioneurite)
do ganglio do nervo trigémeo. Em casos de febre catarral maligna'', os vasos
da rete mirabile mostram lesao caracteristica (vasculite).

3.5 Examine o encéfalo para possiveis lesdes macroscopicas, pesquisando pos-
siveis assimetrias (i. é, algumas estruturas mais volumosas que outras) e alte-
racoes da cor (por ex., hiperemia das meninges, congestao do cértex em
casos de babesiose por Babesia bovis, cortex amarelo-castanho em casos de
polioencefalomalacia).

4 - Selecao das amostras a serem colhidas

O material para exames virolégicos e bacteriolégicos deve ser colhido
antes da fixagao do encéfalo. Por outro lado, o congelamento torna o encéfalo
inadequado para o exame histolégico. Como muitos casos necessitam da reali-
zacao dos trés tipos de exame, um meio-termo deve ser alcancado.

4.1 Coleta de amostras para a bacteriologia e virologia

4.1.1 Inicialmente remova o cerebelo, cortando no nivel dos pedunculos cere-
belares. Introduza a ponta de uma lamina no 4° ventriculo pela parte caudal do
cerebelo (Figura 4). Corte rostral e horizontalmente os pedunculos cerebelares
separando o cerebelo do bulbo num dos lados e, depois, no outro. Ao findar
essa operacao, o cerebelo estara completamente separado do encéfalo (Figura
5).
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4.1.2 Corte na altura do talamo, separando o tronco encefdlico do resto do
encéfalo (Figura 6). Ao findar essa operacao, vocé obtera trés partes: a) o
tronco encefalico, 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 tdlamo cerca de 1 cm de
espessura (Figura 10).

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

4.1.6 Nesse ponto, as quatro amostras a serem enviadas para o exame virolé-
gico ou bacteriolégico foram obtidas (Figura 12). Os fragmentos selecionados
sao adequados para o exame de raiva®?® e para exame de outras doencas cau-
sadas no sistema nervoso de bovinos por outros virus e bactérias®''. Essas trés
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
aconselhavel congelar as amostras para a remessa, mas nunca fixa-las.

4.1.7 O restante do encéfalo (Figura 13) deve ser fixado conforme instrucoes a
seguir (item 4.2), pois destina-se ao exame histolégico. Deve-se também fixar
em formol a 10% e remeter, junto com o material mostrado na Figura 3, o bloco
de tecidos constituido pela rede admiravel carotidea, o ganglio do nervo trigé-
meo e a hipofise.

4.2 Coleta e fixacao de material para exame histologico

4.2.1 Para fixar o encéfalo, formol a 10% é o fixador indicado. Para preparar
um litro dessa solucao, use 100 ml de formaldeido (35-40%) e 900 ml de agua
de torneira. Existe uma confusao freqliente entre aldeido férmico (ou formal-
deido) e formalina comercial (ou formol). Formaldeido é um gas com o qual
se prepara uma solucao aquosa de 35-40%. Essa solucao constitui a formalina
comum.
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O termo formalina refere-se, portanto, a apresentacdo comercial da
solucdo de formaldeido. Assim, formol (ou formalina) a 10% representa uma
solucao preparada misturando-se 10 ml de formalina comercial (formaldeido a
35-40%) com 90 ml de 4gua®. O formol tamponado fornece uma fixacdo com
melhores resultados, mas ndo é essencial, pois a férmula dada acima permite
um exame histolégico aceitavel do encéfalo. A férmula para preparacao de um
litro de formol tamponado é dada a seguir’.

Reagentes

Splugéo de 35-40% de formaldeido (formalina) 100ml
Agua destilada 900ml
Fosfato monobasico de sodio 49
Fosfato dibasico (anidro) de sédio 6,59

Procedimento

Misture previamente os tampodes fosfato em agua quente para que se
dissolvam, antes de adicionar o restante da dgua com solucao de formaldeido.
Adicione o formaldeido apos esfriar a solugao para diminuir os vapores. Inverta
o recipiente varias vezes para permitir uma boa mistura. Faca a mistura e use a
solugcao apenas em areas bem ventiladas.

Observacoes

Mesmo que essa solucao de formol seja tamponada, com o tempo o
pH vai baixar, provocando o aparecimento de pigmentos de hematina acida em
tecidos congestos (que tém 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, sdo necessarios 6
litros do fixador para fixar o encéfalo inteiro de um bovino adulto (600 cm?3).
O tempo minimo de fixacdo 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. Apés a fixa-
¢ao, o tecido necessitard uma quantidade muito menor de fixador, facilitando
o transporte ao laboratorio.
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Ao fixar o encéfalo, evite mistura-lo com outros materiais que possam
comprimir o tecido nervoso, danificando-o para o exame histolégico.

5 - Remessa do material ao laboratorio

5.1 Cada material de encéfalo deve ser enviado em vasilhame nao deformavel
(por ex., um vasilhame plastico duro), ao invés de ser enrolado em algodao 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 ndo completamente fixados podem ser transportados, mas,
nesse caso, devem ser fornecidas informac6es sobre o tempo de fixagao.

5.2 E importante que a embalagem que contém o encéfalo (tanto as partes
nao fixadas como as fixadas) a ser remetido ao laboratério seja hermetica-
mente fechada para evitar vazamentos e exposicdo de pessoas que manuseiem
o pacote. Qualquer remessa deve ser acompanhada do formulario do Anexo 1,
preenchido.
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7 - Glossario

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

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

CJD: doenca de Creutzfeldt Jakob. Doenca neurolégica de humanos causada
por prion, com lesdes semelhantes as da BSE.

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

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

Ganglio: acimulo de neurénios fora do sistema nervoso central.
Leptomeninges: conjunto formado pela pia-mater e aracnoide.

Paquimeninge: dura-mater.

Pia-mater: membrana delgada que recobre o cérebro e a medula espinhal.
Prions: um nome dado a moléculas protéicas consideradas os agentes etiologi-
cos das encefalopatias espongiformes, como a BSE. Essa proteina é central para
o desenvolvimento dessas doengas. Em individuos sadios ela pode ser digerida
por uma protease (enzima que digere proteinas). Nos individuos com doencas

causadas por prions (por ex., BSE), essa proteina sofre uma modificacao pos-
translacional, de maneira a se tornar resistente a digestao de proteases.



O nome prion é derivado da expressao inglesa proteinaceous infectious. Deve-
ria, por logica, ser denominada “proin”, mas a expressao prion era mais facil-
mente pronunciavel’.

Rete mirabile (rede admiravel): uma rede intercalada no trajeto de uma arté-
ria%. A rede admiravel carotidea fica de cada lado da hipéfise, entre essa glan-
dula e o ganglio do nervo trigémeo.

Tentoério do cerebelo: extensdao da dura-mater que separa transversalmente o
cerebelo e os polos occipitais dos hemisférios cerebrais®.

Tronco encefalico: 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 foramen magno, o telencéfalo (hemisférios
cerebrais) e o cerebelo, o que resta é o tronco encefalico®.
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ANEXO |

Formuléric de requisicio de exames
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Engefeqs Tefefone | 1
Emaail Fax | 1
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ANEXO 2

Figura 1 B

Figura 1 A Figura 1

Figura 1. Remocdo do encéfalo. As linhas marcarm os locais onde o crdnio deve ser cortado

para a retirada do encéfalo. A. A primeira linha liga dois pontas (1 e 2) imediatamente antariores
a5 drbitas. B. A segunda linha une os pontos 1 e 2 ao fordmen magno do occipital. €. & mesma
linha mostrada em & @ visualizada na porgao posterior da cabeca.

™
Figura 1 & Figura 1 B

Figura 2. Usando tesouras, retire a dura-mater, seccionande a foice do cérebro (&) € o tentdrio
(tenda) do cerebealo (B)
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Figura 2 4

Figura 3 C Figera 2 D

Flgura 3. O ghnglio do nerdss trigémen {5 par craniano, gdnglo de Gasser), a mefe mirainle
caratidea e a hipdfise devem ser colhidas ern uma peca 6 (monobloco 1). A, Assoalho da
cavidade craniana mostrando as referéncias anatGmicas para retirada do monablooo

1. Hervo trigérmea (W}, nerno oculomotor (OM), nerso Gptico (0), localizagio da hipdfise (H].

B. A figura mostra que deve ser feito pelo bisturi para a retirada do monobloco

1. 5o identificadas as seguintes estruturas, Mervo trigémea (), nervo oculomotor (O],

nerva aptico (D), localizagio da hipdfise (H), C. vista dorsal do monoblooo 1, S8 identificadas
a5 seguintes estruturas, Merva trigémeo V), nervo oculomotar (O8], localizacio da hipofise (H),
D, Vista ventral do monobloco 1, 580 entificadas as seguintes estruturas, Nerva trigémeo (V],
génglio do mervo triglmes (G) nero oculomator (OM), refe rurabdle (F) e hipdfise (H). Esse
rronoblocs deve ser fiwado em formol 2 10% para exame histopateldgico.
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Figura 4, Introduza a ponta de uma ldmina no 47 ventriculs, pela parte caudal do
cergbelo, Corte rastral @ horizontalmente os pedunculos cerebelares, separando o
cerebelo do bulbo rum dos lados e, deposs, no outro.

Figura 5. Ao findar a operacao descrita na Figura 4, o cerabelo estara completamente
separado do encéfalo. O hemisférios telencefilicos (T), o 4 ventriculo IVl e o
cerebela | €) estio identificados na figura.
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Figura &. %epare o fronce encefalico do resto do encéfalo, cortando em ambaos os lados,
na altura do talarmno, como mostra a figura.

Figura 7. Ao findar a operagio descrita na Figura &, o encifalo estard dividido em tris
partes: o tronco encefalica (acima, & dirsital, o corebelo (abamoe, & direita) & os hemisferios
telencefalicos.
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Fegura B B

Figura 8 A. Para a obtencdo da amostra 1, a ser enwiada para exames virolgioos
efpu bacterickogicos, uma fatia de cerca de (L5 cm € retirada ao longo do warme
do cerebelo. B. Esta fatia (1) deve ser refrigerada ou congelada.
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Figura % & Figura O B

Fegura 9 A. Para abter a amostra 2, corte urn segmento transversal de
aprozimadarmente 2,5 cm da medula cervical, no ponto onde o tronco
encefélice foi separado da medula cenvical. Obex (0), pedancubos cerabelaras
(PC) coliculas rostrais (CR), pineal (P} e télamo (T). B. Este segmento (2} dewve
ser refrigerade ow congelade,

Figura 10. Para obter 8 amastra 3, corte uma segmento transversal do talamo (T
de cerca de 1 ¢m de espessura.




Figura 11, & amostra 4 & obtida dwvidindo um dos hemisféros cerebrais na
altura do quiasma dptico, separands a parte caudal (4) do restants,

Figura 12, Essas 550 as quatnd amostras para o exame viralbgico ou bacteriologicn.
1, fatia do cerebelo seccionada o kango do verme; 2, segmente de medula cervical;
3, fatia do télamo « 4, metade caudal de um dos hemisfénos telencefalicos, Exses

fragmentos devem ser remetidos refrigerades ou congelados.
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Figura 12. O material mostrado nesta figura € o que resta apds a
ratirada das amostras 1-4 para os exames wrolbgicosbacterioldgions,
Esse material & formado pelo tronco encefalico completo (acima a
direita), duas partes do cerebelo (abaixo & direital e ¥ dos
hemisférios telencefdlicns. Destina-se a0 exame histolbgico e deve
ser fixado em formol a 10%.
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PROCESSAMENTO DO ENCEFALO PARA O DIAGNOSTICO
HISTOLOGICO DA ENCEFALOPATIA ESPONGIFORME DOS
BOVINOS

1 - Introducao

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 orientacao para a coleta, a campo, do encéfalo de bovinos e sua
preparacao para a remessa ao laboratério. Esta segunda parte tratara do pro-
cessamento do material, no laboratério, para o exame histoldgico. O objetivo
principal dos manuais é fornecer bases para o diagnostico da encefalopatia
espongiforme dos bovinos (EEB), a fim de possibilitar a manutencao de um sis-
tema de vigilancia para a doenca no Brasil. No entanto, é nossa intencao que
as indicagoes fornecidas permitam também o diagnéstico de outras doencas do
sistema nervoso em bovinos. Para tanto, a primeira parte inclui instrucdes para
a remessa de material para exames virolégicos (principalmente raiva), bacterio-
l6gicos e histoldgicos.

As principais enfermidades que afetam direta ou indiretamente o sis-
tema nervoso de bovinos no Brasil sao brevemente revisadas para orientar o
diagnéstico diferencial. Essas doencas serdo tratadas resumidamente, mas o
leitor podera encontrar maiores detalhes sobre cada uma delas nas publicacoes
listadas nas referéncias’#®. As instrucbes para o processamento e exame his-
toldgico levam em conta o material recebido em formol pelo laboratério, con-
forme consta no manual para coleta do encéfalo.



2 - Encefalopatia espongiforme dos bovinos (EEB)

2.1 Localizacao dos cortes a serem obtidos para o diagnéstico histolégico da
EEB

O exame macroscopico deve ser feito no encéfalo fixado. O encéfalo é roti-
neiramente fatiado a intervalos de 5 mm, e as duas superficies de corte sao
examinadas.Os cortes usados para o diagndstico da BSE sao obtidos do tronco
encefalico (Figura 1). Sao recomendados cortes em quatro locais:

1. Bulbo no nivel do 6bex (Figura 2)
2. Ponte no nivel dos pedunculos cerebelares caudais (posteriores) (Figura 3)

3. Mesencéfalo incluindo o coliculo caudal (tubérculos quadrigémeos inferio-
res) (Figura 4)

4. Mesencéfalo incluindo o coliculo rostral (tubérculos quadrigémeos superio-
res) e nucleo vermelho (Figura 5)

2.2 Lesoes histolégicas na EEB

As lesdes microscopicas na EEB sao altamente especificas e considera-
das patognoménicas?’ 0. So lesdes degenerativas, simétricas e bilaterais e
localizam-se em certas regides da substancia cinzenta do tronco encefalico3°.
Duas apresentagoes de vacuolizacao neuronal sao observadas. Na neurépila ha
vacuolos nos neuritos de até 20 micrometros de diametro - alteragao espon-
giforme (Figura 6). No pericario ocorrem vacuolos maiores, solitarios ou multi-
plos, que chegam a 30-40 micrometros de diametro (Figura 7). Esses vacuolos
distendem o pericario produzindo neurénios balonosos que conservam apenas
uma fina margem de citoplasma (Figura 8). A presenca de vacuolos na neur6-
pila da substancia cinzenta e no pericario dos neurénios sao os critérios para o
diagnostico positivo de EEB, no exame histologico'©.
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Atencao: vacuolos no citoplasma dos neurdnios do nucleo vermelho do mesen-
céfalo sédo um achado incidental comum em encéfalo de bovinos e encontra-
dos em 64% de encéfalos de bovinos normais3. Quando encontrados somente
nesse local, ndo devem ser levados em conta no diagnéstico da EEB®1°,

A distribuicao das lesdes é bastante regular’®. Ocorrem principalmente
no nucleo do trato solitario, no trato espinhal do nervo trigémeo, no nucleo
vestibular, na formacgao reticular do bulbo, na substancia cinzenta periaqueduc-
tal do mesencéfalo, na area paraventricular do talamo e no septo talamico. A
densidade de vacuolos é maior no bulbo, mesencéfalo e talamo. Alteracdes no
cerebelo, hipocampo, nucleos basais e cortex cerebral sdéo minimas.

O mapeamento das lesdes em 684 cérebros afetados por EEB revelou
que, em 99,6% dos casos, o corte do bulbo no nivel do 6bex (ver
Figura 2) apresentou as alteracbes caracteristicas da doenca, principalmente
as alteracbes espongiformes no nucleo do trato solitario e no trato
espinhal do nervo trigémeo (ver Figura 6), indicando que este é o
corte do encéfalo mais importante para o diagnéstico. Esferdides e
necrose individual de neurbnios ocorrem ocasionalmente, mas ha evidéncia
de neuroniofagia. Ndao ha reacao inflamatéria, e pode ocorrer gliose
discreta com formacgao de gemistocitos. Numa pequena propor¢ao dos casos
ocorre amiloidose.

Inflamacbes nao-purulentas inespecificas (manguitos perivasculares) sao
encontradas em cerca de 30% de bovinos adultos normais® e podem resultar de
infecgbes subclinicas ou latentes. Da mesma forma, aparecem granulos intra-
citoplasmaticos de cerdide-lipofuscina nos neurénios. Esses achados parecem
nao ser significativos'® e devem ser considerados achados incidentais.

3 - Diagnésticos diferenciais
Os disturbios neurolégicos de bovinos podem resultar de varias

causas'#®. No Brasil, a doenca mais comumente diagnosticada em bovinos
com sinais clinicos de disturbios nervosos ¢é a raiva.



Os sinais clinicos da raiva podem ser confundidos com EEB, mas a obser-
vacao clinica por um periodo prolongado ajuda a diferenciar as duas doencas.
Na raiva, o curso clinico é, em geral, mais curto (2-7 dias). O exame de imuno-
fluorescéncia realizado no material nao-fixado resolve a questao. Além disso, as
lesGes histologicas de EEB sao bastante caracteristicas e diferentes das da raiva.
Nesta ultima, ha meningoencefalite nao-purulenta e, muitas vezes, inclusées
acidofilicas em neur6nios - os corpusculos de Negri.

Um estudo cuidadoso do histoérico clinico, da epidemiologia e dos acha-
dos de necropsia ajuda a distinguir varias doencas neuroldgicas de bovinos.
Por exemplo, as doencas genéticas ou congénitas ocorrem em animais recém-
nascidos ou muito jovens, enquanto a EEB ocorre somente em animais adultos
(4 a 5 anos). Por outro lado, certas intoxicagbes como a causada pela toxina do
fungo Claviceps paspali ocorrem apenas no inicio de outono, quando a grami-
nea parasitada (Paspalum spp.) estd sementando. Os principais disturbios neu-
rolégicos observados em bovinos no Brasil estao relacionados nas Tabelas 1-4.
Ali constam a idade e a categoria doa animais afetados, os principais sinais cli-
nicos e lesdes encontradas em cada doenca. As informacdes constantes nessas
tabelas servem apenas como uma orientacdo para o diagnodstico diferencial.
Mais informacoes sobre cada uma dessas doencas deverao ser obtidas dos tra-
balhos relacionados na lista de referéncias ou em livros texto especializados.

4 - Cortes adicionais

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

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

2. Cértex frontal rostralmente ao quiasma éptico (Figura 10)

3. Cortex parietal no nivel 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 decisao
do patologista.
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ANEXO 2

Figura 1. Vista dorsal do tronco encefalico de boving, Fod retirado o
cerebelo. Estao identificados o5 coliculos rostral (CR) & caudal (C0),
paedincubos cerebelares medial (M), caudal {C) ¢ rostral (R), assoalho
do quarto ventriculo UV}, abex (0] @ medula caracal (WO,

Figura 2. Locais dos guatro cortes a serem efetuados no tronco encefalico para
o diagndstico da EEE. A. Corte 1, bulbo no nivel do &hey. B. Secgio obtida pelo
cote 1 que deverd ser processada para exame histoldgics.
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Figura 3. Locais dos quatre cortes a serem efetuados no tronco encefalico para o
diagnastico da EEB. A. Corte 2, ponte no nivel dos pedincules cerebelares caudais
(posteriores). B, Secgdo obtida pelo corte 2 gue deverd ser processada para exame
histolégico.

Figura 4. Locais dos guatro cortes a seremn efetuados no tronco encefilico para
o diagndstico da EEB. A. Corte 3, mesencéfalo incduindo o coliculo caudal
(ubércubos guadrgdmeos inferiores). B. Seccao obtida pelo corte 3 que deverd
ser processada para exame histoldgico.



Figuwra 5. Locais dos quatro cortes 8 sererm efstuados no tronco encefilico para
o diagndstico da EEB, A, Corte 4, mesencéfale incluinde ¢ colicula rostral
{tubdroulos quadrigémess supenares) @ nuckeo vermelhe, B. Seccao abtida
pelo corte que devera ser processada para exame histologico.

Figura 6. Encefalopatia espongiforme dos bovines. Microcavitagao (alteracio
aspongiformel na substandia cinzenta dorsal do bulbo. Coloragao de
hematoxiling e eosina (Fotografado de ldmina cedida pelo D, GLAH. Wells).
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Frgura 7. A Neurdnio normal, © citoplasma mostra a substanoa de Niss|
caracteristica, formada por granulos azulades. Colaragao de hematoxiling e
eosina. B. Varios neurdnios do bulbg com vaobolos solitdrios ou miltiplos no
pencario. Coloracan de hematoxiling & eosina (a lesan mostrada em B foi
fotografada de lamina cedida pelo Dr. GoAH. Wells).

Figura 8. Mdltiplos waoboles em um neurdnio do bulbo. Esses vaclolos
distenderm o pericana, produzinga urn neurdnio de aspecto balonoso que
CORSErVa apenas uma fina mangem de citoplasma. Coloragao de hematoxilina
« eosina (Fotografado de limina cedida pelo Dr. GACH, Wells),




Figura 9. Cortes adicionais, A Corte pelo verme do cerebelo, B, Secgio
obtida que devera ser processata para exame histoldgics.

Figura 100, Cortes adicionais. A. Corte transversal do encéfako,
passando pelo cortex frontal rostralmente 30 quiasma dplico
B. Seocho abtida gue deverd ser processads para exarme
histolégico, Se necessanio, divida o corte para caber no cassete
(forminha) de encaminhamento de material, Corpo caloso (CC),
Capsula interna (), nicleo caudate (NC), putdmen (P, capsula
auterna [cabecas de setas), substancia branca subcortical (58],
cartex (00}, ventriculo lateral {astensce).

cerebro
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Figura 11. Cortes adicionais, A Corte franswersal do encéfabo,
passando pelo cbritex parietal a altura dos corpos mamilares.
B. Seccan abtida que deverd ser processada para exarme
histoldgice. Se necessario, divida o corte para caber no cassete
(forminha) de encaminhamento de material, Corpo caloso (o,
Hipocarmpa (h), télame (T}, substincia branca subcortical (58],
e (T
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