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RESUMO

A cinomose canina é uma enfermidade infectocontagiosa de distribuicdo mundial.
O agente etiolégico € um virus-RNA, helicoidal e envelopado, classificado na ordem
Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, género Morbillivirus, espécie Canine
distemper virus. A familia Paramyxoviridae € composta por virus responsaveis por
grande parte das viroses que acometem tanto animais quanto humanos. Dentre as
viroses ocasionadas, encontram-se: a parainfluenza, o sarampo, a caxumba, a
doenca de Newcastle e a cinomose canina. Esta ultima é uma das moléstias virais
mais importantes dos caninos domésticos, pelas altas taxas de morbidade e
letalidade. Geralmente, esta infeccdo viral acomete cées jovens ndo vacinados ou
com falha vacinal, embora animais adultos e vacinados ndo estejam livres. Ainda
que haja vacinas efetivas para prevencdo e controle da cinomose canina, muitos
animais ainda morrem devido a virose. O diagndstico da cinomose canina na cidade
de Campos dos Goytacazes, como na maioria das cidades do Brasil, baseia-se no
histdérico, sintomatologia clinica, hemograma e bioquimica do sangue. O presente
trabalho objetivou realizar diagndstico rapido e especifico da cinomose canina, por
meio de um kit diagnostico fundamentado no método imunocromatografico, técnica
que detecta qualitativamente o antigeno do CDV, em cdes com suspeita clinica da
doenca. Realizaram-se swabs conjuntivais e colheita de liquor para testar os animais
pela técnica. Paralelamente, observaram-se clinica, hematolégica e
bioquimicamente o0s cées positivos para a cinomose canina. Entre marco e
novembro de 2008, foram diagnosticados clinicamente positivos para cinomose
canina 64 cdes, mas, em apenas 30, o resultado confirmou-se pela
imunocromatografia (46,87%). Nao houve prevaléncia, pela imunocromatografia,
quanto a idade, sexo e raga no grupo dos positivos. Varias racas foram examinadas
(fila, pastor belga, labrador, pit bull, poodle e pinscher), porém, 40% dos animais
positivos foram aqueles sem raca. A estacdo do ano teve relacdo com a frequéncia
da cinomose canina, estando associada a primavera (50%). A falha no esquema
vacinal n&o foi estatisticamente diferente entre positivos e negativos. Nenhum sinal
clinico (sistémico ou neuroldgico) apresentou diferenca significativa entre positivos e

negativos, demonstrando que o diagnostico baseado apenas nos sinais clinicos



observados gera uma grande possibilidade de falso positivo. Secre¢ao ocular,
diarreia, febre e secrecdo nasal foram as alteragbes sistémicas mais comuns.
As alteracdes neurologicas mais comuns foram paresias, mioclonia, incoordenacao,
opistotono e nistagmo. O hemograma apresentou caracteristicas associadas a
positividade da cinomose canina. Na série vermelha, as alteracdes n&o foram
significativas quando comparados positivos e negativos. Na série branca, houve
alteracdes associadas a positividade da cinomose canina, mais especificamente a
neutrofilia e a linfopenia (56,7% em ambas). As plaquetas ndo apresentaram
alteracOes significativas quando comparados positivos e negativos. Quarenta por
cento dos cédes positivos apresentaram a infeccdo viral concomitante com
hemoparasitoses. As alteracbes bioguimicas ndo puderam ser associadas a
presenca do CDV. Concluiu-se que os sinais clinicos devem servir apenas como
uma triagem para o diagnostico laboratorial e ndo como uma forma de diagnéstico
definitivo. Sempre que possivel, o Clinico Veterinario deve realizar o diagnostico
laboratorial ante mortem da cinomose canina. O ensaio imunocromatografico

mostrou-se rapido e de facil realizacao.

Palavras-chave: virologia, clinica médica, paramyxoviridae, canideos.



ABSTRACT

The canine distemper is a contagious infectious disease of worldwide distribution.
The etiologic agent is a RNA virus, helical and enveloped, classified in the order
Mononegavirales, family Paramyxoviridae, genus Morbillivirus, Canine Distemper
virus species. This family has viruses that infect a broad range of animals and
humans. Among the virosis caused are: parainfluenza, measles, mumps, Newcastle
disease and canine distemper. The last is the most important infectious disease of
domestic dogs, because it has high rates of morbidity and letality. Usually, canine
distemper affects young dogs, unvaccinated or with failure vaccination, but adults
animals and vaccinated are not free of viral infection. Although there are effective
vaccines for prevention of canine distemper, many animals still die due to the viral
disease. The diagnosis of canine distemper in the city of Campos dos Goytacazes,
as in most cities in Brazil, is based only on history, clinical signs, hemogram and
biochemistry analysis. This study aimed to achieve rapid and specific diagnosis of
canine distemper through a diagnostic kit based on the immunochromatographic
method, technique that qualitatively detects the antigen of CDV in dogs with clinical
suspicion of disease. Conjunctival swabs and cerebrospinal fluid were collected to
test the animals by immunochromatography. In positive animals was achieved the
characterization clinical, biochemical and hematological. Between March and
November of 2008 64 dogs were clinically diagnosed positive for canine distemper,
but in only 30 the result was confirmed by the immunochromatography (46.87%).
There was no prevalence for age, sex and breed in the positive group by
immunochromatography. Several breeds were present (Brazilian row, Belgian
shepherd, labrador, pit bull, poodle and pinscher), but the mongrel was 40% of the
animals that were positive by immunochromatography. The season of the year had
relationship with canine distemper, being associated with the spring (50%).
The failure in the vaccination scheme was not statistically different between positive
and negative. No clinical signs (neurological or systemic) showed significant
difference between positive and negative, showing that the diagnosis based only on
clinical signs generates a great possibility of false positive. Ocular secretion,

diarrhea, fever and nasal secretion were the most common systemic signs.



The most common neurological disorders were paresis, myoclonus, incoordination,
opisthotonos and nystagmus. The hemogram showed the positive characteristics
associated with canine distemper. In the red cells alterations were not significant
when compared positive and negative. The leucogram had alterations associated
with the canine distemper, more specifically neutrophilia and lymphopenia (56.7% in
both). The platelets showed no significant alterations when compared positive and
negative. Forty percent of positive dogs showed concomitant infection with
hemoparasitosis. The biochemical alterations could not be associated with the
presence of CDV. It was concluded that the clinical signs should serve only as a
screening for the laboratory diagnosis and not as a definitive diagnosis. Always that
iIs possible, the Clinical Veterinarian must perform the ante mortem laboratory
diagnosis of canine distemper. The immunochromatographic test was fast and easy

to perform.

Key words: virology, medical clinic, paramyxoviridae, canideos.
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1. INTRODUCAO

A cinomose canina é uma enfermidade infectocontagiosa de distribuicdo
cosmopolita. O virus da cinomose canina esta classificado na ordem
Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae, género
Morbillivirus e espécie Canine distemper virus (ICTV, 2009; LAMB e PARKS, 2007).
Os paramixovirus sdo considerados, pela Organizacdo Mundial de Saude, (OMS;
World Health Organization — WHO), agentes de grande impacto econémico na
Saude Publica. Entre esses, estdo 0s responsaveis por grande parte das viroses
que, severamente, acometem animais e humanos, tais como: a parainfluenza, o
sarampo, a caxumba, a doenca de Newcastle, além da cinomose canina. A familia
Paramyxoviridae inclui um dos agentes mais infecciosos conhecidos entre humanos,
o virus do sarampo (Measles virus), o qual € antigenicamente relacionado ao virus
da cinomose canina (Canine distemper virus — CDV). O CDV possui um genoma
RNA de fita simples com polaridade negativa, em um nucleocapsideo helicoidal,
protegido por um envelope lipoproteico. A cinomose canina é uma das mais
importantes enfermidades infectocontagiosas virais multissistémicas dos caninos
(EK-KOMONEN et al, 1997; HEADLEY e SAITO, 2003; ICTV, 2009;
LAMB e PARKS, 2007; SHERDING, 2003).

A cinomose canina é citada desde o século XVIIl, mas foi em 1809 que
ocorreu a primeira descricdo clinica e, apenas 100 anos depois, foi confirmada a
doenca como resultante de um virus, com a consagracéo de tal postulado em 1926.
A cinomose canina ja foi descrita em diferentes espécies animais, sendo
considerada enzodtica e, em grande parte dessas, apresenta a doenca na forma
subclinica e elimina o virus no ambiente, constituindo uma preocupante forma de
disseminacao da virose (BAUMANN, 2004; CIRONE et al., 2004; MAIA e GOUVEIA,
2001; SHERDING, 2003).

Durante muito tempo, a cinomose canina foi uma das maiores causas de
doencas neurolégicas em cédes. Porém, a partir da vacinacdo sistematica, houve

uma grande reducdo na sua incidéncia. A idade de maior incidéncia da cinomose
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canina coincide, justamente, com a época em que a taxa de anticorpos maternos
diminui, a cerca de dois a seis meses de idade. Contudo, animais adultos também
podem contrair a virose, se nao receberam a vacina contra cinomose canina ou se a
receberam em esquema incompleto (BAUMANN, 2004; SHERDING, 2003).

N&o ha uma terapia antiviral especifica para o tratamento da cinomose
canina. Dessa forma, o tratamento concentra-se no uso de soros imunes e levando-
se em conta os sintomas particularmente apresentados por cada animal. A melhor
forma de combate & virose é por meio da prevencéo pela vacinacdo (BAUMANN,
2004; SHERDING, 2003; SWANGO, 1997; TWARK e DODDS, 2000).

A cinomose canina ndo apresenta predilecdo por sexo ou raca.
Os reservatérios e transmissores sdo 0s proprios animais doentes. O CDV é
principalmente transmitido durante a fase aguda, por aerossoOis e goticulas
infectantes provenientes de secrecfes e excrecdes respiratorias, digestivas e
urindrias do organismo de animais infectados, expandindo-se rapidamente entre
animais jovens susceptiveis. A taxa de infeccdo é maior do que o0 numero dos
animais que desenvolvem a enfermidade. Estima-se em até 75% o numero de caes
susceptiveis que se tornam subclinicamente infectados e eliminam virus sem sinais
clinicos (BAUMANN, 2004; GOUVEIA et al., 1987; SHERDING, 2003; SWANGO,
1997).

A sintomatologia e a taxa de letalidade da cinomose canina variam de
acordo com a espécie animal, idade, imunocompeténcia do hospedeiro, e com a
cepa viral. Quando comparada a outras viroses gue acometem cédes, a cinomose
canina € a que apresenta maior morbidade, 25 a 75%. A letalidade também é
bastante alta, 50 a 90%, menor apenas que a letalidade causada pelo virus da raiva.
Clinicamente, animais com cinomose canina podem apresentar febre bifasica, sinais
gastrintestinais, respiratérios, neurolégicos e lesbes cutaneas. A mioclonia é
altamente sugestiva da cinomose canina, porém, sua auséncia é comum. As
manifestacdes neuroldgicas podem evoluir de forma aguda, subaguda ou cronica.
Trés formas clinico-patolégicas em cées tém sido descritas: a encefalomielite de
caes jovens, a encefalomielite multifocal de caes adultos e a encefalomielite do cao
idoso (APPEL e SUMMERS, 1995; BLIXENKRONE-MOLLER et al., 1993;
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GREENE e APPEL, 2006; KOUTINAS et al, 2002; SWANGO, 1997,
TIPOLD et al., 1992).

O diagndstico clinico da cinomose canina, ainda hoje, é realizado apenas
mediante o historico do animal e a sintomatologia clinica. Este tipo de diagnostico é
muito dificil, principalmente nos casos de manifestagdo neuroldgica focal, onde
outros sintomas sistémicos, prévios ou concomitantes, comuns a outras alteracoes
neuroldgicas (além da mioclonia) estdo ausentes. Hematologia, urinalise,
eletroforese das proteinas séricas, pesquisa do corpusculo de Lentz,
imunofluorescéncia, sorologia, imunoistoquimica, PCR e ensaios
imunocromatograficos ou imunoenzimaticos sao importantes meétodos laboratoriais
para 0 apoio ao diagndstico clinico da cinomose canina (BATISTA et al., 2000;
BAUMANN, 2004; FEITOSA et al., 1997; FRISK et al., 1999; GEBARA et al., 2004a;
GREENE e APPEL, 2006; KIM et al, 2001; KOUTINAS et al, 2002
SHERDING, 2003; TIPOLD et al., 1992).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:

| — Detectar antigeno do virus da cinomose canina, por meio de um kit
diagnoéstico fundamentado no ensaio imunocromatografico, em caes com suspeita
clinica.

2.2. Objetivos especificos:

| — Observar clinica, hematolégica e bioguimicamente os cées positivos para
a cinomose canina.
Il — Valorizar a aplicabilidade do diagnéstico da cinomose canina,

utilizando-se, como amostras biologicas, o liquor e/ou o epitélio conjuntival.
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3.  JUSTIFICATIVA

A cinomose canina é uma das enfermidades virais mais importantes dos
cdes domeésticos no mundo, em face as altas taxas de morbidade e mortalidade.
Geralmente, os cées jovens, entre trés e seis meses de idade, sdo 0s mais
acometidos, logo apés a imunidade passiva materna ter desaparecido.

O diagnéstico da cinomose canina na cidade de Campos dos Goytacazes,
RJ, como em muitas outras localidades do Brasil, ainda é realizado apenas mediante
a sintomatologia clinica e histérico do animal. No maximo, s&o solicitados
hemograma e testes bioquimicos séricos.

Esta realidade esta atrelada a uma problematica maior, visto que a maioria
da populagéo brasileira possui recursos financeiros escassos, refletindo assim no
trabalho do Médico Veterinario que se vé impossibilitado de realizar exames
laboratoriais mais apurados. Com isso, sabe-se da frequéncia da doenca, porém o
real nimero de animais infectados € desconhecido, podendo ser muito maior ou até
menor, obscurecendo assim o diagnéstico de outras enfermidades.

Manifestagbes clinicas causadas por diferentes patdgenos podem ser
confundidas com as da cinomose canina. Exames laboratoriais complementares sao,
portanto, de suma importancia para confirmar a suspeita clinica da cinomose canina.
Tais fatos justificam o valor do presente trabalho de pesquisa em realizar um
diagnostico especifico, paralelamente, realizando uma abordagem clinica e
laboratorial desses pacientes, para que sirvam como ferramentas aos Médicos
Veterinarios.

O trabalho corrobora a rotina de diagndstico viroldgico laboratorial para os
pequenos animais no Hospital Veterinario da UENF, até entdo pouco aplicada.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Historico

Os primeiros relatos sobre a apresentacdo da cinomose canina precedem a
segunda metade do século XVIIl. Para Spinola, a doenca seria proveniente da
Europa, porém Hessinger afirmava a primeira ocorréncia ter sido no Peru
(BAUMANN, 2004).

Desde o século XIX, a natureza contagiosa da cinomose entre 0s caes
domésticos ja era conhecida. Porém, Carré, entre os anos de 1905 e 1906, foi quem
demonstrou a etiologia viral, inoculando secrecao nasal de cédes doentes em caes
sadios. Os estudos de Carré ndo foram aceitos por todos os pesquisadores e
profissionais, pois atribuia grande valor ao papel patogénico da Bordetella
bronchiseptica, era comumente encontrada em caes acometidos pela cinomose. O
postulado de Carré soO foi confirmado, posteriormente, por Laidlaw e Dunkin, em
1926, em numerosas experiéncias e, mais tarde, tal bactéria foi compreendida como
causa de infec¢cdo secundaria (APPEL e SUMMERS, 1999).

A partir de 1930, a cinomose canina passou a ser perfeitamente conhecida
em suas formas clinicas e etiolégicas. Em 1948, Cole, Engel e Goss demonstraram,
em esfregacos de conjuntiva e de lingua, corados pela rotina de hematoxilina e
eosina (H&E), inclusbes celulares, com aparéncia homogénea, cor
vermelho-brilhante e tamanhos variaveis, formas redondas ou ovais e com contorno
irregular. Estas inclusbes estdo presentes no citoplasma e, ocasionalmente, no
nacleo das células epiteliais (BAUMANN, 2004).

Durante a primeira metade do século XX, a cinomose canina foi uma
enfermidade fatal nos cdes e comum em todo mundo. As vacinas de virus inativados
produzidas na década de 40 ndo controlaram a doenca. Uma queda drastica foi
observada nos anos subsequentes com o0 aparecimento das vacinas de virus vivo
modificado, mas, nos ultimos anos, a incidéncia parece ter aumentado, devido a
falhas na vacinacdo e/ou imunizagao insuficiente. Atualmente, a cinomose canina
encontra-se difundida por todo o mundo e em variadas espécies animais
(BAUMANN,2004).
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4.2. Espécies animais susceptiveis a cinomose

Varios animais da ordem Carnivora sao susceptiveis ao CDV, com a
letalidade variando de acordo com a espécie. Aléem da familia Canidae (cao
domeéstico, lobo, chacal, raposa, dingo, coiote e outros), a susceptbilidade ao CDV
foi descrita nas familias Procyonidae (guaxinim, quati), Mustelidae (furdo, doninha,
visdo, lontra e similares), Hyaenidae (hiena), Ursidae (ursos polares, urso panda),
Didelphidae (cuica), Ailuridae (panda vermelho), Felidae (felinos domésticos, ledo,
leopardo, guepardo, tigre, entre outros) e Herpestidae (suricata). Porcos, hamsters e
camundongos, também podem ser infectados quando inoculados experimentalmente
com o virus (CIRONE et al.,, 2004; MAIA et al.,, 1999; RIKULA et al., 2001;
SHELL, 1990; SHERDING, 2003).

A susceptibilidade dos felinos ao CDV foi demonstrada em 1992, na
California e, em 1994, na Tanzania. Pouco se sabe ainda, sobre susceptibilidade do
gato doméstico ao CDV, porém, entre 1970 e 1990, amostras de plasma de gatos,
oriundas do Japédo, foram consideradas positivas para a presenca do CDV.
Em 1998, novos estudos com colheitas de amostras clinicas foram realizados para a
pesquisa do CDV em gatos, e a presenca do virus foi constatada em alguns
(IKEDA et al., 2001).

O virus da cinomose também causou doencga nos ambientes aquaticos, tanto
em habitat marinho quanto em agua doce. O virus levou & morte, focas na Russia,
entre 1987 e 1988, e foi isolado destes mamiferos aquaticos, no Canada
(BARRET, 1999).
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4.3. Taxonomia viral

A familia Paramyxoviridae é composta pelos virus RNA, de sentido negativo,
da grande ordem Mononegavirales. A organizacao genética dos virus desta familia é
similar as das familias Rhabdoviridae, Filoviridae e Bornaviridae classificadas na
mesma ordem (ICTV, 2009; LYLES e RUPPRECH, 2007).

A familia Paramyxoviridae € subdividida em duas subfamilias:
Paramyxovirinae e Pneumovirinae. A Pneumovirinae contém o0s géneros
Pneumovirus e Metapneumovirus. A subfamilia Paramyxovirinae contém os géneros
Respirovirus, Rubulavirus, Henipavirus, Avulavirus e o Morbillivirus (Quadro 1).
O virus da cinomose canina pertence a este ultimo género e esta classificado na
espécie Canine distemper virus (CDV), que infecta os vertebrados (ICTV, 2009;
LAMB e PARKS, 2007).

Familia Subfamilia Género Espécie (Virus Prototipo)
Respirovirus Sendai virus (SeV)
Rubulavirus Mumps virus (MuV)
Paramyxovirinae Henipavirus Hendra virus (HeV)
Paramyxoviridae Avulavirus Newcastle disease virus (NDV)
Morbillivirus Canine distemper virus (CDV)
. Pneumovirus Bovine respiratory syncytial virus (BRSV)
Pneumovirinae
Metapneumovirus Human metapneumovirus (HMPV)

Quadro 1. Taxonomia da familia Paramyxoviridae, com as subfamilias, géneros e
espécies de virus protétipos da familia (ICTV, 2009;
LAMB e PARKS, 2007).

O virus da cinomose canina (Canine distemper virus — CDV) assim como 0s
demais virus da familia Paramyxoviridae sdo especialmente relacionados a duas
outras familias de virus: Orthomyxoviridae, pelas propriedades biolégicas das
glicoproteinas do envelope, e Rhabdoviridae, pela semelhanca da organizacdo do
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genoma ndo segmentado e sua expressdo. O CDV é intimamente relacionado aos
virus do sarampo (Measles virus) e ao da peste bovina (Rinderpest virus), havendo
reacdo cruzada entre 0S mesmos, e estas reacgfes ocorreriam devido a
ribonucleoproteina e aos antigenos do envelope viral (LAMB e PARKS, 2007).

Na familia Paramyxoviridae, estdo incluidos virus responsaveis por grande
parte das viroses que acometem tanto animais quanto humanos. Tais virus sao
considerados pela OMS como causas de grande impacto, econdmico e na Saude
Publica. Dentre as viroses envolvidas estdo: parainfluenza, sarampo, caxumba,

doenca de Newcastle e cinomose canina, entre outras (LAMB e PARKS, 2007).

4.4. Estrutura e propriedades gerais do virus

O Morbillivirus da cinomose canina (CDV) € um virus grande e pleomorfico,
medindo 150 a 250 nm de diametro e possui um envelope constituido por dupla
camada lipidica derivada da membrana plasmatica. O CDV possui distintas
projecdes de superficie (pepldmeros) no envelope viral, as espiculas de
glicoproteinas: hemaglutinina-neuraminidase (HN) e fusédo (F) que medem 12 a 15
nm de comprimento por 2 a 4 nm de largura (figural) (BROWN et al., 2005; ICTV,
2009; LAMB e PARKS, 2007; MESSLING et al., 2001).
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Envelope lipidico
Acido nucléico (RNA)
Hemaglutinina (HN)

Proteina de fusao (F) Fosfoproteina (P)

Complexo da polimerase

. (proteinas P =L)
Proteina matriz (M)

Figura 1. Representacdo esquematica de um Morbillivirus (adaptado de
SANTOS et al., 2002).

Associada ao envelope e ao nucleocapsideo, ha a proteina da matriz (M),
gue promove a estabilizacdo do virion. O nucleocapsideo é composto pelo genoma e
pelas proteinas: nucleoproteina (N) que se liga diretamente ao genoma e promove
sua protecdo; a fosfoproteina (P) e proteina large (L), que juntas formam a RNA
polimerase do virus (BROWN et al., 2005; ICTV, 2009; LAMB e PARKS, 2007,
MESSLING et al., 2001).

O nucleocapsideo possui simetria helicoidal simples e mede 600 a 800 nm
de comprimento por 13 a 18 nm de didametro. O genoma consiste de uma Unica
molécula linear de RNA de fita simples com polaridade negativa que contém
15a16 Kb (BROWN et al, 2005; ICTV, 2009; LAMB e PARKS, 2007,
MESSLING et al., 2001).

A (glicoproteina HN € responsavel pela adsorcdo do virus a célula
hospedeira. Enquanto a glicoproteina F € mediadora da fuséo entre a membrana da

célula hospedeira e o envelope viral, formando, posteriormente, o sincicio (como
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uma “célula gigante multinucleada”). Na formacéo do virion, a proteina F é produzida
na forma de pré-proteina (forma inativa), ativada por um processo de clivagem
proteolitica, por meio de uma protease celular. Esse processo € essencial para
infeccdo da célula. A presenca ou auséncia de proteases especificas na célula
hospedeira pode determinar maior ou menor viruléncia, ou mesmo a nao infec¢ao da
célula pelo virus (LAMB e PARKS, 2007; STERN, et al., 1995).

O CDV é sensivel aos fatores ambientais, como temperaturas extremas, pH
e desinfetantes (QUINN et al., 2005). O CDV é inativado pela luz natural ou
ultravioleta e pode ser destruido quando exposto a temperaturas de 50°C a 60°C por
30 minutos, em tecidos mortos sobrevive por 1 h a 37°C e por 3 h a 20°C
(ZEE, 2003). Porém, em baixas temperaturas, o virus pode sobreviver por semanas
entre 0-4°C e até por sete anos a -65°C (GREENE e APPEL, 2006). A infecciosidade
do virus é perdida em pH acima de 10,4 ou abaixo de 4,4. O virus pode ser inativado
por desinfectantes, como o cloroférmio, fenol (0,75%), amonio quaternério (0,3%) e
solucéo formalina (0,5%) (ZEE, 2003).

4.5. Replicagédo viral

A replicacdo dos Paramyxovirus ocorre dentro do citoplasma, e muitos deles
se replicam em células anucleadas. O processo de replicacdo se inicia com
aadsorcdo do virus a célula, que se da pelo acoplamento da glicoproteina
hemaglutinina-neuraminidase (HN) aos receptores da membrana celular.
Em seguida, a proteina de fusdo (F) promove a fusdo do envelope viral com
a membrana plasmatica da célula, o que permite a liberacdo do nucleocapsideo
intacto dentro do citoplasma (LAMB e PARKS, 2007).

A RNA polimerase viral (proteinas L e P) inicia a transcricdo a partir da
extremidade 3' do RNA gendmico. Os genes sao transcritos em mRNAs individuais,
seguindo a sequéncia com que aparecem no genoma. A cada jungdo génica,
a polimerase reconhece um sinal de terminacéo do gene (sequéncia de nucleotideos
especifica), que determina a insercdo da cauda poli A no final do mRNA, que é

liberado apds esse processo. HA uma pequena regido intergénica nao codificante e,
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no proximo gene, h4 uma sequéncia de inicio de transcri¢cdo, que determina a adi¢cao
da estrutura “quepe” no inicio do mRNA, que sera transcrito. Em alguns casos, entre
0 processo de parada e reinicio de trasncricdo, a polimerase pode se desprender do
genoma e entao o0 gene seguinte ndo é transcrito, portanto 0s genes mais proximos
da extremidade 3’ sao transcritos em maior quantidade em relagcdo aos da
extremidade 5’. A traducdo dos mRNAs ocorre nos ribossomas livres do citoplasma
ou do reticulo endoplasmatico rugoso (LAMB e PARKS, 2007).

O mesmo complexo polimerase que faz a transcricdo € responsavel pela
estratégia de replicacdo do genoma completo do virus. ApGs a producdo de certa
quantidade de proteinas virais, a polimerase recebe um sinal (ainda ndo bem
compreendido) que determina a parada do processo de transcricdo e o inicio do
processo de replicacdo do genoma. Assim, a polimerase ndo mais reconhece o0s
sinais de inicio e de parada de transcricdo, e o genoma completo é formado,
primeiro, no sentido positivo (anti-senso) e depois, utilizando como molde essa fita,
e formado o genoma da progénie viral em sentido negativo (LAMB e PARKS, 2007).

A maturacdo do virion envolve quatro estagios: 1) incorporacdo das
glicoproteinas virais na membrana plasmatica da célula hospedeira; 2) associacdo
da proteina matriz e outras proteinas néo glicosiladas, que vao promover alteracdes
na membrana plasmatica da célula hospedeira; 3) alinhamento do nucleocapsideo
sob a proteina da matriz; 4) formacéao e liberacdo de virions maduros por brotamento

através da membrana citoplasmatica (LAMB e PARKS, 2007).

4.6. Epidemiologia

A cinomose canina € uma doenca infectocontagiosa cosmopolita,
distribuindo-se pela maior parte do globo. Apesar de ocorrer em qualquer época do
ano, a ocorréncia sazonal da virose ja foi descrita por Gorham (1966) e Patronek et
al. (1995), com o maior nimero de casos ocorrido no inverno. Esta incidéncia maior
durante os meses frios pode estar relacionada a um ambiente mais propicio para a
sobrevivéncia do CDV (APPEL e GILLESPIE, 1972; BORBA et al.,, 2002; EK-
KOMMONEN et al., 1997; GREENE e APPEL, 2006).
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Estudos epidemioldgicos tém sido relatados em muitos paises, como india,
Dinamarca, Finlandia, Estados Unidos e Brasil, baseados na pesquisa de anticorpos
neutralizantes, achados clinicos e avaliacdo de antigenos e anticorpos (HEADLEY e
GRACA, 2000). No Brasil, mais especificamente, os estudos epidemiol6gicos
ocorreram em Belo Horizonte (MG), Santa Maria (RS) e Maringd (PR)
(BORBA et al., 2002).

A predilecdo por sexo ainda ndo foi bem demonstrada. Alguns autores
indicam que ha uma diferenca entre 0os sexos e outros ndo a levam em
consideracdo. A predilecdo por raca ja foi descrita, sendo demonstrado que as racas
braquicefalicas sdo menos susceptiveis ao desenvolvimento de encefalites quando
comparadas as racas dolicocefalicas (HEADLEY e GRACA, 2000). Alguns autores
indicam ainda que cdes sem raca definida sdo mais infectados pelo CDV do que
cdes de raca definida (GORHAM, 1966; HEADLEY e GRACA, 2000; PATRONEK et
al., 1995).

Ha diferenca epidemiolégica entre cées urbanos e os que vivem isolados,
com uma maior taxa de infeccdo nos cées urbanos (BAUMANN, 2004,
GOUVEIA et al., 1987; HEADLEY e GRACA, 2000).

A idade de maior incidéncia da cinomose canina é a época em gue a taxa de
anticorpos maternos diminui, a cerca de dois a seis meses de idade ou em animais
neonatos. Assim, demonstra-se uma relacdo entre susceptibilidade e idade
(BAUMANN, 2004; HEADLEY e GRACA, 2000; SHERDING, 2003).

Os animais infectados e doentes eliminam o agente infeccioso pelas
secrecdes nasais e lacrimais, assim como pela saliva e urina, donde o CDV pode ser
isolado. Nas fezes, nem sempre se consegue evidenciar o virus. As portas de
entrada do agente causal da cinomose canina sdo as mucosas respiratorias e
digestivas superiores. Além do contato direto, a transmissdo pode ocorrer
indiretamente por alimentos ou objetos contaminados (BAUMANN, 2004,
SHERDING, 2003; SWANGO, 1997).

O CDV pode ser eliminado por 60 a 90 dias apés a infeccdo. A taxa de
infeccdo é maior que o numero dos animais que apresentam quadro clinico.
Estima-se que 75% dos cdes susceptiveis tornam-se subclinicamente infectados
(GREENE e APPEL, 2006; SHERDING, 2003).
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Os reservatorios e as fontes de infeccdo do CDV séo os cdes doentes, com
ou sem clinica aparente, os animais silvestres e 0s caes que ja se recuperaram da
doenca, mas que ainda podem disseminar o virus (BAUMANN, 2004; GREENE e
APPEL, 2006).

4.7. Patogenia

Durante uma exposicdo natural, o CDV penetra no organismo pelas vias
aérea ou oral, ou seja, pelo trato respiratorio anterior. Apés a penetracdo, nas
primeiras 24 horas, a replicacdo do virus ocorre nos macrofagos e se difunde para
as tonsilas e linfonodos bronquiais através da circulacdo linfatica local
(APPEL, 1969; BAUMANN, 2004).

Durante o quarto e o sexto dias, a replicacdo viral ocorre nos granuldcitos e
monaocitos do sangue, passa aos ganglios linfaticos mediastinicos e mesentéricos,
ao baco e as ceélulas de Kupffer, a medula 6ssea e ao timo. A partir do sexto dia,
todos os tecidos linféides tornam-se infectados e ocorre a viremia, que corresponde
ao primeiro pico febril, com leucopenia (APPEL, 1969; SHELL, 1990). Entre o sexto
e 0 nono dias apds a exposicdo, o virus difunde-se para o tecido epitelial. E neste
momento que o animal pode desenvolver anticorpos contra o virus, alterando o
curso da infec¢cdo. Em animais que ndo conseguirem responder de forma eficiente a
replicacdo viral, comegcam a surgir, entre 0 14° e 16° dias, os sinais clinicos da
doenca, dentre eles: segundo pico febril, anorexia, diarreia, dispneia e déficits
neurologicos (BAUMANN, 2004; GREENE e APPEL, 2006; SHELL, 1990;
SHERDING, 2003).

Independentemente da via de inoculag&o do virus, a cinomose canina adota
uma evolucdo septicémica, que acomete o sistema nervoso central (SNC) de forma
irreversivel. A difusdo do virus para o SNC ocorre entre oito a nove dias apés a
infeccdo. Ha variacédo da localizacdo e severidade das lesdes. A infec¢éo tanto pode
ser fatal em poucos dias, como pode evoluir durante semanas com final fatal ou
ainda estabilizar-se sem um comprometimento maior (BAUMANN, 2004;
SHERDING, 2003).
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4.8. Sinais Clinicos

Na infeccéo pelo CDV, ap0s o periodo de incubacgéo, ocorre periodo bifasico
de elevacao da temperatura. O primeiro pico febril, entre 39,5°e 41T, dura de oito a
48 horas e pde em evidéncia o estdgio virémico. Apds este primeiro pico febril,
segue um intervalo de um a dois dias sem febre, com posterior pico, cuja duracédo e
intensidade dependem da gravidade das alteragcbes organicas (Quadro 2)
(BAUMANN, 2004; SHERDING, 2003).

) Conjuntivite de inicio serosa, depois mucosa e, apds, purulenta;
Sintomas oculares

Alopecia periorbital devido ao exsudato irritante;

Espirros com acumulo de descarga nasal ao redor das narinas como

. . crostas secas;
Sintomas resplratorlos

Laringite e bronquite que evolui a traqueite, bronquiolite e

broncopneumonia;

Sintomas gastrintestinais VOmito; Diarreia

Exantema vesiculopustuloso localizado predominantemente na parte

_ N posterior do abdémen e face interna da coxa assim como no conduto
Sintomas cutaneos i,
auditivo externo;

Hiperqueratose do coxim plantar e nariz;

Perturbacdes psiquicas, sensitivas e motoras;
Cerebral _
Convulsoes;
Salivacdo abundante;
Bulbar S _
. Paralisia labio-glosso-laringea;
Sintomas nervosos
Mioclonia dos membros anteriores e/ou
Medular posteriores;
Paraparesia ou tetraparesia;
Cerebelar Incoordenacdo motora;

Quadro 2. Complexo de sinais clinicos relacionados a cinomose canina.
Sinais oculares, respiratorios, digestivos, exanteméaticos e nervosos
(GREENE e APPEL, 2006; SHERDING, 2003; SWANGO, 1997).
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Uma leve conjuntivite serosa a mucopurulenta é um dos primeiros sinais
percebidos pelo proprietario do animal cinomdsico, seguida, em poucos dias, por
uma tosse seca evoluindo para produtiva. Podem ser auscultadas crepitacdes nos
puimbes e a pneumonia bacteriana concomitante € bastante comum
(GREENE e APPEL, 2006; HAWKINS, 1997).

A evolucdo aguda é a forma mais frequente da cinomose canina,
cujos sintomas iniciais sdo depressdo e anorexia, seguidas por vomito e diarreia
mucossanguinolenta. A enterite severa como Unica alteracdo clinica, ocorre em
poucos animais, e com uma dificil diferenciagdo da parvovirose canina
(BAUMANN, 2004; BURROWS, 1997; CASTELLANO, 1993; GREENE e APPEL,
2006; SHERDING, 2003; SWANGO, 1997).

4.8.1. Alteracg6es clinicas no sistema nervoso centr  al

Vandevelde e Zurbriggen (2005) afirmaram que 50% dos pacientes
cinomaosicos apresentam sinais sistémicos antes ou concomitante ao neurolégico.
Aproximadamente a metade dos caes que se cura dos sinais sistémicos apresenta,
mais tarde, sinais neurologicos da cinomose canina.

A duracdo da apresentacdo neurolégica pode ser de dias a meses, e 0s
sinais apresentados estdo diretamente ligados a regido do sistema nervoso central
(SNC) afetada. Também de acordo com a regido comprometida, a cinomose canina
pode apresentar-se em trés momentos: desde o principio, no final da fase aguda ou
quando o animal parece estar curado (FENNER, 1997; GREENE e APPEL, 2006;
VANDEVELDE e ZURBRIGGEN, 2005).

A cinomose canina compreende sintomas diversos geralmente graves como:
encefalites (“dos cées jovens”, “dos cades adultos” e “dos cées velhos”), ataxia,
tremores da cabeca e do corpo, hipermetria, inclinacdo da cabeca, nistagmo,
mioclonias (contragdes involuntarias do masculo), convulsdes, incoordenacao
motora, ambulacdo em circulos, hiperestesia, rigidez muscular, vocalizacdo e
cegueira. A magnitude do envolvimento neurolégico tem grande influéncia no
prognoéstico da cinomose canina (BAUMANN, 2004; SHERDING, 2003; SWANGO,
1997).
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O sinal mais comum na fase nervosa da cinomose canina é o aparecimento
de mioclonias, constatadas mais comumente nos muasculos faciais, mastigatérios e
apendiculares e ja foram consideradas patognomoénicas da cinomose canina
(JONES et al., 2000). No entanto, a mioclonia ja é relatada em outras desordens
inflamatorias do SNC, embora bem menos frequente (KOUTINAS et al., 2002).

Evidentemente, a localizacdo dessas mioclonias esta ligada as areas
lesadas do cérebro e medula, com consequente irritagdo ao estimulo neuronal, ou
depressdo de areas bloqueadas dos nucleos da base, deixando assim livres os
estimulos irritativo-inflamatérios corticais que dao origem as mioclonias (GREENE e
APPEL, 2006; TIPOLD et al., 1992).

4.8.1.1. Encefalite aguda ou “dos cées jovens”

A encefalite aguda ou “encefalite dos caes jovens” € acompanhada de sinais
sistémicos. Os sinais neurolégicos sao variaveis, sugerindo-se uma distribuicédo
multifocal das lesdes. Espasmos, semelhantes aos da epilepsia, e mudancas de
personalidade, tais como depressdo e desorientagcdo sdo comuns, assim como
incoordenacdo motora, hipermetria, quedas, cabeca inclinada, nistagmo, monoplegia
ou paraplegia. Entretanto, os sinais clinicos mais caracteristicos sdo as mioclonias
(persistentes durante o sono) e espasmos dos membros flexores
(GREENE e APPEL, 2006; GRONE et al., 2004).

A forma subaguda da cinomose canina apresenta, aparentemente, 0s
mesmos sintomas da forma aguda, porém, enquanto a encefalomielite aguda
destroi, predominantemente, a substancia cinzenta do SNC (neurdnios), a
encefalomielite subaguda destréi, predominantemente, a substancia branca do SNC
(desmielinizacdo) (GEBARA et al., 2004a; JONES et al., 2000).

4.8.1.2. Encefalite multifocal secundaria ou “dos ¢ = &es adultos”

A encefalite multifocal secundéaria da cinomose canina em animais adultos
ou “encefalite cronica dos cées adultos” aparece, geralmente, em animais entre
quatro e oito anos de idade. E uma enfermidade de curso lento e progressivo que

nao precede e nem coincide com os sinais sistémicos (HEADLEY et al., 2001).
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Entre os sinais clinicos encontrados estdo: incoordenacdo motora,
debilidade dos membros pélvicos, respostas uni ou bilaterais deficientes as acdes de
ameaca, inclinacdo da cabeca, nistagmo, paralisia facial e tremores da cabeca néo
acompanhados de mioclonia. Ocasionalmente, os cdes podem cair, e o distlrbio
poderd progredir até eventual paralisia. Os cées assim afetados permanecem
mentalmente em alerta (GEBARA et al.,, 2004a; GREENE e APPEL, 2006;
STEIN et al., 2006).

4.8.1.3. Encefalite esclerosante subaguda ou “dos ¢ aes idosos”

A “encefalite dos cées idosos” da cinomose canina é uma panencefalite
esclerosante subaguda, comumente, observada em cédes com mais de seis anos de
idade. E uma forma de encefalite cinomosica cronica, um distirbio progressivo de
rara ocorréncia. Os sintomas sistémicos ndo estdao presentes. O sinal neurolégico
mais comum é a diminui¢cdo visual e respostas bilaterais deficientes as acdes de
ameaca. Com a progressdao da moléstia, os cdes afetados ficam mentalmente
deprimidos, comecam a andar compulsivamente em circulos ou a comprimir a
cabeca contra objetos, manifestam mudancas de personalidade, ndo reconhecem
mais seus proprios donos, e nem respondem aos estimulos normais em seu
ambiente. Portanto, as alteracbes patologicas foram descritas como encefalite
esclerosante subaguda (GREENE et al., 2006; JONES et al., 2000).

A morte na forma nervosa ocorre por coma, ou durante as convulsdes, ou
ainda por razdes secundarias a neuropatia, como ataxia, anorexia prolongada,
decubito favorecendo grave pneumonia hipostatica, paresia e paralisia entérica e/ou
visceral, perturbacdo metabdlica geral e outros numerosos estados decorrentes das

lesdes nervosas primarias (SEEHUSEN, et al., 2007).

4.8.2. Alteracoes clinicas em outros sistemas
A cinomose canina também pode apresentar sinais clinicos variados, como a
miocardiopatia viral no caso de infec¢cdes neonatais (SHERDING, 2003). Cées
infectados pelo virus da cinomose canina antes da erupcdo dos dentes podem

apresentar hipoplasia do esmalte dentario. Com isso, ha a exposicédo da dentina que
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na macroscopia € demonstrado por areas de coloracdo amarelo a bege nos dentes
permanentes (GELBERG, 2007).

O exantema cutaneo, que progride até a formacdo de pdustulas,
especialmente no abdémen e na face interna da coxa, assim como no conduto
auditivo externo, também pode ocorrer (BAUMANN, 2004; SWANGO, 1997).

A hiperqueratose dos coxins plantares e do focinho é considerada uma
forma tardia da evolugcédo da cinomose canina. Esta manifestacéo epitelial ocorre em
cdes que ndo possuem histérico de manifestacdo aguda ou subaguda da doenca.
Grone et al. (2003) demonstraram que antigenos virais do CDV podem estar
presentes nos coxins hiperqueratosos de animais acometidos, sugerindo assim uma
forma de diagnostico ante-mortem (FRIESS et al., 2005; GRONE et al., 2003).

O virus da cinomose canina pode atingir diretamente o pulm&o causando
uma pneumonia viral, devido ao seu efeito imunossupressor ou levando a
associacdo com outros virus, como o Adenovirus 2 e os Parainfluenzavirus
(DAMIAN et al., 2005; TOVAR et al., 2007; CHVALA et al., 2007) ou com infec¢des
bacterianas secundarias (LOPEZ, 2007).

As pneumonias causadas por Bordetella bronchiseptica ou Mycoplasma sp.
podem ser observadas como infec¢des primarias de pulmdo e como infecgbes
secundarias em animais infectados pelo virus da cinomose canina (CHALKER et al.,
2004; ERLES et al., 2004; LOPEZ, 2007; CHVALA et al., 2007). A infec¢&o pulmonar
pelo Pneumocystis carinii foi encontrada em animais com cinomose canina,
sugerindo uma imunossupressao pelo virus, levando a infeccdo secundaria pelo
agente (DYER e SCHAMBER, 1999).

4.9. Patologia

4.9.1. Afeccdes do sistema respiratorio
No sistema respiratério, pode haver presenca de exsudato seroso,
mucopurulento ou catarral sobre a mucosa nasal e da faringe. Nas secc¢bes
microscopicas, com frequéncia, sdo observados corpusculos de inclusdo

intracitoplasmatica e intranuclear (“corpusculos de inclusdo mista”) nas células
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associadas ao exsudato. Essas inclusdes tém reacdo eosinofilica quando sé&o
coradas pela rotina de hematoxilina e eosina (H&E). No citoplasma, as inclusdées séo
redondas a ovoides, variando de 5 a 20 um de diametro. Habitualmente, sdo
estruturas homogéneas e nitidamente demarcadas, ocasionalmente, situam-se em
vacuolos adjacentes ao nucleo (JONES et al., 2000; PANDHER et al., 2006).

No pulmao, as lesdes podem manisfestar-se como uma broncopneumonia
purulenta, na qual os brénquios e alvéolos adjacentes estdo ocupados com
neutréfilos, mucina, e debris teciduais. Nos primeiros estagios, o exsudato pode
conter algum sangue, neutroéfilos e células mononucleares que revestem as paredes
alveolares ou que ocupam parcialmente os alvéolos e que constituem a Unica
evidéncia de infeccdo. Em alguns exemplos, formam-se “células gigantes
multinucleadas”, chamadas sincicios, no revestimento brénquico, septos alveolares,
e livremente nos alvéolos (LOPEZ, 2007; PANDHER et al., 2006).

4.9.2. Afeccdes do tecido epitelial

O CDV ¢é considerado um virus preferencialmente neurotropico. Nos caes,
estd associado a hiperqueratose nasodigital e a dermatite pustular. Na pele,
particularmente do abddémen, pode ocorrer uma dermatite vesicular e pustular.
Microscopicamente, sao observados corpusculos de inclusdo nucleares e/ou
citoplasmaticos que podem estar presentes no interior das células epiteliais,
especialmente das glandulas sebaceas (GRONE et al., 2003; GRONE et al., 2004;
KOUTINAS et al., 2004).

Nos coxins digitais, a histopatologia revela hiperqueratose ortoqueratotica
e/ou paraqueratética, vacuoalizacdo de queratinécitos e a presenca de corpusculos
de inclusdo viral, sendo a hiperplasia epitelial raramente mencionada
(FRIESS et al., 2005; GRONE et al., 2004; KOUTINAS et al., 2004).

O epitélio do trato urinario, particularmente da pelve renal e da bexiga, pode
conter vasos congestos e corpusculos de inclusdo citoplasmaticos e/ou
intranucleares que podem ser evidenciados ao microscopio (GRONE et al., 2003;
JONES et al., 2000).

O estbmago e intestinos podem conter grande numero de inclusbes

citoplasmaticas e algumas inclusbes intranucleares no epitélio de revestimento.
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No intestino grosso, 0 exsudato mucoso é excessivo, podendo ser demonstrados
congestdo e infiltrado inflamatorio (por linfocitos) na lamina propria
(JONES et al., 2000; OKITA et al., 1997).

No figado, a cinomose canina ndo causa lesfes significativas, embora
inclusdes possam estar presentes no epitélio biliar. No coracao, as lesdes cardiacas
sdo representadas por degeneracdo das células do miocardio com necrose e
calcificacdo multifocal (JONES et al., 2000).

4.9.3. Afeccdes oftdlmicas

A doenca oftdlmica na cinomose canina é representada por lesbes que o
CDV causa no nervo oOptico, gerando cegueira com pupilas dilatadas e que né&o
reagem aos estimulos luminosos (NELSON e COUTO, 1998; WILCOCK, 1993).

Na retina, tais lesdes traduzem-se por degeneragdo e necrose com
deslocamento focal ou total da mesma. Ha também o aparecimento de lesdes
cronicas, circunscritas, hiper-reflexivas, atréficas da regido fundica retiniana, séo
chamadas “medalhfes dourados”. Ainda na retina, ocorrem congestdo, edema,
formacdo de manguitos perivasculares com linfocitos, degeneracdo de células
ganglionares e gliose. Habitualmente, também ocorrem tumefacgéo e proliferacéo do
epitélio pigmentar da retina (JONES et al., 2000; NELSON e COUTO, 1998).

Uma uveite anterior, caracterizada por infiltrado de células mononucleares
juntamente com sincicios, € um achado comum. Também ocorre, comumente, um
ressecamento que promove a ceratoconjuntivite seca, sinal clinico de féacil
observacdo e compativel com a presenca do CDV (JONES et al., 2000; NELSON e
COUTO, 1998; WILCOCK, 1993).

4.9.4. Afeccdes do sistema dentario
A hipoplasia segmentar do esmalte ocorre em cades adultos que foram
infectados com o CDV quando filhotes, na fase da odontogénese. Durante a
infeccdo, o epitélio do 6rgdo do esmalte apresenta lesdes tipicas de infec¢ao viral.

Incluindo, necrose, desorganizacdo e perda da funcdo de ameloblastos. Apds o
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16° dia de infeccdo pelo CDV, h& encurtamento dos ameloblastos e presenca das
células gigantes sinciciais (KRUININGEN, 1998).

ApoOs a recuperacdo da infeccado viral, ha o retorno da funcdo e da
organizacdo do esmalte, seguido pelo restabelecimento da formagdo normal de
esmalte, apesar da presenca de areas de coloracdo amarela a bege
(GELBERG, 2007).

4.9.5. Afeccgdes do sistema nervoso central

O grau de comprometimento do sistema nervoso central (SNC) é
dependente da cepa viral, da idade e da imunocompeténcia do animal. Caes jovens
e com imunodeficiéncia, frequentemente, desenvolvem necrose neuronal. Caes
adultos e imunocompetentes, geralmente, apresentam desmielinizagcéo
(GEBARA et al., 2004a).

No SNC, o CDV tem afinidade pelas partes mielinizadas do cérebro e
medula espinhal, e as lesdes produzidas podem ser detectadas somente por meio
de microscopio. Essas lesdes variam em intensidade e abrangéncia, habitualmente,
em relacdo direta com a gravidade e duracdo da moléstia clinica. As estruturas mais
constantemente afetadas sdo: pedunculos cerebelares, véu medular anterior, os
tratos mielinizados do cerebelo e colunas brancas da medula espinhal. Tais lesdes
sdo caracterizadas por areas de necrose bem delimitadas, desmielinizacbes e
inclusdes, principalmente em astrocitos e célula da glia (BAUMANN, 2004; D'INTINO
et al., 2006; GEBARA et al., 2004a).

Propde-se que a infeccao inicial do SNC ocorre por via hematogénica,
seguida de processo inflamatério ou ndo. A lesdo nao-inflamatéria caracteriza-se,
primariamente, por infec¢cdo neuronal, enquanto a lesdo inflamatoria tipifica-se pela
presenca de virus nos linfocitos perivasculares, nos neurénios, na epéndima e nas
meninges. Além dessas, neste estagio, ocorre uma destruicdo das células
microgliais, essenciais para a efetividade do sistema imune do cérebro (BRUNNER,
et al., 2007; STEIN et al., 2004).

A inflamacéo inicial diminui e ndo € mais detectavel, aproximadamente aos

vinte dias apos a infeccdo. O estagio seguinte de desenvolvimento da leséo
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caracteriza-se por quase auséncia de células inflamatorias, numeros reduzidos de
oligodendraocitos, hipertrofia e hiperplasia de astrocitos, com graus variaveis de
apoptose das células do sincicio. Tais ocorréncias levam a uma degeneracéo
neuronal e a uma desmielinizacdo multifocal, que ocorre durante o estagio
inflamatorio crénico da cinomose canina, esta associada a replicacao viral no interior
dos astrocitos. Os corpusculos de inclusédo (intracitoplasmaticos, intranucleares ou
mistos) sdo observados, particularmente em astrocitos, células-alvo importantes
para o CDV (JONES et al., 2000; NISHI et al., 2004; STEIN et al., 2004).

A primeira evidéncia de agressdo da bainha de mielina é uma alteragédo
balonosa, resultante da particdo das bainhas de mielina ou de alteragcbes mais
degenerativas, incluindo tumefacdo axonal. Essa lesédo é invariavelmente associada
a proliferacdo astrocitaria e microglial. Essa agressao inicial a bainha de mielina
€ seguida por remocgdo progressiva de bainhas compactas de mielinas por células
microgliais fagocitarias (que infiltram as lamelas de mielina) e graus variaveis de
necrose axonal. Num estagio posterior, a desmielinizacdo € mais pronunciada e ha
inflamac&o ndo-supurativa que pode ser acompanhada por acumulo de células de
macrofagos. Durante esse estagio, células portadoras de imunoglobulinas e
IgG ligada ao tecido degenerado aparecem nas lesGes da substancia branca
(MORO et al., 2004; NISHI et al., 2004; SEEHUSEN, et al., 2007).

A substancia branca subcortical do cérebro € habitualmente poupada.
As lesdes caracterizam-se por areas de destruicdo com uma delimitagdo bastante
nitida, particularmente nos tratos mielinizados. Ao microscopio de baixa ampliacao,
especialmente corado pelo método de Weil-Felix, sdo observados “buracos” bem
delimitados com dimensdes irregulares, que dao aos tratos acometidos um aspecto
esponjoso (status spongiosus) (ALLDINGER, et al., 2000; BAUMANN, 2004).

Embora ofuscadas pelas alteragcdes ocorrentes nos tratos mielinizados,
também ocorrem alteragcbes degenerativas nos neurbnios, aparentemente
resultantes da invasdo primaria viral e de lesbes retrogradas secundarias a lesao
axonal. Ocorre picnose, cromatolise, gliose e neurofagia. Raramente, podem ser
detectados, nos neurbnios, corpusculos de inclusédo citoplasmaticos e/ou nucleares.
Pode ser encontrada uma necrose neuronal no cortex cerebral e cerebelar, nos

ndcleos pontinos e bulbares e na medula espinhal. Na maioria dos casos, esta
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presente uma leptomeningite, principalmente caracterizada por infiltrado linfocitario
(JONES et al., 2000; SEEHUSEN, et al., 2007).

4.10. Resposta imune

Apenas 3% dos anticorpos maternos contra o virus da cinomose canina sao
transferidos através da placenta e 97% através do colostro, resultando em um titulo
inicial no recém nascido normalmente igual a 77% do titulo da mae
(STEIN et al., 2006).

Como uma pequena quantidade de anticorpos atravessa a placenta, os
filhotes dependem da ingestédo de colostro para adquirirem os anticorpos maternos,
cuja absorcao, através do intestino dos filhotes, reduz-se rapidamente apds 72 horas
de vida (SIXT et al., 1998).

O titulo de anticorpos passivos € variavel em uma mesma ninhada,
dependendo do titulo de anticorpos no soro da mée, da quantidade de colostro
ingerida por cada um dos filhotes e do tempo decorrido apdés o nascimento.
Tais anticorpos tém vida média de apenas sete a oito dias e, na maioria dos casos,
declinam a niveis nao-protetores em aproximadamente oito semanas, fazendo-se
necessaria a imunizacdo por meio de vacinacbes estratégicas. Porém, alguns
filhotes adquirem uma quantidade de anticorpos que duram até quatro meses apos o
nascimento (SHERDING, 2003; SWANGO, 1997).

Os sinais tipicos da enfermidade geralmente ocorrem em cées
imunossuprimidos pelo virus. Quando o sistema imune do hospedeiro responde
satisfatoriamente, a infeccéo viral € superada e a clinica € inaparente, exceto pela
ocorréncia de encefalite numa percentagem relativamente pequena de cées
(KUMAGAI et al., 2004).

O CDV causa danos linfoides disseminados, prejuizos a imunidade mediada
por linfocitos B e T, linfopenia e atrofia timica. As infeccfes bacterianas secundarias
decorrentes séo, frequentemente, responsaveis por muitos dos sinais clinicos
associados a cinomose canina, contribuindo para o aumento da mortalidade
(SCHOBESBERGER et al., 2005).
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O animal podera ter uma resposta imune “rapida ou efetiva”, “lerda ou
parcial”’, ou ainda uma resposta imune “falha”. O tipo de resposta imune do animal
depende de seu estado fisico (SHERDING, 2003; SWANGO, 1997).

4.10.1. Resposta imune “rapida ou efetiva”

Neste tipo de resposta imunitaria, a infeccdo sera subclinica com
recuperagcdo completa e eliminacdo do virus (por volta do 14°dia apés a infeccéo).
Estima-se que mais de 50% das infeccbes pelo CDV sdo subclinicas
(SHERDING, 2003).

4.10.2. Resposta imune “lerda ou parcial”
Este tipo de resposta ocorre quando ndo h4 uma resposta imune eficaz, ou
seja, ndo ha a completa resposta imune. Os sinais multissistémicos sdo evitados,
porém a localizagcdo do CDV no SNC podera resultar em encefalomielite crénica com

retardo do inicio dos sintomas neurolégicos (SHERDING, 2003).

4.10.3. Resposta imune “falha”

Se o0 animal ndo desenvolver uma resposta imune entre 0 9°e o 14°dia
apos a infeccdo pelo CDV, o resultado serd uma disseminagdo rdpida e abrangente
do virus para os tecidos epiteliais (tais como, o trato respiratério e gastrintestinal) e o
SNC (encefalomielite aguda), resultando em sinais multissistémicos, segundo pico
febril e uma alta taxa de mortalidade (SHERDING, 2003).

4.11. Diagnéstico

Em alguns paises, o principal diagndstico € baseado nas manifestacfes

clinicas dos cédes (LATHA et al., 2007). No entanto, a apresentacdo variavel da
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clinica da cinomose canina pode dificultar o diagnéstico da doenca
(SHIN et al., 2004).

Segundo Kim et al. (2006), em varios casos, a combinacdo de alguns
principais sintomas, como inflamacdo conjuntival, secrecdo respiratoria, diarreia,
doenca com trés semanas ou mais e sinais nervosos, sugerem um diagnostico

presuntivo da cinomose canina.

4.11.1. Hematologia

A anemia € um achado comum, atribuida ao aumento da destruicdo dos
eritrocitos ou a diminuicéo de sua producdo. Mendonca et al. (2000) afirmaram que a
destruicdo dos eritrocitos deve-se a presenca do virus no interior do eritrécito ou pela
deposicao de imunocomplexos na membrana da célula. Meyer et al. (1999) referem-
se ao fato de ocorrer uma queda na producao, atribuida a faléncia medular devido
ao estresse desencadeado pela doenca. Na maioria dos casos, 0s eritrocitos
apresentaram-se normociticos e normocromicos e sem sinais de regeneracao
medular.

O leucograma € uma caracteristica variavel. As contagens variaram de
leucopenia a leucocitose. Infeccbes bacterianas oportunistas no trato alimentar e
respiratorio podem ser observadas em caes com cinomose canina. Isso justificaria a
leucocitose, por neutrofilia, e o desvio a esquerda, observados nos animais
(SILVA et al., 2005).

A trombocitopenia também € um achado frequente nos animais. O
mecanismo responsavel pela trombocitopenia associada a infec¢des virais na
veterinaria ainda € pouco conhecido. Sabe-se, apenas, que, para 0 género
Morbillivirus, ja se observou aumento de anticorpos antiplaguetas
(FELDMAN et al., 2000). A trombocitopenia provavelmente é do tipo imunomediada
com remocdo das plaquetas pelo sistema reticulo endotelial (LOPES JUNIOR,
2006).
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4.11.2. Pesquisa de incluséao viral

As inclusdes descritas por Lentz, em 1907, em nudcleos e citoplasmas de
neurbnios de cdes que morreram com cinomose canina, e por Sinegaglia, em 1912,
em células de outros 6rgaos, sdo denominadas Inclusées de Lentz ou de Sinegaglia-
Lentz. Essas inclusdes sdo compostas por agregados de nucleocapsideos e debris
celulares resultantes da acdo. S&o coradas por corantes de base Romanowsky e
nao apresentam a mesma frequéncia nos diversos tecidos, como bexiga, brénquios,
parénquima pulmonar, terceira palpebra, hipocampo, figado, cerebelo, cortex
cerebral e medula oblonga. Seu niumero é pequeno em linfécitos e menor ainda em
neutrofilos e hemacias (SILVA et al., 2005).

4.11.3. Analise do liquor

No liquido cefalorraquidiano (LCR) ha um aumento de proteina (maior que
25 mag/dl), principalmente representada por IgG antivirus da cinomose canina e
aumento de células (maior que 10 mg/dl) com predominancia de linfécitos. Este
aumento evidencia encefalite crénica. Sdo achados inespecificos, mas que sugerem
etiologia viral como a do CDV. Esses achados ndo sdo verificados em caes
vacinados contra a cinomose canina e nem nos que tenham tido cinomose canina
sistémica sem encefalite (AMUDE et al., 2007; SARMENTO, 2000).

A presenca de anticorpos especificos para CDV no liquor é diagndstico
conclusivo da presenca do virus, porém a auséncia desses anticorpos ndo descarta
a possibilidade da infeccao viral (GEBARA et al., 2004a; SHERDING, 2003).

4.11.4. Isolamento viral

4.11.4.1. Em ovos embrionados

Varios virus podem ser propagados na membrana corioalantoide de ovos
embrionados de galinha (FONSECA, 1994).

Em 1948, foi a primeira vez que o virus da cinomose canina foi mantido em

passagens em séries de ovos. A cepa desenvolvida foi chamada Onderstepoort e
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teve, apOs 25 passagens, a viruléncia baixa para fur6es. Em 1945, outra cepa foi
desenvolvida e adaptada em ovos, a Lerderle, tendo baixa viruléncia entre 24 a 28
passagens. Estas cepas tém sido amplamente utilizadas para vacinacdo da

cinomose canina em animais susceptiveis (APPEL e SUMMERS, 1999).

4.11.4.2. Em cultivo celular

O virus da cinomose canina pode ser cultivado em tecido, porém o
isolamento leva muitos dias ou semanas e, frequentemente, ndo se obtém sucesso,
se o cao afetado ndo estiver no estagio agudo da infeccdo. Uma vez adaptada a
cultura de tecido, o virus pode ser propagado em diferentes espécies como: céo,
furdo, bovino e humano. Cultura de células primarias tem sido empregada para
adaptacao. Células de rim de cdo (MDCK), fibroblasto de embrido de galinha e rim
de macaco verde africano (VERO) séo utilizadas para experimentos e producéo de
vacinas (LEDNICKY et al., 2004).

O CDV pode ser cultivado em culturas primarias e continuas. O isolamento
de CDV virulento tem-se mostrado dificil em cultura de células de rotinas. O sucesso
maior se da em cultivo direto de tecido-alvo como linfécitos e macréfagos do
hospedeiro infectado. Cultura de macrofagos alveolares detectam o virus entre 24 a
48 horas (GREENE e APPEL, 2006).

Recentemente, linfocitos B de sagui (B95a) mostram ser altamente
susceptiveis para o isolamento do CDV (KAl et al., 1993).

O CDV quando replicado em cultura de células VERO e outras linhagens
permissivas, geralmente resulta em mudancas citopaticas, como a formacdo de
células estreladas, de sincicios e apoptose (GUO e LU, 2000; KUMAGAI et al., 2004;
MORO et al., 2004).

O tempo e a intensidade do efeito citopatico varia de acordo com a cepa,
diferentes tipos celulares, diferentes meios e condicdes de incubacdo. Células
jovens produzem efeito citopatico mais evidente que células envelhecidas
(MORO et al., 2004).
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4.11.4.3. Em animais de laboratorio

O virus foi adaptado a furbes, camundongos suicos jovens e hamsters
desmamados. A via de inoculacdo pode ser intranasal, parenteral e intracerebral
(HIRSH e CHUNGZEE, 1999).

Furbes quando inoculados pela via intranasal desenvolvem febre,
conjuntivite, apatia e morte. A identificacdo do agente produtor utilizando o furdo é
muito segura, porém requer bastante tempo por transcorrer um periodo de 8 a 12
dias, além de ser bastante onerosa. Camundongos e hamsters quando infectados
experimentalmente pela via intracerebral, desenvolvem sintomas neurolégicos que
podem levar a morte (BAUMANN, 1999).

4.11.5. Deteccgédo do antigeno viral

4.11.5.1. Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia é, geralmente, realizada em impressdes de epitélio
respiratério, conjuntiva palpebral, prepucio, vagina, tonsila, bexiga, sedimento de
urina, medula éssea, estbmago, duodeno, pulmao e encéfalo (ELIA et al., 2007,
SANTOS, 2002).

A técnica de imunofluorescéncia direta aplicada ao diagnostico do CDV é
utilizada desde 1956 e € um dos métodos mais sensiveis e especificos na deteccao
dos antigenos virais. Quando utilizado os esfregacos de epitélio conjuntival,
apresenta alto grau de sensibilidade, mas €, em geral, somente detectada no inicio
da infeccdo, antes do desenvolvimento dos sinais neurolégicos (ELIA et al., 2007;
FERNANDES et al., 2004).

4.11.5.2. Ensaio imunoenzimético (ELISA)

O diagndstico sorolégico pode ser realizado mediante a mensuracao de IgG
e IgM anti-CDV, utilizando-se o ELISA, mas constitui um problema em céaes
vacinados (SOMA et al., 2003).

Os anticorpos IgM podem ser detectados no sangue, na fase aguda da

doenca, indicando infeccédo recente pelo virus da cinomose canina. Os anticorpos
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IgG comecgam a aparecer logo depois da fase aguda, mas podem continuar a serem
detectados por anos (VON MESSLING et al., 1999).

4.11.5.3. Soroneutralizacao viral

A soroneutralizagdo viral mensura somente 0s anticorpos direcionados
contra epitopos especificos do virus, envolvidos na infec¢do celular. Diferentemente,
a imunofluorescéncia e o ensaio imunoezimatico (ELISA), métodos que detectam
titulos de anticorpos mais elevados, mensuram todos o0s anticorpos contra o virus.
Assim, a soroneutralizagéo viral & considerada o “padrdo-ouro” em cées vacinados,
para a deteccdo e a quantificacdo de anticorpos CDV-especificos
(NOON et al., 1980; RIKULA et al., 2000).

Porém, ha variaveis importantes que podem influenciar o resultado que
devem ser consideradas, quando realizado o teste de soroneutralizagdo, como a
guantidade de virus, o isolado viral utilizado para o teste e o volume de soro testado
(TWARK e DODDS, 2000).

4.11.5.4. Imunoistoquimica

A técnica de imunoistoquimica tem sido empregada para a deteccdo de
antigenos da cinomose canina. O antigeno pode ser encontrado em epitélio da
mucosa nasal, dos coxins digitais e da pele, podendo, assim, a técnica ser
empregada como diagnostico ante-mortem da cinomose canina
(MASUDA et al., 2006).

Para diagndéstico post-mortem, podem ser utilizadas outras amostras do
estdbmago, pulmao, bexiga, encéfalo, baco, linfonodos, tonsila, rim, intestino e coxins
digitais (LIANG et al., 2007; WENZLOW et al., 2007).

4.11.5.5. Imunocromatografia

O ensaio imunocromatografico é fundamentado na deteccao qualitativa do
antigeno do CDV em diversas amostras biolégicas, como secrecdo ocular
(conjuntiva), secre¢do nasal (mucosa), saliva, urina, soro, plasma ou liquor.

O kit diagndstico é rapido, seguro, altamente especifico (97,7%) e sensivel

(98,8%), com leitura visual de facil interpretacdo, n&o necessitando de
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instrumentacdo. O kit-teste ndo apresenta reacdo cruzada com antigenos de
agentes etioldgicos que produzem quadros clinicos confundiveis com os da
cinomose canina. Caes vacinados para a cinomose canina podem ser testados pelo
o kit, desde que seja respeitado o intervalo de 15 dias entre a vacinacdo e a
realizacdo do teste. ApOs esse periodo, 0s antigenos virais da vacina ndo sdo mais
detectados, o0 que evita a producdo de falso-positivo. Caes tratados com soros
hiperimunes podem gerar falso-negativo no teste, pois 0s anticorpos do soro podem

neutralizar o antigeno viral.

4.11.6. Diagnéstico histopatologico

As lesfes induzidas no SNC pelo CDV séo bastante caracteristicas, por isso
a histopatologia € uma técnica que pode ser utilizada como diagndstico definitivo
dessa virose. Contudo, este € um procedimento de diagnostico post-mortem,
nao contribuindo para o diagnostico precoce da infeccdo (GEBARA et al., 2004a).

No exame histolégico do SNC, a presenca de vacuolos multifocais —
desmielinizacé&o, infiltrados mononucleares perivasculares e em meninges e reacéo
glial — sdo sugestivos de encefalomielite por cinomose canina (VANDEVELVE e
ZURBRIGGEN, 2005; GEBARA et al., 2004a).

Nos 6rgdos do encéfalo, principalmente no cerebelo, ponte e véu bulbar que
recobre o 4° ventriculo, podem-se observar manguitos linféides perivasculares e, no
cérebro, edema perivascular e congestdo. Estas lesdes, vistas em pequeno
aumento, oferecem o0 aspecto de esponja. As inclusdes intranucleares sé&o
principalmente encontradas nos astrocitos (JONES et al., 2000;
GEBARA et al.,2004a; GREENE et al., 2006; SUMMERS et al., 1995).

Podem-se encontrar les6es também em: timo — com atrofia desde parcial até
completa, principalmente em cdes novos; pulmdes - broncopneumonia
catarropurulenta ou simplesmente congestdo; baco — aumentado de volume e
congesto; figado — aumentado de volume e congesto; intestinos — com enterite
catarro-purulenta ou catarro-hemorragica; meninges — podem estar congestas nos

casos de meningite e encefalite (GEBARA et al., 2004a).
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4.11.7. Diagnostico molecular

4.11.7.1. Hibridizacdo in situ (ISH)

O genoma viral pode ser detectado em amostras biologicas fresca ou até
mesmo em amostras conservadas por anos por meio de sondas radioativas
(radiois6topos) ou ndo-radioativas (enzimas) (SANTOS et al., 2002).

Zurbriggen et al. (1998) desenvolveram sondas complementares para o CDV
capazes de detectar o RNA viral em culturas primarias de cérebro e também no
tecido cerebral.

4.11.7.2. Reacado em cadeia da polimerase (PCR)

O diagnoéstico pela transcricdo reversa - reacdo em cadeia da polimerase
(RT- PCR), se d& pela deteccdo do material genético viral. Para isso, sédo utilizados
oligonucleotideos iniciadores (primers) que amplificam uma regido especifica do
genoma. As principais vantagens desta técnica incluem a rapidez na obtencédo dos
resultados, a ndo exigéncia da infecciosidade da particula viral e os altos niveis de
sensibilidade e especificidade. A RT-PCR tem sido empregada com sucesso na
deteccdo do CDV em diferentes tipos de amostras biolégicas, como sangue, soro,
urina e fragmentos de orgdos (FRISK et al.,, 1999; GEBARA et al., 2004b;
KIM et al., 2001).

Atualmente, a técnica da reacdo em cadeia da polimerase, precedida de
transcricédo reversa (RT-PCR), vem sendo empregada com sucesso na deteccao do
virus da cinomose canina em diferentes tipos de amostras bioldgicas, provenientes
de cé@es com sinais clinicos sistémicos e neurolégicos (BARRETT, 1999;
GEBARA et al., 2004).

As vérias amostras utilizadas sdo sangue periférico, soro, swab conjuntival,
secrecdo nasal, urina, liquor. Swab vaginal, tecidos pulmonares, estomacais,
intestinal e urinario também podem ser utilizados para o diagnéstico da cinomose
canina pela técnica RT-PCR. Entretanto, o swab conjuntival € o mais apropriado
para o diagndstico precoce da cinomose canina (KIM et al., 2006).

Segundo Gebara et al. (2004b), é possivel detectar o acido nucleico do virus

em urina de cées tanto com encefalite aguda quanto cronica, evidenciando a viruria.
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Estes resultados demonstram que a técnica de RT-PCR € um método eficiente para
realizagdo do diagndstico rapido, precoce e in vivo (ELIAetal., 2007;
SAITO et al., 2005; SAITO et al., 2006a).

No entanto, Saito et al. (2006a) afirmam que o soro e o0 sangue periférico
ndo sdo amostras boas para a deteccéo do virus da cinomose canina pelo RT-PCR,
caso 0 cao apresente apenas distlrbios neuroldgicos sem envolvimento sistémico da
doenca. A baixa celularidade do liquor pode ser insuficiente para a preparacao da
amostra, que pode causar um inadequado isolamento do RNA viral.

A maior vantagem do PCR em tempo real é a habilidade de quantificar
particulas virais em amostras clinicas, ao contrario do RT-PCR convencional que &
uma analise qualitativa. Alta carga viral foi demonstrada em tecidos linfoides, como
tonsilas, baco, linfonodos mesentéricos; em visceras e na urina. No SNC, no lobo
frontal foi encontrada uma alta concentracdo viral, sugerindo ser a &area mais
sensivel para diagnostico (ELIA et al., 2007).

Shin et al. (2004) levantaram a hipotese de utilizacdo do nested PCR para
diagnéstico da referida enfermidade. A efetividade da técnica foi demonstrada em
amostras clinicas incluindo sangue, urina, swab nasal e saliva. Sendo um método
ideal para detecgdo do virus da cinomose canina em amostras clinicas, apresentou
alta sensibilidade e consisténcia no desempenho laboratorial. Comparativamente ao
RT-PCR, mostrou positividade relevante em todas as amostras testadas.

Segundo Jozwik e Frymus (2005), o resultado do RT-PCR foi positivo em
animais, poucos dias apés a vacinacgdo, e confirmou que o método pode levar a um
diagnostico falso-positivo da cinomose canina em cdes vacinados com vacina de
virus vivo modificado. Portanto, o tempo minimo entre a vacinacdo e o exame em
cées doentes deve ser de seis semanas para excluir o resultado falso-positivo.

A técnica molecular de PCR ou RT-PCR ainda n&do € usada rotineiramente
pelos clinicos, devido ao seu alto custo. Porém, tal diagnostico seria muito mais
eficaz e conclusivo do que o diagnéstico feito por imunofluorescéncia
(JOZWIK e FRYMUS, 2005).
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4.11.8. Diagndstico diferencial

A cinomose canina deve ser diferenciada, principalmente, da hepatite
infecciosa canina, da leptospirose, da pasteurelose, da raiva e da doenca de
Aujezsky (pseudo-raiva). Tanto a leptospirose quanto a pasteurelose sao infecgoes
secundérias comuns a cinomose canina (BAUMANN, 2004).

A forma respiratéria da cinomose canina deve ser diferenciada da doenca
das vias respiratOria anteriores em caninos, a traqueobronquite infecciosa canina,
mais conhecida como “tosse dos canis”, que possui como agentes virais
paramyxovirus, adenovirus, reovirus e herpesvirus (BAUMANN, 2004;
SWANGO, 1997).

A erliquiose canina pode levar a um quadro respiratério e nervoso. Portanto,
deve também ser considerada para o diagnostico diferencial da cinomose canina
(BREITSCHWERDT, 1997).

A toxoplasmose também é um diagndstico diferencial, pois é caracterizada
por sinais neuromusculares, respiratorios e gastrentéricos, ou por infeccbes
generalizadas associadas a com sintomatologia neurolégica (MORETTI et al., 2006).

Segundo Brito et al. (2002), ndo é possivel ter certeza que todos o0s casos de
doencas neurologica sejam toxoplasmose clinica. Quando h& sintomatologia
neuroldgica, a suspeita € direcionada para outras infec¢gbes, como a cinomose
canina.

A hipocalcemia pode levar o animal a apresentar distirbios de movimento
gue mimetizam a mioclonia. Logo, também deve ser considerada no diagnostico
diferencial da cinomose canina (FENNER, 1997).

As intoxicacdes por clorados e clorofosforados e, em menor grau, as
causadas por fosforados e carbamatos confundem-se com a cinomose canina.
Podem causar diarreia, edema, congestdo pulmonar e sinais nervosos, ora com
apatia, ora com tremores, mioclonias, convulsdes e, as vezes, agressividade
(MORETTI et al., 2006).
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4.12. Prognostico

Este é reservado nas formas ou fases iniciais, digestiva e respiratoria, pois
as mesmas podem progredir para a fase nervosa. O progndstico € ruim na doenca
avancada com lesdes graves, entéricas e pneumonicas, que podem causar a morte.
O mesmo ocorre na fase nervosa, pois a mesma comumente é progressiva, raras
vezes estaciona e, leva a morte em curso agudo ou crénico, ou, quando o animal

nao vem a 6bito, deixa sequelas que podem ser inabilitantes (GREENE, 2006).

4.13. Tratamento

A falta de um tratamento antiviral para a infeccdo do virus da cinomose
canina requer um tratamento suporte e sintomatico. Na encefalite multifocal
progressiva causadora de tetraplegia, semicoma e incapacitacdo, a eutanasia é
recomendada (TIPOLD et al., 1992).

Nos casos de animais com convulsdo, 0s anticonvulsionantes podem ser
utilizados, como o fenobarbital. Corticosteroides, como a dexametasona, por via
intravenosa, podem ser utilizados por causa da imunopatologia das les6es neuronais
e para reduzir o edema cerebral, mantendo a terapia com doses anti-inflamatérias e,
posteriormente, reduzindo a dose até o final do tratamento. A imunossupressao
causada pelos esteroides € a principal desvantagem, porque a resposta inflamatoria
€ responsavel pela retirada do virus do organismo (BAUMANN, 2004).

A terapia com glicocorticoides com dosagens anti-inflamatérias pode ter
algum sucesso no controle da dilatacdo pupilar causada pela neurite Optica ou de
alguns sinais associados a inflamacdo crbénica da encefalite (TIPOLD, 1992;
GREENE, 2006).

Como os macroéfagos e seus produtos sdo importantes na inducdo da
destruicdo do tecido nervoso, antioxidantes como vitamina E e vitamina C podem ser
utilizados terapeuticamente (VANDEVELDE e ZURBRIGGEN, 2005).

Aplicar soro hiperimune especifico na dose de 2 a 4 mL/Kg de uma so vez,

distribuindo-o em varios locais por via intramuscular, ou ainda em um ou ambos 0s
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lados do térax, por via subcutanea, conforme o volume necessario. Em imunoterapia
passiva de doencas a virus (como no uso de antitoxinas), como norma, deve-se
aplicar o soro hiperimune necessario de uma sé vez, pois sua acao €
fundamentalmente de soroneutralizacdo (SHERDING, 2003; SWANGO, 1997).

O soro permanece ativo no animal por 15 a 30 dias, baixando seu titulo ou
concentracdo paulatinamente, seja por soroneutralizacdo, formando complexos
antigeno X anticorpos, seja por metabolizacdo e eliminacdo progressiva
(GREENE, 2008).

Quando ja ha tiques ou paresias, o clinico pode sugerir o uso de soro
hiperimune, conscientizando o proprietario de que, possivelmente, ndo havera cura
do animal. Se o céo ja foi vacinado pelo menos uma vez, ndo se deve usar 0 Soro,
mas sim aplicar uma dose de vacina, para estimular células de memodria e
rapidamente produzir imunidade ativa (GREENE, 2006; SHERDING, 2003;
SWANGO, 1997).

A hidratacdo pode ser necessaria e € preciso que seja realizada com
liquidos hidroeletroliticos complexos, como ringer, tentando hidratar e, ao mesmo
tempo, manter o liquido no organismo, e ndo desequilibra-lo ionicamente. A dose
costuma ser equivalente a 5% do peso do animal, a cada 12 horas, caso haja visivel
perda de elasticidade da pele. E sempre conveniente adicionar 2,5 a 5% de glicose
ao soro (GREENE, 2006; TIPOLD, 1992).

4.14. Profilaxia

Vacinas com virus vivo atenuado eficazes tornaram-se disponiveis em 1950
e tém sido amplamente usadas desde 1960. A atenuacdo dos antigenos foi
alcancada por passagens seriadas em cultura de tecidos, como nas células renais
caninas (isolado Rockborn), em ovos embrionados de galinha (isolados
Onderstepoort) ou em culturas de fibroblastos de frango (isolado Lederle). Apenas
as vacinas com virus vivo atenuado tém sido efetivas para proteger os cdes da

cinomose canina. Atualmente, as vacinas comercializadas, tanto em clinicas
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veterinarias quanto em lojas de produtos agropecuarios, sao desse tipo
(BIAZZONO et al., 2001; HARDER e OSTERHAUS, 1997).

Os anticorpos maternos adquiridos pelos filhotes os protegem da cinomose
canina, mas, por outro lado, bloqueiam a resposta a vacina. Cerca de 50% dos
filhotes respondem bem a imunizacdo por volta de seis semanas de idade, 75% por
volta dos nove meses e 95% por volta de 13 semanas de idade (SHERDING, 2003;
SWANGO, 1997; TWARK e DODDS, 2000).

Com base nesses dados, recomendam-se trés doses da vacina nos filhotes,
a cada trés ou quatro semanas, entre 45 dias a quatro meses de idade. Nos filhotes
gue nao receberam colostro ou naqueles que iniciam a imuniza¢do mais tarde que o
recomendado, pelo menos duas doses da vacina devem ser administradas, apesar
da falta de interferéncia dos anticorpos maternos, pois uma Unica dose nao permite
gue os caes desenvolvam imunidade que perdure por, pelo menos, um ano
(SHERDING, 2003; TWARK e DODDS, 2000).

Céaes adultos podem desenvolver a doenca, assim, a periodica revacinacéo
€ recomendada, apesar da relativa imunidade prolongada conferida pela vacina
(SWANGO, 1997).

Vacinas manuseadas e estocadas indevidamente também podem levar a
falha vacinal, uma vez que a vacina contendo virus vivo atenuado deve ser mantida
sob refrigeracdo todo o tempo (TIZARD e NI, 1998). Ndo se pode descartar que
falhas vacinais ocorrem, ja que fatores enddégenos e exdgenos a influenciam. Entre
os fatores inerentes ao imundgeno, 0s principais sdo: o isolado viral utilizado, a
manutencdo da imunogenicidade suficiente durante todo o processo de atenuacéo e
O numero de particulas virais atenuadas em wuma dose (titulo viral)
(RIKULA et al., 2000).

As diferencas individuais em animais vacinados influenciam o sucesso de
uma imunizacgao tanto quanto o antigeno utilizado. A idade, a genética, o estado de
saude, a nutricdo, o meio ambiente e as situacdes de estresse sdo importantes para
0 resultado da imunizagdo. Qualquer um desses fatores ou uma combinagéo deles
pode influenciar a resposta do sistema imune e, por consequéncia, 0 sucesso da
imunizacdo (EK-KOMMONEN et al., 1997; TIZARD e NI, 1998).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Amostragem e local de realizacao

Entre margo a novembro de 2008, foram avaliados 64 caninos com idades
variadas, de diferentes racas e sexos, que apresentaram sinais clinicos sugestivos
de cinomose canina. Esses animais foram provenientes do servico de atendimento
clinico do Hospital Veterinario da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (HV-UENF), no municipio de Campos dos Goytacazes, estado do Rio de

Janeiro.

5.2. Avaliagao do paciente

Os caes atendidos no setor da clinica médica do Hospital e apresentaram
histérico compativel e sinais sugestivos de cinomose canina passaram por uma
anamnese direcionada para tal enfermidade, cujos dados foram registrados em
prontuario (Anexo A).

Durante a anamnese, foram averiguados o ambiente de vivéncia do animal,
0 historico de vacinacdo e as alteracdes clinicas respiratérias, digestivas, oculares,

neuroldgicas ou em outro sistema.

5.3. Colheita e acondicionamento das amostras

5.3.1. Sangue e soro
Apos a devida contencdo do animal, realizaram-se a tricotomia e a
antissepsia com alcool a 70% em um dos apéndices toracicos, na regiao da veia
cefalica ou na regido cervical, com vistas a punc¢édo da veia cefalica ou jugular, de

acordo com o porte do cao.
Foram colhidos 5 mL de sangue por puncédo da veia cefalica ou da veia

jugular, utilizando-se seringas agulhadas de 5 mL, estéreis e descartaveis.
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Da amostra colhida, 1 mL foi acondicionado em frasco pediatrico a vacuo
(Vacuette®), contendo 4&cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 10%,
homogeneizado e identificado. Um esfregaco sanguineo foi realizado com uma gota
de sangue nativo em lamina de vidro. Os outros 4 mL foram acondicionados em
frasco siliconizado com gel separador de coagulo (Vacuette®) e identificado, para a
realizacdo de provas bioquimicas.

As amostras foram transportadas ao Setor de Patologia Clinica do
Laboratorio de Sanidade Animal (LSA) do Hospital Veterinario (HV) da UENF em

recipiente térmico contendo gelo reciclavel.

5.3.2. Swab conjuntival
Para a colheita da amostra de secrecdo ocular, um swab estéril (fornecido
no kit diagndstico) era umedecido em solucao salina (cloreto de sédio a 0,9%), para
evitar lesBes no epitélio e, delicadamente, era esfregado na mucosa conjuntival, no

sentido vai-e-vem, com o intuito de colher algumas células epiteliais (Figura 2).
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Figura 2. Realizacdo do swab conjuntival em cdo. Swab estéril previamente
umedecido em solu¢éo salina (cloreto de sédio a 0,9%) (ARQUIVO
PESSOAL).

O swab, com a amostra, era inserido em um tubo (também fornecido no Kkit)
gue continha 300 pL de tampéo diluente (Tris-HCI, azida sodica e Triton X-100).
O swab era agitado por 10 segundos na parede do tubo e a solucdo obtida

(amostra + diluente) era utilizada no teste (Figura 3).
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SOLUGAO SALINA AGITAR POR 10 SEGUNDOS

PINGAR 4 GOTAS
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Figura 3. Procedimento de uso do Anigen Rapid CDV Ag Test kit®. Umidificar o
swab estéril com solugéo salina (cloreto de sddio a 0,9%), esfregar na
conjuntiva no sentido vai-e-vem, inserir o swab com a amostra no tubo
com tampao diluente, agitando por 10 segundos. Para testar, pipetar e
instilar, vagarosamente, quatro gotas no orificio do cassete-teste
(BIOEASY, 2008).

5.3.3. Liquor

Apés a devida tranquilizagdo e anestesia, era colocada uma sonda traqueal
no animal para devido suporte ventilatério. Realizaram-se a tricotomia e a
antissepsia com alcool 70% e iodopovidine na regido atlantocciptal, local da puncéo.

O paciente era posicionado em decubito lateral, a cabeca flexionada em um
angulo de 90°, e a narina paralela a mesa. Com os dedos polegar e médio da méo
esquerda, o clinico palpava as bordas craniais das asas do atlas, tragando uma linha
imaginaria na parte mais cranial. Com o indicador esquerdo, identificava a
protuberancia occipital externa, tracando a segunda linha imaginaria caudalmente,
deste local ao longo da linha média dorsal. O clinico sendo destro, o animal era
colocado em decubito lateral direito, com o pescoco flexionado, de forma que o eixo
médio da cabeca estivesse perpendicular a raque, realizando o mesmo
procedimento (NORSWORTHY et al., 2004).

O procedimento de aplicagdo da agulha requeria maiores cuidados, ja que
poderia lesionar a medula espinhal. Era utilizada uma agulha especial com mandril
de 1,5 a 3” em angulo reto na pele, perpendicularmente a raque e atravessando os
tecidos subjacentes, evitando-se o movimento lateral da agulha para evitar danos

(Figura 4a). A agulha avancava apenas 1 a 2 mm e o mandril era retirado, para os
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destros segurado com a mao direita, para a observacdo do liquor
(PELLEGRINO et al., 2003).

Quando aparecia o liquor na extremidade da agulha, 0,5 mL era colhido em
um tubo estérii sem aplicagdo de succao. O liquor colhido era utilizado para
realizagdo do ensaio imunocromatografico (Figura 4b).

Figura 4. Colheita de liquor em céo. Inser¢do da agulha perpendicularmente a pele,
penetrando até a camada muscular, passando pelo ligamento
interespinhoso até chegar a dura-mater (a). Colheita do liquor em tubo
estéril sem aplicacdo de succéo (b) (ARQUIVO PESSOAL).
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5.4. Processamento das amostras

5.4.1. Hemograma e pesquisa do corpusculo de Lentz
No laboratério, a analise hematolégica foi realizada no contador
hematolégico de células (modelo MS4 — Melet Schloesing Laboratories®, Franca).
Esfregacos sanguineos foram confeccionados e corados pelo método pandtico
(Newprov®), para a realizacéo da leucometria especifica e avaliacdo qualitativa das
células. Ainda no esfregaco sanguineo, foi realizada a pesquisa do corpusculo de
Sinegaglia-Lentz, e de hemoparasitas.

5.4.2. Analise bioquimica do sangue
O sangue foi centrifugado a 1,26 x 10* g, durante cinco minutos, para a
separacdo do soro. Este foi armazenado em microtubos de 1,5 mL do tipo
Eppendorf® e congelado em freezer a -20°C, para posterior realizacédo dos testes
bioguimicos: Alanina Aminotransferase (ALT), Aspartato Aminotransferase (AST),
Fosfatase Alcalina (FA), Ureia, Creatinina, Proteinas Totais e Albumina.
Os testes foram realizados, utilizando-se espectrofotdmetro semiautomatico

(Microlab® 200 — Merck) e kits reagentes especificos (Labtest®).

5.4.3. Ensaio imunocromatografico

O teste imunocromatografico foi realizado por meio do kit diagndstico Anigen
Rapid CDV Ag Test kit® (produzido por: Animal Genetics Inc. 476-1 — distribuido por:
Bioeasy Diagnostica Ltda.). Esse kit-diagnéstico € para deteccdo qualitativa do
antigeno da cinomose canina em diferentes amostras biolégicas como: secrecao
nasal (mucosa), saliva, secrecao ocular (conjuntiva), urina, soro, plasma e liquor.

O kit € composto por swab estéril, tubo com tampé&o diluente (Tris-HCI, azida
sbédica e Triton X-100) e cassete-teste (Figura 5). O cassete € composto por
anticorpo especifico para cinomose canina, anticorpo conjugado com ouro, anti-
anticorpo conjugado e membrana de nitrocelulose. Quatro gotas de solucéo
(amostra e tampéo) séo instiladas no orificio do cassete. Quando ha o antigeno, este
se liga ao anticorpo conjugado com ouro e migra pela membrana de nitrocelulose

por capilaridade. Um sandwich é formado quando o anticorpo conjugado com ouro e
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antigeno passam pela regido onde se encontra o anticorpo especifico (Figura 6),
formando assim a linha teste (Figura 7a). A linha-controle sempre é formada
(anticorpo conjugado com ouro + anti-anticorpo conjugado), independentemente de

amostra positiva, para garantir o funcionamento do teste (Figura 7b).

Figura 5. Componentes do kit de imunocromatografia: tubo com
tampdo diluente, swab estéril, pipeta e cassete-teste
(ARQUIVO PESSOAL).
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ABSORVENTE

Formagio complexo

antigeno-anticorpo
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MEMBRANA : ; _LINHA TESTE ANTICORPO MONOCLONAL
NITROCELULOSE igsgi:;?;ant\-anﬂcorpo Anticorpo monoclonal anti COV CONJUGADO
Figura 6. Principio de funcionamento do teste de imunocromatografia. O antigeno

se liga ao anticorpo conjugado com ouro e migra pela membrana de
nitrocelulose por capilaridade. Um sandwich é formado quando o
conjugado anticorpo conjugado com ouro e antigeno passam pela regiao
onde se encontra o anticorpo especifico (linha-teste). A linha-controle é
formada, independentemente de amostra positiva, com um anticorpo
antianticorpo conjugado e o anticorpo conjugado com ouro (BIOEASY,
2008).

Figura 7.

Resultados do teste de imunocromatografia. Cassete-teste com

linha-teste formada, confirmando positividade para cinomose canina
(a). Cassete-teste apenas com linha-controle formada, mostrando que
o teste esta funcionando, mas a amostra € negativa (b) (ARQUIVO
PESSOAL).
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Para testar a amostra, o cassete era removido da embalagem de aluminio,
no momento do uso, e colocado sobre uma superficie plana, seca e limpa de uma
bancada do laboratdrio a temperatura ambiente.

Quando a amostra analisada era o swab conjuntival, a solugdo (tampao
diluente + amostra) do tubo era pipetada e quatro gotas instiladas, vagarosamente,
ao orificio do cassete. Porém, quando a amostra a ser testada era o liquor, quatro
gotas dessa amostra eram instiladas, vagarosamente, no orificio do cassete sem a
utilizacdo do tampao diluente. Para ambas as amostras, o resultado do teste era

interpretado entre cinco a dez minutos.

5.5. Anadlise estatistica

Para avaliar as diferencas entre as propor¢bes de amostras positivas e
negativas para o CDV, foi utilizado o estudo de dispersédo das frequéncias — teste
qui-quadrado (x?) — com nivel de significancia de 5% pelo do programa SPSS for
Windows versédo 11.0. Na comparacao das caracteristicas clinicas, hematolégicas e
soroldgicas, utilizou-se o teste t de Student com nivel de significancia de 5%.
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6. RESULTADOS

No periodo de 26 de marco a 13 de novembro de 2008, foram analisados
64 cdes que apresentaram sintomatologia clinica compativel com a cinomose
canina.

Do total de animais testados no experimento, 46,87% (30/64) foram positivos

para a enfermidade pela técnica de imunocromatografia (Grafico 1).

53,13%
(34164)

46,87%
(30/64)

Positivos Negativos

Gréfico 1. Frequéncia entre positivos e negativos, para a cinomose canina,

pela imunocromatografia.

Os animais participantes do experimento foram divididos em trés grupos, de
acordo com os sinais clinicos apresentados: Grupo | — animais apenas com sinais
sistémicos; Grupo Il — animais com sinais sistémicos e neurologicos; Grupo Il —
animais com sinais apenas neurolégicos (Tabela 1).

O diagndstico imunocromatografico para a cinomose canina foi realizado
mediante o swab conjuntival em todos os grupos. No Grupo Il e em trés animais do

Grupo I, realizou-se também o diagnostico pela amostra de liquor.
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Tabela 1. Resultados da imunocromatografia para a cinomose canina em

secrecdo conjuntival e liguor de cdes com diferentes sinais

clinicos
Amostras Imunocromatografia
Sinais Positivo
GIUPO Clinicos Swab )
o Liquor .
Conjuntival Swab Liquor
I Sistémico 21 - 9/21 -
Sistémico e
I 36 3 11/36 3*/3
Neuroldgico
1] Neurolégico 7 7 217 717

* Os trés animais positivos para liquor no grupo Il foram negativos para swab conjuntival.

O teste em amostras de liquor foi realizado também em um grupo-controle
de sete animais sadios. Todos 0s animais apresentaram-se negativos para a

cinomose canina pelo ensaio imunocromatogréfico.

6.1. Dados gerais

6.1.1. Idade

Os cées foram divididos em trés grupos de idade: Grupo A, foram alocados
cdes com menos de dois anos de idade; Grupo B, caes de dois a menos de nove
anos e Grupo C, cdes acima de nove anos. Nao houve efeito significativo da idade
em relacdo ao resultado positivo para a cinomose canina (x> = 2,14; 5%).
As frequéncias dos grupos A (46,67%) e B (43,33%) foram muito proximas.

O grupo C (10%) apresentou-se em menor quantidade, entendendo-se que
poucos animais idosos apresentaram caracteristicas compativeis com a doenca
(Gréfico 2).
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46,67

10%
(3/30)

Grupo A Grupo B Grupo C
<2 anos >2e<9anos >9 anos

Grafico 2. Frequéncia das faixas etarias no grupo dos positivos, para a cinomose

canina, pela imunocromatografia.

6.1.2. Sexo e raca
O fator sexo ndo apresentou efeito significativo em relacdo ao resultado
positivo da cinomose canina (x* = 1,05; 5%). No grupo dos positivos, a distribuicdo
foi de 56,67% (17/30) para fémeas e 43,33% (13/30) para machos (Grafico 3).

56,67%
17/30

43,33%
13/30

e
e

e

Z //

Fémeas Machos

Grafico 3. Frequéncia entre fémeas e machos dentro do grupo dos positivos, para

a cinomose canina, pela imunocromatografia.
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Também o fator raca ndo apresentou efeito significativo em relacdo ao

resultado positivo da cinomose canina (x> = 1,36; 5%) (Gréfico 4).

3% (1/30)
7% (2/130)
7% (2130)

3% (1/30)

BFila

OPastor Belga
ELabrador
EPit bull
EPoodle
mPinscher
EBSRD

Gréfico 4. Frequéncia das racas dentro do grupo dos positivos, para a cinomose

canina, pela imunocromatografia.

6.1.3. Sazonalidade da cinomose canina
A estacdo do ano teve efeito significativo em relacdo a frequéncia de
cinomose canina (x* = 9,79; 5%). A maior frequéncia da doenca foi associada a
primavera (x°=9,24; 5%). As frequéncias de casos positivos pela
imunocromatografia apresentadas foram: 10% no outono, 40% no inverno, 50% na

primavera e nenhum animal no veréo (Grafico 5).
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2

Qutono Inverno Primavera verao

Grafico 5. Frequéncia da cinomose canina em relacdo a estacdo do ano.

6.1.4. Vacinacao
A falha no esquema vacinal € um importante fator a ser observado na
triagem clinica, tendo em vista que 96,67% dos animais positivos para a cinomose
canina, no experimento, apresentaram falha no esquema vacinal (Grafico 6).
No entanto, o numero de animais com esquema vacinal falho n&o foi
estatisticamente diferente entre cdes positivos e negativos (x* = 2,59; 5%), o que
demonstra que esta caracteristica ndo € determinante para se diagnosticar a

cinomose canina.
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46,67% 46,67%
14/30

Nao vacinado Vacinagao Vacinac¢ao
incompleta completa

Grafico 6 . Distribuicdo do esquema de vacinacao dentro do grupo dos positivos,

para a cinomose canina, pela imunocromatografia.

6.2. Alteragdes clinicas

Nenhum sinal clinico (sistémico ou neurolégico) apresentou diferenca

significativa entre os grupos dos animais positivos e negativos (x* = 2,02; 5%).

6.2.1. AlteracGes sistémicas
No grupo dos animais positivos pela imunocromatografia, 0s sinais
sistémicos com maior frequéncia foram: secrecdo ocular (80%), diarreia (30%),
febre (36,7%), pustulas (6,7%), caquexia (16,7%), tosse (6,7%), conjuntivite (6,7%),
émese (3,3%), secrecao nasal (13,3%), hiperqueratose de coxim e nasal (3,3%),
Ulcera de cornea (3,3%), estertor (3,3%) e otite (3,3%) (Grafico 7).



Gréafico 7.
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positivos, pela técnica de imunocromatografia.

6.2.2.

Alteracdes neuroldgicas

)
80% (24/30)

Frequéncia de alteraches sistémicas presentes no grupo de animais

No grupo dos animais positivos pela imunocromatografia, as alteracdes

neuroldgicas encontradas com maior
(6,7%),
opistétono (13,3%),

convulsao (3,3%) e inclinacao de cabeca (3,3%) (Grafico 8).
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ataxia

paresias (56,7%),
(13,3%),

andar em
(6,7%),



Paresias
Mioclonia
Incoordenacao
Opistotono
Nistagmo
Vocalizacao
Ataxia

Andar circulo
Convulsao
Inclinacao cabeca

)

13,3% (4/30)
13,3% (4/30)
10% (3/30)
6,7% (2/30)

6,7% (2/30)

3,3% (1/30)

3,3% (1/30)

3,3% (1/30)

26,7% 8130)

56,7% (17/30)

71

Grafico 8. Frequéncia de alteracdes neuroldgicas presentes no grupo de animais

positivos, pela técnica de imunocromatografia.

6.3. Alteracdes hematoldgicas

O hemograma apresentou caracteristicas associadas a positividade para

cinomose canina.

6.3.1. Série vermelha
As alteracbes na série vermelha ndo foram significativas, comparando
animais positivos e negativos (x° = 2,82; 5%). Apresentaram anemia 70% dos
animais positivos, quando os resultados foram confrontados com Lopes et al. (1996)
e Meyer et al. (1999), sendo 36,7% normocitica normocrémica e 33,3% normaocitica

hipocrémica (Grafico 9).
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Grafico 9. Alteracbes hematoldgicas, série vermelha, presentes no grupo de

animais positivos, para a cinomose canina, pela imunocromatografia.

6.3.2. Série branca

As alteracdes na série branca podem ser associadas a positividade de
cinomose canina (x*> = 4,66; 5%), mais especificamente o quadro de neutrofilia
associado a linfocitopenia (x? = 4,17; 5%), quando os resultados foram confrontados
com Lopes et al. (1996) e Meyer et al. (1999).

As principais frequéncias de alteragfes na série branca, entre os animais
positivos, foram: leucocitose (40%), neutrofilia (56,7%), linfopenia (56,7%) e
monocitose (10%) (Grafico 10).
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56,7% 56,7%

Leucocitose Neutrofilia Linfopenia Monocitose Sem
alteracao

Grafico 10. Alteracdes hematologicas, série branca, presentes no grupo de
animais positivos, para a  cinomose canina, pela
imunocromatografia. Barras de mesma cor demonstram as
caracteristicas que se apresentaram estatisticamente associadas a

positividade da cinomose canina (x = 4,17; 5%).

6.3.3. Plaquetas
As alteracOes das plaguetas ndo foram significativas, entre os animais
positivos e negativos (x° = 2,01; 5%). Elas se apresentaram nas seguintes
frequéncias: trombocitopenia (36,7%), trombocitose (3,3%), quando os resultados
foram confrontados com Lopes et al. (1996) e Meyer et al. (1999). Nao apresentaram
alteracbes dessa ordem 60% dos animais positivos para a cinomose canina
(Grafico 11).
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Grafico 11. Alteracdes hematologicas, plaquetas, presentes no grupo de animais

positivos, para a cinomose canina, pela imunocromatografia.

6.3.4. Hemoparasitoses

A presenga de hemocitozoarios foi associada a positividade da cinomose
canina (x> = 5,24; 5%). Apresentaram infeccdo concomitante com hemoparasitoses
40% dos cées positivos para a cinomose canina. Destes, 75% de Ehrlichia canis e
25% para a ordem Rickettsiales, pela técnica de pesquisa de hemocitozoarios em

[amina.

6.4. AlteragBes bioquimicas

Comparando os animais positivos e negativos para a cinomose canina pela
imunocromatografia, as alteragbes bioquimicas ndo puderam ser associadas a
presenca do virus da cinomose canina (x° = 2,85; 5%).

As frequéncias das principais alteragdes encontradas no grupo dos animais
positivos foram: hipoalbuminemia (30%), sendo que em 16,7% associadas a baixa
de proteina total com baixa de albumina e baixa de globulinas. Animais sem
alteracdes na andlise bioquimica se apresentaram em 16,7% (Gréfico 12), quando
os resultados foram confrontados com Lopes et al. (1996) e Meyer et al. (1999).
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Gréfico 12. Alteracdes bioquimicas presentes no grupo de animais positivos, para

a cinomose canina, pela imunocromatografia.
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7. DISCUSSAO
7.1.

7.2. Dados gerais

Headley e Graca (2000) obtiveram, 62,8% de cdes positivos com até 1,5
anos de idade. Sonne et al. (2009), pela técnica da imunohistoquimica, obtiveram
78,5% dos cées positivos entre 2 a 6 meses de idade e 11,8% entre 7 meses a 1
ano, ou seja, 89,6% dos animais positivos tinham até 1 ano de idade.

O resultado encontrado por eles é semelhante as afirmacfes de outros
autores, nas quais recém-nascidos, recém-desmamados, ou cées jovens sao mais
infectados por CDV, o0 que estabelece uma relacdo entre idade e susceptibilidade
(EK-KOMMONEN et al., 1997; GOUVEIA et al., 1987; KRAKOWKA e KOESTNER,
1976; SWANGO, 1997).

A susceptibilidade dos neonatos ou cdes jovens para o CDV esta
diretamente relacionada ao inicio da reducao gradual dos anticorpos maternos, logo
apOs o nascimento, que é proporcional a idade desses animais (BAUMANN, 2004;
SHERDING, 2003; SWANGO, 1997).

Silva et al. (2007), num levantamento de aspectos clinico-patolégicos em
620 casos de cinomose canina, ndo acharam predominancia quanto a faixa etaria.
Obtiveram 51,4% de filhotes, 46,2% de adultos e 2,4% de idosos. Tais achados séo
mais proximos dos encontrados no presente experimento.

Um levantamento epidemiolégico da cinomose canina realizado em Maringa,
PR, a partir de dados de clinicas veterinarias, ndo demonstrou predominancia sexual
e racial (BORBA et al., 2002). Sonne et al. (2009) também obteveram valores muito
proximos entre machos e fémeas, 59,26% e 40,74%, respectivamente.

Headley e Graca (2000) realizaram um levantamento epidemiolégico de
250 casos de cinomose canina em Santa Maria, RS e regido. Neste estudo, os
autores afirmam que o sexo do animal nédo influencia a predisposicéo a infeccao por
CDV. Porém, Headley e Graga (2000), no mesmo estudo, obtiveram valores
significativos para raca, afirmando que cdes SRD sdo mais susceptiveis a infeccao

por CDV que os caes de raca definida.
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Os indicios de que cdes SRD sao mais afetados pela cinomose canina
baseiam-se em: apresentarem titulos mais baixos de anticorpos neutralizantes para
o CDV; ndo serem cées bem cuidados; apresentarem maior chance de entrar em
contato com particulas virais provenientes de outros caes doentes (BORBA et al.,
2002; HEADLEY e GRACA, 2000; PATRONEK et al., 1995).

Embora uma prevaléncia sazonal de infeccdo por CDV ainda nado esteja
muito bem definida, estudos epidemiolégicos tém demonstrado que as infec¢cdes sao
mais frequentes durante o periodo mais frio (HEADLEY e GRACA, 2000). Borba et
al. (2002) obtiveram maior numero de casos no més de agosto e setembro, ou seja,
entre inverno e primavera. Headley e Graga (2000) também obtiveram maior nUmero
de casos durante estas duas estacoes.

As estacdes mais frias do ano favorecem a manutencéo da estabilidade das
particulas virais e tém sido relacionadas a imunossupressdes, principalmente em
caninos recém-nascidos, recém-desmamados e nao adequadamente vacinados
(ALEX e DHANAPALAN, 1994; SWANGO, 1997).

Amaral (2007), em seu estudo de deteccao do CDV pela técnica de RT-PCR
em caes com sintomatologia neurolégica, obteve 80% dos animais com falha no
esquema vacinal.

Gouveia et al. (1987) observaram que 67,4% dos caes necropsiados com
diagnoéstico de cinomose canina ndo haviam sido vacinados. Tudury et al. (1997)
consideram a falta de vacinacdo um fator predisponente para a frequéncia da
doencga, pois afirmam que apenas 18,5% dos cées no Brasil haviam sido submetidos
a um programa correto de vacinagao.

Monti et al. (2007), ao avaliar os anticorpos para o CDV em cées vacinados,
em diferentes estabelecimentos, concluiram que a vacinagdo € importante, pois
houve diferenga nos titulos de anticorpos entre animais vacinados e ndo vacinados,
mas afirmam que a vacinacdo deve ser realizada seguindo o protocolo indicado na
literatura.

Um dnico cao positivo, no presente experimento, havia recebido vacinacéo
completa. Contudo, deve-se sempre levar em consideracdo: o protocolo vacinal e a
qualidade das vacinas comercializadas (MONTI et al., 2007).

A vacinacdo dos animais foi um dos pontos mais alarmantes do

experimento. Quase 86% de todos os animais do experimento apresentavam falha
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no esquema vacinal. Durante a anamnese, observou-se que 0s proprietarios sao
desinformados quanto ao programa de vacinacdo recomendado para 0s caes,
inclusive muitos acreditavam que apenas a vacina anti-rabica fosse o suficiente.
Desde 1987, Gouveia et al. j& afirmavam que o percentual de animais
vacinados contra a cinomose canina no Brasil era baixo. Vinte e dois anos se
passaram e esta estatistica continua tdo alta quanto naquela época, quando se tinha

muito menos informacao e conhecimento.

7.3. Alteragdes clinicas

Sonne et al. (2009), em seu trabalho, relataram como principais achados
sistémicos: secreg¢do ocular (50%), secre¢do nasal (35,2%), hiperqueratose dos
coxins digitais (35,2%) e pustulas abdominais (22,25%). Amaral (2007) encontrou
como principais achados sistémicos: secrecao ocular (66%), secrecao nasal (38%),
émese (22%), diarreia (22%), estertor (18%), tosse (14%), melena (10%) e dispneia
(4%).

Vandevelde e Cachin (1993) observaram sintomatologias gastrintestinais,
respiratorios e oculares em 50% dos casos, e Tipold et al. (1992), em 66,7% dos
animais.

Greene e Appel (2006) afirmaram que mais de 50% das infec¢des por CDV
sdo subclinicas ou com sinais clinicos moderados, como apatia, diminuicdo do
apetite, febre, desidratacdo, secrecao oculonasal serosa a mucopurulenta, tosse,
estertores pulmonares, vomito e diarreia que podem ser as primeiras alteracdes
observadas nos cées infectados. Desta forma, as alteracdes sistémicas encontradas
no presente experimento estdo de acordo com os sinais relatados pelos autores
supracitados.

Amaral (2007) obteve como principais alteracbes neuroldgicas:
paresias (74%), mioclonia (54%), vocalizacao (32%). Silva et al. (2006) observaram:
paresias (13,4%), mioclonia (38,4%), incoordenacdo motora (25%) e
convulsdo (18,5%). Tudury et al. (1997) relataram em seu experimento:
paresias (69,12%), mioclonias (75,30%), nistagmo (13,58%) e convulsao (16,04%).
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A variacdo na frequéncia dos diferentes sintomas neuroldgicos pode estar
relacionada tanto a forma de selecdo de animais no estudo quanto ao tempo de
evolucdo da doenca, a cepa viral envolvida, a idade e a imunocompeténcia do
hospedeiro (AMARAL, 2007).

7.4. Alteracdes laboratoriais

Lopes Junior (2006), em seu experimento que avaliou o perfil hematoldgico
de caes com cinomose canina, nao observou alteracdes significativas, tendo
frequéncias proximas de leucocitose (27%) e leucopenia (13%). Silva et al. (2005),
num estudo parecido, observou resultados proximos ao do autor acima. Porém,
Gebaraet al. (2004a) encontraram leucocitose como a principal alteracéo
hematolégica (66,67%).

InfeccOes bacterianas oportunistas no sistema gastrintestinal e respiratorio
podem ser observadas frequentemente em cdes com cinomose canina, 0 que
justificaria a leucocitose por neutrofilia (Silva et al., 2005).

Silva et al. (2005) obtiveram linfopenia em 85% dos animais positivos para a
cinomose canina. Lopes Junior (2006) afirmou que a linfopenia foi o achado mais
frequente e relevante (65%).

A linfopenia € uma caracteristica consistente com a cinomose canina, pelo
fato de os linfocitos serem as células envolvidas no mecanismo de defesa viral. Caes
filhotes, infectados experimentalmente com virus da cinomose canina,
desenvolveram marcada linfopenia (FELDMAN, et al., 2000).

Lopes Junior (2006) obteve a anemia normocitica normocrémica como
principal alteracdo de série vermelha e Silva et al. (2005) encontraram 61% com
anemia entre 0S animais positivos para a cinomose canina, sendo em sua maioria
normocitica normocrémica

Relaciona-se a anemia ao aumento da destruicdo dos eritrocitos ou a
diminuicdo de sua producédo (JAIN, 1993). A destruicdo € determinada pela presenca
do virus no eritrocito ou pela deposicdo de imunocomplexos na membrana do
eritrocito (MENDONCA et al., 2000). Meyer et al. (1995) afirmaram que a queda na
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producdo pode ser atribuida a faléncia da medula, devido ao estresse
desencadeado pela enfermidade.

Silva et al. (2005) afirmaram que a resposta hematoldgica varia de um
individuo para outro, bem como a fase da infec¢ao viral.

Silva et al. (2005) encontraram trombocitopenia em 69% dos caes positivos
para a cinomose canina. Lopes Junior (2006) obteve a mesma alteracdo, porém em
100% dos animais no inicio da enfermidade. Observacdoes semelhantes foram
observadas por Mendonca et al. (2000).

O mecanismo responséavel pela trombocitopenia associada a infec¢des virais
na veterinaria ainda € pouco conhecido. Sabe-se, apenas, que para o género
Morbillivirus j& se observou aumento de anticorpos antiplaguetas
(FELDMAN et al., 2000). A trombocitopenia é provavelmente do tipo imunomediada
com remocao das plaquetas pelo sistema reticulo endotelial (SILVA et al., 2005).

Até entdo, poucos relatos sdo encontrados na literatura a respeito da
associacdo da hemoparasitose com a cinomose canina. Faierstein et al. (2008) num
levantamento de casos de erliquiose canina no municipio de Aracaju, SE, obtiveram
119 casos de positividade. Destes, 5% (16/119) tiveram infecgbes concomitantes,
entre elas a cinomose canina.

A erliguiose é uma doenca com alta incidéncia em cées da cidade de
Campos dos Goytacazes (13,89%) (ALBERNAZ et al., 2007). E possivel que essa
enfermidade cause uma baixa de imunidade no cédo, que o deixa mais propenso a
infeccdo pelo virus da cinomose canina, ou o0 contrario, a cinomose canina contribua
para uma imunodepresséao que facilite a infeccéo pela Ehrlichia canis.

Silva et al. (2005) afirmaram que 100% dos cdes de seus experimento
apresentaram hipoalbuminemia. Diferentemente de Lopes Junior (2006) que obteve
apenas em 38% dos animais.

A hipoalbuminemia é esperada, ja que as lesdes no epitélio intestinal,
causadas pelas viroses, com consequente diarreia, além da propria apatia
determinada pela doenca, levam o animal a recusar o alimento. Dessa forma, a
diminuicdo da ingestdo protéica, bem como o comprometimento intestinal, sdo
fatores determinantes na reducdo dos niveis séricos da albumina na cinomose
canina (KANEKO et al., 1997).
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Pelo carater imunossupressor da cinomose canina, € esperado que as
globulinas se encontrem abaixo do valor normal, sendo a fragdo gama responsavel
por tal fenébmeno (SILVA et al., 2005).

Como as proteinas totais sdo compostas por dois grandes grupos, a fracédo
albumina e a fracdo globulina, no presente experimento, as albuminas e globulinas
apresentaram valores baixos. Dessa forma, as proteinas totais, consequentemente

encontraram-se abaixo do valor considerado como normal.

7.5. Diagnastico clinico x imunocromatografico

Os diferentes resultados de positividade entre o diagnéstico clinico e o
imunocromatografico corroboram as afirmagbes de Shin et al. (2004), que a
apresentacdo clinica da cinomose canina é variavel, o que pode dificultar o
diagnéstico clinico da doenca.

Kim et al. (2006) afirmaram que, em varios casos, a combinacdo dos
principais sinais clinicos, inflamacdo conjuntival, secre¢cdo respiratoria, diarreia,
doenca com trés semanas Ou mais e sinais nervosos, apenas sugerem um
diagndstico presuntivo da cinomose canina. Assim, Bellinni (1995) considerou que a
confirmacdo da cinomose canina s6 deve ser definida ap0s o diagnostico
laboratorial, seja ele virolégico, soroldgico, histopatolégico ou molecular.

O ensaio imunocromatografico apresentou-se eficiente no experimento
realizado por An et al. (2008), quando compararam a técnica de nested PCR com a
imunocromatografia, para amostras de swab conjuntival, fluido nasal e linfGcito
sanguineo. Seus resultados demonstraram que a técnica de imunocromatografia é
tdo, ou mais, sensivel e especifica que o nested PCR. E ainda que, entre as
diferentes amostras biolégicas testadas, o swab conjuntival foi a melhor amostra
para o diagnéstico em ambas as técnicas. Porém, An et al. (2008) n&o relatam em
que fase clinica da doenca os animais do experimento se encontravam.

Em todos os cdes do presente experimento, foi realizado o diagndstico
imunocromatografico por meio do swab conjuntival. Porém, em sete animais que
apresentavam apenas sinais neuroldgicos, além do swab conjuntival, também foi

testado o liquor.
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Particularmente nas formas de evolucdo subaguda ou crbnica, e na auséncia
de sinais clinicos sistémicos, o0 CDV pode nao estar presente em 0rgaos, tecidos,
secrecbes e excrecdes de maneira uniforme. Nessas situacdes, a utilizacdo de
apenas um tipo de material biologico para a realizacdo do diagndstico pode ser
responsavel pela frequéncia de resultados falso-negativos (AMUDE et al., 2006;
FRISK et al., 1999; SAITO et al., 2006b).

Pelos resultados apresentados neste experimento, provavelmente, quando o
animal apresenta apenas sinais neurologicos, o liquor é a melhor amostra a ser
analisada quando comparada com a do swab conjuntival no ensaio
imunocromatogréfico.

Assim, provaveis resultados falso-negativos ndo podem ser excluidos, pois
nao foram utilizadas outras técnicas para avaliar a presenca ou a auséncia de CDV,
uma vez que o objetivo principal deste trabalho era realizar o diagnostico ante-
mortem da cinomose canina pelo ensaio imunocromatografico por meio do swab
conjuntival. Outras doencas infectoparasitarias, que determinam sinais clinicos
semelhantes aos utilizados para a incluséao e distribuicdo dos cédes no experimento

também nao foram investigadas.
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8. CONCLUSAO

Entre marco a novembro de 2008, 64 cées foram diagnosticados
clinicamente como positivos para a cinomose canina, porém, pela
imunocromatografia foram confirmados apenas 30 caes (46,87%).

A idade, o0 sexo e a raca ndo apresentaram efeito significativo em relacdo a
positividade da cinomose canina, pela imunocromatografia.

A primavera foi a estacdo do ano associada a positividade da cinomose
canina.

Entre os cdes positivos para a cinomose canina, 96,67% apresentaram falha
no esquema vacinal, porém essa caracteristica nao foi significativa entre céaes
positivos e negativos.

O diagnéstico clinico baseado nos sinais sistémico ou neuroldgico apresenta
grande possibilidade de ocorrer falso-positivo.

O hemograma apresentou caracteristicas associadas a positividade da
cinomose canina, especificamente o quadro de neutrofilia (56,7%) associado a
linfopenia (56,7%).

Apresentaram infeccdo associada a hemoparasitose, especialmente a
Ehrlichia canis, 40% dos animais positivos.

As alteracdes bioguimicas nao foram correlacionadas com a cinomose
canina.

A possibilidade da realizacdo do diagndstico laboratorial ante-mortem da
cinomose canina € de fundamental importancia para os clinicos, porém as diferentes
formas de apresentacao clinica e de evolucdo da cinomose canina podem dificultar a
eleicdo de apenas um tipo de material bioldgico.

Pelos resultados apresentados neste experimento, provavelmente quando o
animal apresenta apenas sinais neurologicos, o liquor é a melhor amostra a ser
analisada quando comparada com a do swab conjuntival no ensaio

imunocromatogréfico.
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9. RECOMENDACOES

A otimizacdo de métodos de diagndéstico que possibilitem a realizagcdo do
diagnoéstico laboratorial, conclusivo, ante-mortem da cinomose canina, como 0
ensaio imunocromatografico € de grande importancia e valia clinica.

Além disso, este trabalho demonstrou que o tipo de amostra clinica
submetida a andlise pode ter grande impacto no resultado do diagndstico e
aumentar significativamente a sensibilidade da técnica utilizada.

Logo, a investigacdo da melhor amostra biolégica para o diagnostico
laboratorial da cinomose canina, de acordo com a fase clinica apresentada pelo céo,

faz-se necessaria de fato.
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Proprietario:

11. ANEXO A

PRONTUARIO

Tel.:

Endereco:
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Paciente:

Raca:_

Sexo:

Idade:

Peso:

Data:

ANAMNESE:

1) Ambiente de vivéncia:

Outros animais? Nao ( )

Quantos?

2) Histérico de vacinagao:
Nao ( ) Sim( )

Quantas doses? Com que idade?

3) AlteragOes respiratorias, digestivas

Secrec¢do ocular [serosa ou purulenta]
Tosse ( ) Emese ( )
Hematoquesia ( ) Estertor ( )

Outros:

Sim ()

Vacinados?

ou oculares na colheita:

() Secrecdo nasal [serosa ou purulenta] ( )

Diarreia ( )

Dispneia ( )

Melena ( )
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Prontuario (Continuacao)

4) Outras alteracdes:

Hiperqueratose ( ) Febre: Caquexia ( )
Puastulas abdominais () Otite ( ) Miiase ( )
Outros:

5) Alteragfes neuroldgicas:

Mioclonia ( ) Vocalizagéo ( ) Tetraparesia ( )
Paraparesia ( ) Alteracdo no latido ( ) Convulséo ( )
Nistagmo ( ) Estrabismo ( ) Hipermetria ( )
Cegueira ( ) Andar compulsivo ( ) Ataxia ( )
Midriase ( ) Paralisia Facial ( ) Claudicacéo ( )
Opistétono () Atrofia dos musculos mastigatérios ()

Inclinacéo lateral da cabeca ( )

Outros:

6) Evolucao do caso:

Obito () Eutanasia ( )
Recuperacéo total ( ) Recuperacéo parcial ( )
RESULTADOS:

1) Ensaio imunocromatogréfico (  Kit rdpido Ag CDV teste):
Positivo () Negativo ( )

2) Alteracdes no hemograma:

3) Alteragbes na bioquimica:
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