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RESUMO

A cinomose canina € uma doenca viral e afeta principalmente os sistemas respiratorio,
gastrintestinal e nervoso. O presente trabalho analisou 54 cdes com cinomose de um
total de 760 cdes necropsiados no periodo de julho de 2006 a outubro de 2007. As
lesbes macroscopicas observadas eram caracterizadas por secrecdo ocular e nasal
mucopurulentas, hiperqueratose dos coxins digitais, pulmdes de coloragéo avermelhada
e ndo colabados, atrofia do timo, conteudo intestinal diarréico e evidenciacao das placas
de Peyer. Os achados microscopicos caracterizavam-se principalmente por pneumonia
intersticial, rarefacdo linfoide, desmielinizacdo da substancia branca, manguitos
perivasculares e corpusculos de inclusdo viral na mucosa do estdmago, epitélios da
bexiga, bronquios e bronquiolos, pelve renal, coxins digitais, palpebra e orelha, no
sistema nervoso central (principalmente em astrocitos) e em células mononucleares dos
linfonodos, bago e tonsilas. O teste de imunoistoquimica foi positivo em 94,4% dos
casos analisados. Os tecidos foram marcados pela técnica imunoistoquimica utilizando
o anticorpo monoclonal anti-cinomose canina (VMRD) na diluicdo de 1:400. O coxim
digital se apresentou como o0 0Orgdo com 0 maior numero de casos marcados
positivamente (67,4%), seguido pelo estbmago com 62,7%. A utilizacdo da
imunoistoquimica auxiliou na identificagdo do antigeno viral em diferentes tecidos e foi

importante como diagndstico complementar da cinomose canina.

Palavras-chave: cinomose canina, cdes, imunoistoquimica.



ABSTRACT

Canine distemper is a viral disease that affects mainly, respiratory, gastrointestinal and
nervous system. The present study analyzed 54 dogs with canine distemper from total of
760 necropsies done in dogs between July 2006 to October 2007. The macroscopic
lesion were characterized by mucopurulent oculonasal discharge, hyperkeratosis of
footpads, red and not collapsed lungs, thymic atrophy, watery intestinal, hyperemia and
Peyer’s patches enlarged. The microscopic findings were characterized by interstitial
pneumonia, lymphoid depletion, white matter demylization, perivascular cuffs and viral
inclusion bodies located in stomach mucosa, bladder, bronchial, renal pelvis, footpads,
eyelid, skin of the ear epithelium, central nervosus system (mainly in astrocytes) and
mononuclear infiltrates in lymph nodes, spleen, and tonsils. The immunohistochemistry
test was positive in 94,4% of analyzed cases. Tissues were strained by an
immunohistochemical procedure with mouse monoclonal anti-cinomose (VMRD)
diluted 1:400. The footpads was the best tissue with majority of positive marked cases
(67,4%), followed by stomach with 62,7%. This observation suggests that the
immunohistochemistry technique aided to identify distemper virus antigens in different

tissue making it an important test for complementary diagnostic of canine distemper.

Key words: canine distemper, dogs, immunohistochemistry
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1. INTRODUCAO

A cinomose canina é uma importante doenca viral que afeta diferentes espécies
animais e causa lesGes, principalmente, no sistema respiratorio, gastrintestinal e no
sistema nervoso central (APPEL; SUMMERS, 1995). A doenca apresenta um padrdo de
distribuico mundial e causa alta mortalidade em cdes e outros carnivoros. Segundo
Appel (1969) a taxa de mortalidade de cées infectados pela cinomose € de 50%, ap6s 3
a 4 semanas da exposicéo viral. Dependendo da espécie afetada e do status imunologico
do individuo a mortalidade pode exceder 80% (HARDER; OSTERHAUS, 1997).

O virus tem predilecdo por células epiteliais, linféides e o tecido nervoso
(ALVES et al., 2006). Embora exista somente um sorotipo do virus da cinomose
canina, uma diversidade de biotipos, que variam na sua patogenicidade e tropismo
tecidual, foram descritos. (OKITA et al., 1997, ALVES et al., 2006). Os cdes jovens sdo
os mais afetados embora possa ocorrer em todas as idades (JOZWIK; FRYMUS, 2002).
A queda de anticorpos maternos, a ndo utilizacdo de vacinas e a falha vacinal séo
responsaveis pelo grande nimero de casos que ainda sdo observados (CHAPPUIS,
1995).

O diagnostico post mortem é baseado nas alteracdes histoldgicas, caracterizadas
principalmente pela visualizacdo de corpusculos de inclusdo viral eosinofilicos
intracitoplasmaticos e intranucleares localizados em células epiteliais, linfoides e no
sistema nervoso central (SNC). Adicionalmente, técnicas como isolamento viral,
imunofluorescéncia direta, reacdo de polimerase em cadeia (PCR) e a imunoistoquimica
sdo amplamente utilizadas no diagndstico complementar (APPEL; SUMMERS, 1999).
A imunoistoquimica auxilia no diagndstico principalmente quando na histologia ndo ha
corpusculos de inclusdo ou estes estdo em pequeno nimero bem como quando ja existe
0 processo de autdlise.

As doencas virais ttm uma grande importancia dentre os diagnosticos de caes
necropsiados no Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (SPV-UFRGS). Entre os anos de 2000 a 2006 foram realizadas 3.659 necropsias
de caninos, dos quais em 582 (16%) o diagnostico foi de doencas virais. Entre as
doencas virais a cinomose foi responsavel por 39% (227/582) dos diagnosticos. Em
vista do grande numero de cées necropsiados com cinomose se resolveu estudar melhor

a doenca. O presente trabalho teve por objetivo analisar os achados macroscopicos,
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microscapicos, verificar o melhor método imunoistoquimico, a distribui¢do do antigeno
viral em tecidos selecionados por imunoistoquimica e os achados bacterioldgicos das

pneumonias associadas com a cinomose canina.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Paramyxoviridae

Os virus constituintes da familia Paramyxoviridae sdo particulas pleomorficas,
com 150 nm de didmetro, contendo envelope, e um genoma de RNA de fita simples
linear com peso molecular de 7,0x10° (ZEE, 2003). O nucleocapsideo possui simetria
helicoidal de 13 a 18 nm de didmetro e aparéncia caracteristica de espinha de peixe
(QUINN et al., 2005). A replicacdo ocorre no citoplasma da célula do hospedeiro (ZEE,
2003). Os virions sdo liberados por brotamento através da membrana celular em locais
contendo proteinas do envelope viral. Estes virions labeis sdo sensiveis aos solventes
lipidicos, calor, dessecacdo, e desinfetantes (QUINN et al., 2005).

Os Paramixovirus tém uma estreita variedade de hospedeiros, infectando
sobretudo aves e mamiferos. Apds a transmissdo por contato direto ou por aerossois,
onde ocorre a replicacdo priméaria no trato respiratorio (QUINN et al., 2005). A
formacéo de sincicios e inclusdes intracitoplasmaticas sdo caracteristicas pela familia
Paramyxoviridae (NISHI et al., 2004; QUINN et al., 2005).

A familia Paramyxoviridae € classificada em subfamilia Paramyxovirinae e
Pneumovirinae. A Paramyxovirinae é agrupada em 3 géneros que sdo 0s Respirovirus
(que compreende o virus da parainfluenza bovina tipo 3), Rubulavirus (virus da doenca
de Newcastle, paramixovirus aviario, virus da parainfluenza canina tipo 2 e Rubulavirus
suino) e o género Morbillivirus (QUINN et al., 2005). Este Gltimo agrupa os seguintes
virus: virus da peste bovina, virus da peste dos pequenos ruminantes, Morbillivirus de
cetaceos, Morbillivirus dos equinos, virus da cinomose das focas e o virus da cinomose
canina (KENNEDY et al., 1992, BARRETT, 1999; BIRKUN et al., 1999, QUINN et
al., 2005, DI GUARDO et al., 2005).
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2.2 Cinomose Canina

O virus da cinomose canina pertence ao género Morbillivirus da Familia
Paramyxoviridae, ocasionando uma doenga grave, contagiosa e muitas vezes fatal em
caninos (KOUTINAS et al., 2002). Possui variagdo quanto ao seu tamanho e forma,
suas particulas virais sdo esféricas e medem entre 150 e 300 nm (ZEE, 2003; GREENE;
APPEL, 2006). O acido nucléico viral € um RNA de fita simples linear, e o capsideo
viral é composto por seis polipeptideos principais. O polipeptideo H glicosilado é
responsavel pela adsorcdo do virus a sitios receptores das células suscetiveis e o
polipeptideo glicosilado F causa a fusdo de células infectadas (BARRETT, 1999; ZEE,
2003). O virus pode acometer além de membros da Familia Canidae (como cées,
raposas, lobos e coiotes), outros carnivoros como os da Familia Felidae (ledes, tigres,
leopardos e ongas), Mustelidae (furbes e martas), Procyonidae (guaxinin), Ursidae (urso
e panda gigante), Ailuridae (panda vermelho) e Viveridae (ALEXANDER; APPEL,
1994; APPEL; SUMMERS, 1995; ROELKE-PARKER et al., 1996; CARPENTER et
al., 1998; DYER; SCHAMBER, 1999; MARTELLA et al., 2002; STANTON et al.,
2003). Além de poder afetar mamiferos marinhos da ordem Pinnipedia e Familia
Phocidae (focas), bem como animais da ordem artiodactyla (Familia Tayassuidae) como
0 caititu e primatas da Familia Cercopithecidae (VAN MOLL et al., 1995; HARDER,;
OSTERHAUS, 1997; FORSYTH et al., 1998; KUIKEN et al., 2006). Gatos domésticos
e suinos sao suscetiveis ao virus, porém nestas espécies ndo ha o desenvolvimento da
doenca clinica (APPEL et al., 1974).

2.2.1 Historico

O virus foi primeiramente descrito por Carré (1905 apud APPEL; SUMMERS,
1995) em um contégio natural e mais tarde estudado profundamente por Laidlaw e
Dunkin (1926 apud KRAKOWKA; HIGGINS; KOESTNER, 1980). As descobertas da
imunofluorescéncia para o virus foi um importante passo na descoberta de informacdes
sobre a cinomose uma vez que puderam determinar a distribuicdo viral em diferentes

tecidos (APPEL, 1969). Pesquisas revelaram que o furdo (Mustela putorius) é um
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animal suscetivel & doenca o que acabou definindo este como um animal experimental
para estudos sobre o virus da cinomose canina (APPEL, 1969).

O virus da cinomose canina apresenta somente um sorotipo, mas existe uma
variedade de biotipos que variam quanto ao seu tropismo tecidual com o sistema
nervoso central (ALVES et al., 2006). Em 1971, foi isolada uma linhagem chamada
R252-CDV que produzia uma encefalite desmielinizante quando inoculado em cées
gnotobioticos, enquanto que outra linhagem chamada Snyder-Hill produzia necrose
neuronal e gliose sem desmielinizacdo (KRAKOWKA; KOESTNER, 1977). Novos
isolados virais como o Asia 1 e Asia 2 foram descobertos a partir dos genes H e P,
porém nao se observou diferenca nos sinais clinicos e patolégicos dos isolados (LAN et
al., 2007).

2.2.2 Epidemiologia

O contagio pelo virus da cinomose ocorre por aerossois ou por contato direto,
sendo o periodo de incubacgdo de aproximadamente 7 dias (APPEL; SUMMERS, 1995).
Cées com infeccdo aguda apresentam o virus nas secre¢des nasais e oculares durante
todo o curso da doenca (ZEE, 2003). Este também pode estar presente na urina de cées
experimentalmente infectados como também nas fezes dos caninos (ZEE, 2003). A
cinomose canina pode acometer cdes de todas as idades, porém animais jovens (3 a 6
meses de idade) sdo mais suscetiveis principalmente quando h& a diminuicdo dos
anticorpos maternos (APPEL; SUMMERS, 1995; CHAPPUIS, 1995; GREENE;
APPEL, 2006). Cédes que se recuperaram da infec¢do sdo imunes por varios anos e
provavelmente pela vida toda, ndo eliminando o virus e ndo se mantendo
persistentemente infectados (APPEL; SUMMERS, 1995).

2.2.3 Patogénese

O virus da cinomose em cédes expostos tanto por contato direto como por
aerossois entram em contato com o trato respiratério superior (GREENE; APPEL,
2006). No primeiro dia da exposicdo viral este é encontrado em macréfagos dos

linfonodos brénquicos e tonsilas (APPEL, 1969). Em 2 a 5 dias hd o aumento de
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antigenos virais nas tonsilas, linfonodos brénquicos e retrofaringeos, existindo um baixo
namero de particulas virais em outros tecidos linféides (APPEL, 1969; BUSSELL,
1970). Quatro a seis dias ap6s a exposicdo viral ha a multiplicacdo em foliculos
linféides do baco, da lamina prépria do intestino delgado e estbmago, no linfonodo
mesentérico e nas celulas de Kupffer (GRENNE; APPEL, 2006). Durante este periodo
a ldmina propria nasofarigeal e a mucosa conjuntival contém antigenos virais em células
mononucleares (APPEL, 1969). De 6 a 8 dias depois da exposicdo viral os linfonodos
ficam altamente infectados. A partir do 9° dia o tecido linfoide esta com acentuada
deplecdo linfoide (KRAKOWKA; HIGGINS; KOESTNER, 1980). Ao 14° dia os cées
que possuem uma boa resposta celular e humoral muitas vezes ndo apresentardo sinais
clinicos da cinomose canina, uma vez que os anticorpos especificos neutralizam o virus
e inibem a sua propagacdo. Em animais com resposta intermediaria o virus ird se
espalhar pelo epitélio tecidual, podendo esta infeccdo ser resolvida quando os titulos de
anticorpos aumentarem (GRENNE; APPEL, 2006). Por outro lado, quando ndo ha uma
resposta humoral, a infec¢do ocorre em multiplos tecidos, os sinais clinicos sdo muitas
vezes graves e se 0 virus persistir pode levar a morte do animal (APPEL, 1969;
GRENNE; APPEL, 2006).

No cérebro o virus aparece inicialmente em macréfagos meningeais e células
mononucleares perivasculares depois em células do epéndima, células da glia e
neurdnios (APPEL, 1970; GREENE; APPEL, 2006). Em animais com infeccdo crénica,
h& antigenos virais restritos aos neurdnios, células da substancia branca, glandula
pituitaria, coxins digitais e em poucas células do epitélio de outros tecidos (APPEL,
1970).

A viruléncia € um parametro que indica a severidade, a extensdo ou o tipo de
doenca clinica (ALVES et al., 2006). Alguns isolados como o Snyder Hill, A75/17 ou o
R252 possuem uma alta viruléncia e sdo neurotropicos (KRAKOWKA; KOESTNER,
1977; AXTHELM; KRAKOWKA, 1998; RUDD; CATTANEO; VON MESSLING,
2006; BRUNNER et al., 2007).

2.2.4 Inativacéo do Virus

O virus da cinomose canina € sensivel aos fatores ambientais como temperaturas
extremas, pH e a diferentes desinfetantes (MOHANTY; DUTTA, 1981; QUINN et al.,
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2005). Este 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 hora a 37°C e por 3 horas a 20°C (ZEE, 2003). Porém, em baixas temperaturas o
virus pode sobreviver por semanas, a uma temperatura de 0-4°C e a -65°C sobrevive por
até 7 anos (GREENE; APPEL, 2006). A infectividade do virus € perdida em pH acima
de 10,4 ou abaixo de 4,4. O virus pode ser inativado por desinfetantes como o
cloroformio, fenol (0,75%), amonio quaternario (0,3%) e solucédo de formalina (0,5%)
(ZEE, 2003).

2.2.5 Sinais Clinicos

Os animais infectados pelo virus da cinomose canina podem apresentar
anorexia, desidratacdo, vémito, secre¢fes oculonasais mucopurulentas, tosse e dispnéia
(MOHANTY:; DUTTA, 1981; SWANGO, 1997; PANDHER et al., 2006). Podem ser
observadas pustulas na pele do abdémen e, em alguns casos, hiperqueratose dos coxins
digitais (GRENNE; APPEL, 2006). Sinais de diarréia contendo ou ndo sangue podem
estar presentes em alguns casos (JONES; HUNT; KING, 2000; APPEL, 1970). Em
muitos desses a diarréia pode resultar em desidratacdo acentuada agravando ainda mais
0 quadro (JONES; HUNT; KING, 2000). Os caninos infectados podem apresentar
sinais neurolégicos como convulsfes, deméncia, mudancas graves da personalidade,
astenia, ataxia e mioclonias (FENNER, 1995). A manifestagdo neuroldgica pode ocorrer
durante a fase aguda da infeccdo bem como varias semanas ou até meses depois
(APPEL; SUMMERS, 1995). Os sinais neurologicos que se desenvolvem apds o0s sinais
respiratorios e gastrintestinais sdo tipicamente graduais no inicio com convulsdes e
desenvolvimento progressivo de paresia posterior (RAW et al., 1992).

A encefalite multifocal desmilinizante causada pelo virus da cinomose como a
encefalite do cdo velho, embora sejam causadas pelo mesmo agente, demonstram
diferentes lesdes e sinais clinicos indicando diferengas na sua patogénese
(VANDEVELDE et al., 1980). Na encefalite do cdo velho os sinais clinicos séo
relacionados com lesdes corticais e subcorticais (VANDEVELDE et al., 1980). Em
geral estes sinais sdo deficiéncia visual, respostas bilaterais deficientes ao reflexo de
ameaca, depressdo, andar em circulo, mudanca de personalidade e estupor (SWANGO,
1997).
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2.2.6 Achados Patolégicos

Achados macroscopicos

Os caninos infectados podem apresentar secrecdes nasais e oculares serosas,
catarrais ou mucopurulentas (LOPEZ, 2007). A dermatite pustular também pode ser
observada nos animais infectados pelo virus da cinomose canina (GREENE; APPEL,
2006). As alteragdes pulmonares se evidenciam como pulmdes né&o colapsados,
avermelhados e edemaciados (LOPEZ, 2007). No intestino podem ocorrer enterite
catarral ou hemorragica (LAN et al., 2006). O timo pode se apresentar com atrofia
completa ou parcial, esta Gltima foi observada por Appel (1969) apés 9 dias da
exposicgdo viral por aerossdis. Os linfonodos podem estar ocasionalmente congestos ou
hemorragicos (APPEL, 1969). Nos coxins digitais o engrossamento desta estrutura €
caracterizado na microscopia como uma hiperqueratose ortoqueratotica e/ou
paraqueratdtica (GRONE; ENGELHARDT; ZURBRIGGEN, 2003; GRONE;
DOHERR; ZURBRIGGEN, 2004; ENGELHARDT et al., 2005). Cées infectados pelo
virus da cinomose canina antes da erup¢do dos dentes permanentes podem apresentar
hipoplasia do esmalte dentario (DUBIELZIG, 1979; GELBERG, 2007). Com isso, ha a
exposicdo da dentina que na macroscopia € demonstrado por areas de coloracdo amarelo
a bege nos dentes permanentes (GELBERG, 2007).

Achados microscopicos

Os corpusculos de inclusdo sdo agregados de virions e proteinas virais e
apresentam um grande valor no diagndéstico na infeccéo pelo virus da cinomose canina
(WISNICKY; WIPF, 1942). Durante a replicacao viral tem-se um excesso de proteinas
ndo utilizadas pelo virus, que se deposita em forma de corpusculo de inclusdo. Embora
esses ndo estejam presentes em todas as doencas virais, eles sdo, em muitas delas, bem
caracteristicos (JONES; HUNT; KING, 2000). Na cinomose canina, em cortes de
tecidos fixados em formalina e colorados por hematoxilina-eosina observam-se 0s
corpusculos  eosinofilicos (PANDHER et al., 2006) que se apresentam
intracitoplasmaticos e/ou intranucleares com grande valor no diagnostico desta
enfermidade (WISNICKY; WIPF, 1942). Em cortes de tecido. As inclusfes podem ser

confundidas com eritrécitos, mas o tamanho, forma e localizacdo dos corpusculos de
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inclusdo permitem diferencid-los dos eritrocitos (WISNICKY; WIPF, 1942).
Corpusculos de inclusdo viral podem ser observados no estdbmago, bexiga, sistema
nervoso central, na pelve renal, epitélio conjuntival, coxins digitais (DUCATELLE;
COUSSEMENT; HOORENS, 1980; GRONE; ENGELHARDT; ZURBRIGGEN,
2003). No pulméo estes podem ser encontrados no epitélio de brénquios e bronquiolos
como em macrofagos alveolares e celulas sinciciais multinucleadas (TOVAR et al.,
2007). A ocorréncia de corpusculo de inclusdo em o6rgdos linféides como baco
linfonodos e tonsila é extremamente alta (KUBO et al., 2007).

O pulméo pode apresentar pneumonia intersticial caracterizada por infiltrado de
células mononucleares (PANDHER et al., 2006). Além da presenca de macrdfagos
espumosos, hiperplasia de pneumdcitos tipo Il e edema alveolar (PANDHER et al.,
2006; LOPEZ, 2007). No intestino delgado pode ser observada enterite, com
degeneracdo do epitélio, necrose linféide e infiltracdo de linfocitos na lamina prépria
(OKITA et al., 1997).

Nos coxins digitais a histopatologia revela hiperqueratose ortoqueratotica e/ou
paraqueratdtica, vacuolizacdo de queratindcitos e a presenca de corpusculos de inclusao
viral, sendo a hiperplasia epitelial raramente mencionada (HAINES et al., 1999;
GRONE; ENGELHARDT; ZURBRIGGEN, 2003).

No sistema nervoso central observam-se alteracdes tanto na substancia branca
como na substancia cinzenta (SUMMERS; CUMMING; LAHUNTA, 1995). As les0es
podem ser caracterizadas como degeneracdo neuronal, gliose, infiltrado
linfoplasmocitério perivascular ocorrendo principalmente no cértex cerebral como
cerebelar, no talamo, nucleo basal e na medula espinhal (RAW et al., 1992;
SUMMERS; CUMMING; LAHUNTA, 1995). O infiltrado consiste principalmente de
linfécitos e este achado € caracteristico da infeccdo pelo virus da cinomose o que difere
da meningoencefalite granulomatosa (RAW et al., 1992). Corpusculos acidofilicos
podem ser encontrados, porém com alguma dificuldade. Estes podem estar presentes no
nucleo ou citoplasma de neurénios, astrocitos e células do epéndima (MCCANDLISH
et al., 1992; SUMMERS; CUMMING; LAHUNTA, 1995). Os neurbnios podem
apresentar nucleos picnéticos associados a satelitose e neuronofagia (SUMMERS;
CUMMING; LAHUNTA, 1995). Desmielinizacdo, astrocitose e astrogliose podem ser
evidenciadas na substancia branca (BLAKEMORE; SUMMERS; APPEL, 1989;
SUMMERS; CUMMING; LAHUNTA, 1995). A presenca de antigeno viral em
oligodendrocitos é rara (ZURBRIGGEN et al., 1998, D’INTINO et al., 2006), sendo
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este mais comumente encontrado na microglia e em astrocitos (BLAKEMORE;
SUMMERS; APPEL, 1989; VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 1995; STEIN et al.,
2004) podendo ser visualizado também em neurénios (BRUNNER et al., 2007). O
mecanismo de desmielinizacdo ndo esta totalmente esclarecido. A regulacdo negativa da
transcricdo do gene de mielina, inibicdo da atividade enzimatica especifica dos
oligodendrdcitos e reducdo deste tipo celular em &reas de desmielinizagdo sugerem 0s
oligodendrocitos estarem envolvidos no processo de desmielinizacdo (ZURBRIGGEN
et al., 1998; MORO et al., 2004). A perda das proteinas da bainha de mielina pode ser
evidenciada a partir da coloracdo de luxol fast blue (SUMMERS; CUMMING,;
LAHUNTA, 1995). Os astrocitos sdo as principais células do sistema nervoso atingidas
pelo virus e tudo indica que a infeccdo desta célula desempenhe um importante papel no
mecanismo de desmielinizacdo (MORO et al., 2004). Os astrocitos podem expressar 3
tipos de filamentos intermediarios, incluindo a proteina acida fibrilar glial (GFAP),
vimentina e nestina (SEEHUSEN et al., 2007). A GFAP pode ser detectada através de
técnica imunoistoquimica marcando processos astrogliais e o corpo celular de astrécitos
(VANDEVELDE et al., 1983).

As encefalopatias causadas pela cinomose podem ser divididas de 3 formas:
aguda, subaguda e crénica (ALLDINGER et al., 2000). A fase aguda se caracteriza por
desmielinizacdo e auséncia de manguito perivascular, diferindo-se da fase subaguda
onde ha desmielinizacdo com células inflamatdrias formando manguitos com 2 ou 3
camadas de células mononucleares (HEADLEY; SOARES; GRACA, 2001; SIPS et al.,
2007). A encefalopatia crénica é caracterizada por desmielinizacdo e extenso infiltrado
mononuclear perivascular (SCHOBESBERGER et al., 1999; HEADLEY; SOARES;
GRACA, 2001; SEEHUSEN et al., 2007).

2.2.7 Tratamento e Prevencéo

N&do ha tratamento especifico com agentes antivirais ou quimioterapicos com
valor pratico para o tratamento da cinomose canina (SWANGO, 1997). O uso de
antimicrobianos tem sido aplicado para o tratamento de infec¢Ges bacterianas
(SWANGO, 1997). Liquidos eletroliticos, vitaminas do complexo B e suplementos
alimentares sdo utilizados como terapia de suporte (SWANGO, 1997; TOVAR et al.,
2007).
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No inicio do século XX as vacinas inativadas eram amplamente utilizadas,
porém a cinomose ainda ocorria em cées e animais de zoologico (APPEL; SUMMERS,
1995). A partir dos anos 60, com as vacinas atenuadas houve uma diminuicao
consideravel na incidéncia da cinomose canina em todo mundo (LAN et al., 2006,
RIKULA; NUOTIO; SIHVONEN, 2007). Vacinas preparadas a partir de passagens em
cultura de células de aves e embrido de galinha como em células de cdes foram
utilizadas amplamente, sendo que vacinas preparadas em cultivo de células de cées
induziam imunidade em quase 100% dos caninos vacinados (APPEL; SUMMERS,
1995; PARDO et al., 2007). A utilizacdo de vacinas recombinantes (recCDV ou rD)
tem sido realizada nos Estados Unidos da América desde 1997, tendo como beneficio a
ndo ocorréncia de encefalite pds-vacinal (PARDO et al., 2007).

O esquema vacinal mais recomendado é com primeira dose em filhotes a 5-7
semanas de idade, com doses adicionais a intervalos de 3 a 4 semanas, até que 0s
filhotes completem 14 semanas de idade. Os reforcos anuais sdo preconizados visto que
0 titulo de anticorpos tera declinado até niveis ndo protetores em até um terco dos céaes
(SWANGO, 1997).

2.2.8 Infecgdes Secundarias

O virus da cinomose canina pode atingir diretamente o pulmao causando uma
pneumonia viral devido ao seu efeito imunodepressor ou levando a associagdo com
outros virus como o adenovirus tipo 2 e o virus da parainfluenza (DAMIAN et al.,
2005; TOVAR et al., 2007; CHVALA et al.,, 2007) ou com infeccdes bacterianas
secundarias (LOPEZ, 2007). As pneumonias causadas por Bordetella bronchiseptica ou
Mycoplasma sp. podem ser observadas como infec¢bes primarias de pulmdo e como
secundarias em animais infectados pelo virus da cinomose (CHALKER et al., 2004;
ERLES, 2004; LOPEZ, 2007; CHVALA et al., 2007). A infeccdo pulmonar pelo
Pneumocystis carinii foi encontrada em animais com cinomose, sugerindo uma
imunossupressao pelo virus levando a infeccdo secundaria pelo agente (DYER;
SCHAMBER, 1999).

InfeccBes combinadas de cinomose canina com Toxoplasma gondii ou Neospora
caninum tém ocasionado miosite e radiculoneurite (LEMBERGER et al., 2005,
MORETTI et al., 2006, GREENE; APPEL, 2006).
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2.2.9 Métodos de Diagnostico

Os achados hematoldgicos incluem linfopenia causada pela deplecdo linféide
(KRAKOWKA; KOESTNER, 1977) e trombocitopenia que pode estar presente na fase
inicial da cinomose (SWANGO, 1997).

A imunocitologia a partir da conjuntiva ocular, como em outras membranas
mucosas, ou de esfregacos sanguineos pode ser realizada utilizando-se teste de
imunofluorescéncia direta. A nao deteccdo do antigeno viral ndo exclui a possibilidade
da infeccdo pelo virus (SWANGO, 1997). A identificacdo de antigenos virais no
estdmago, duodeno, bexiga, pulmdes, cérebro, conjuntiva palpebral, preplcio e vagina
por imunofluorescéncia direta foi demonstrada por Fairchild, Wyman e Donovan
(1967).

A deteccdo de corpusculos de inclusdo pode ser realizada in vivo a partir de
swabs oculares com posterior esfregaco em lamina (MOHANTY; DUTTA, 1981). Este
método de diagndstico, apesar de extremamente simples, muitas vezes cursa com
resultados falsos negativos (WISNICKY; WIPF, 1942; SWANGO, 1997).

O isolamento viral é possivel a partir de cultivo em macrofagos alveolares e
linfécitos em até 24 a 48 horas (GREENE; APPEL, 2006). Para o diagnostico ante
mortem pode ser utilizado sangue, swab nasal, conjuntival ou vaginal e liquor. No
diagndstico post mortem os principais tecidos sdo pulmdes, cérebro, tecido linfatico e
bexiga (APPEL; PEARCE-KELLING; SUMMERS, 1992). A formacao de sincicios é
caracteristica do efeito citopatico do virus da cinomose em muitas culturas de tecidos
(NISHI et al., 2004), podendo ser detectado dentro de 2 a 5 dias (GREENE; APPEL,
2006).

Testes soroldgicos, como o ELISA, podem ser utilizados, porém na fase aguda
da doenca os titulos de anticorpos podem estar baixos devido a imunodepressdo causada
pelo virus. Cées previamente vacinados podem ter uma alta titulagdo comparavel aos
dos animais doentes dificultando assim o diagnostico através deste método
(POTGIETER; AJIDAGBA, 1989; SOMA et al., 2003).

A transcricdo reversa (RT-PCR) tem sido realizada para a deteccdo do RNA do
virus da cinomose no sangue, soro, liquor e urina por alguns autores tendo um grande
valor no diagnostico ante mortem (GEBARA et al., 2004; SAITO et al., 2006;
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AMUDE; ALFIERI; ALFIERI, 2007). A hibridizac&o in situ tem detectado 0 mRNA do
virus da cinomose em tecidos como o cérebro (D’INTINO et al., 2006), linfonodos
(SCHOBESBERGER et al., 2005) e coxins digitais (GRONE; DOHERR;
ZURBRIGGEN, 2004).

A técnica de imunoistoquimica tem sido empregada para a detec¢do de
antigenos da cinomose canina (MASUDA et al., 2006). Haines et al. (1999) detectaram
0 antigeno no epitélio da mucosa nasal, dos coxins digitais e da pele, sugerindo a
utilizacdo desta técnica para o diagndstico ante mortem da cinomose. Como diagnéstico
post mortem utiliza-se 6rgdos como estdmago, pulmdo, bexiga, encéfalo, bago,
linfonodos, tonsila, rim, intestino e coxins digitais (DUCATELLE; COUSSEMENT;
HOORENS, 1980; KOUTINAS et al., 2004; LIANG et al., 2007; WENZLOW et al.,
2007).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Procedimentos Gerais

Caninos necropsiados pelo Setor de Patologia Veterinaria da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS) foram analisados com base no historico,
lesbes macroscopicas e microscopicas para selecdo de casos de infecgcdo pelo virus da
cinomose canina.

Os caninos utilizados no presente estudo morreram de forma natural ou foram
eutanasiados devido a infeccdo pelo virus da cinomose canina. Os animais eram
provenientes do Hospital de Clinicas Veterinarias da UFRGS e de clinicas particulares
da grande Porto Alegre. As necropsias foram realizadas entre julho de 2006 até outubro
de 2007.

3.2 Necropsias e Analises Histologicas

Achados patolégicos observados em infec¢des pelo virus da cinomose canina
foram identificados e analisados. Durante as necropsias selecionou-se caninos que
apresentavam alteracGes macroscopicas como secrecdo nasal e/ou ocular
mucopurulenta, pulmdes ndo colapsados e de coloragdo avermelhada, hiperqueratose
dos coxins digitais, pustulas abdominais, conteudo intestinal diarréico, ou com suspeita
clinica de cinomose. Para a microscopia eram coletados pulmdes, bexiga, estdmago,
coxins digitais, tonsila, linfonodos mesentéricos, encéfalo, medula espinhal, medula
0ssea, coracdo, rins, baco, lingua, timo, palpebra, testiculo/epididimo, figado, intestino
delgado e grosso, orelha e olho. Os 6rgédos ap6s coletados eram fixados em solucéo de
formol 10% por 24 a 48 horas, e processados por técnicas rotineiras de histologia. Os
tecidos eram cortados em 4uc e posteriormente corados com Hematoxilina-eosina
(PROPHET et al., 1992). Os cortes histologicos de orelha foram corados com coloragdo
de PAS (acido periddico de Schiff) conforme Prophet et al. (1992).

Para a preparacdo dos cortes histologicos de encefalo utilizou-se as regides

cortical e subcortical do cerebro e do cerebelo e a ponte com pedinculos cerebelares. A
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medula espinhal foi seccionada na regido cervical (C3-C6), toracica (por¢do média da
medula espinhal toracica entre T6-T11) e lombar (na intumescéncia lombar).

Fragmentos de pulmé&o foram coletados para realizacéo de cultivo bacteriano aerébico.

3.3 Imunoistoquimica

A imunoistoquimica foi realizada nos cortes histologicos de pulmdes, bexiga,
estdbmago, coxins digitais, tonsila, linfonodos mesentéricos, encéfalo, medula espinhal,
medula 0ssea, coracgdo, rins, baco, lingua, timo, palpebra, testiculo/epididimo, figado,
intestino delgado e grosso, orelha e olho. Como controle positivo da imunoistoquimica
utilizava-se cortes de estdmago de um canino infectado pelo virus da cinomose. Novos
cortes de estdbmago do animal controle foram feitos apds 1 més de fixacdo em solucdo
de formalina 10% tamponada para testar se havia a perda da marcacgao positiva no teste
imunistoquimico. As laminas eram preparadas com solucdo de gelatina 0,3% ou
Polilisina 10% (Sigma) e os cortes fixados em estufa a 60°C por 24 horas. Os cortes
eram desparafinados em solugdo de xilol por 2 vezes durante 20 minutos cada, e apos
eram colocados em solugdes decrescente de &lcool (100%, 96%, 80% e 70%) por 2
minutos em cada. As laminas eram entdo lavadas em agua destilada. Para a
imunoistoquimica utilizou-se 4 tipos de recuperacfes antigénicas: protease tipo XIV
(Sigma), proteinase K (Dako), tripsina 0,1% (Gibco) e calor. Para a recuperagdo com as
enzimas protease e proteinase K os cortes foram cobertos por 100ul de cada solucao
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Na recuperacdo com tripsina os tecidos
eram cobertos com a enzima por 10 minutos a temperatura de 37°C, sendo as laminas
colocadas posteriormente em 0,01M de tampao citrato de sddio (pH 6,0) no microondas
durante 2 minutos. A recuperacao antigénica por calor consistia na utilizacdo de calor a
80-85°C (em banho-maria) por 2, 3, 5 e 10 minutos com a imersdo das laminas em
0,01M de tampao citrato de sodio (pH 6,0). Os cortes eram colocados em solucéo de
soro suino a 1% diluido em &gua destilada por 15 minutos, a fim de inibir reagdes
inespecificas. Apds esta etapa as |&minas eram lavadas com &gua destilada, sendo
colocado anticorpo monoclonal anti-cinomose (VMRD) na diluicdo de 1:200, 1:400,
1:500 ou 1:1000 diluido em solucdo de PBS (Tampao Fosfato Salino) por 14 a 16 horas
(overnight) a 4°C. Foi utilizado como método imunoistoquimico streptavidina-biotina,

com isso se utilizou anticorpo secundario e streptavidina, esta ligada a uma molécula de
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fosfatase alcalina (LSAB + System AP, DakoCytomation) bem como a utilizacdo de
streptavidina-biotina ligada a peroxidase (LSAB, DakoCytomation). Para 0 método de
streptavidina-biotina peroxidase utilizou-se a inibicdo da peroxidase enddgena com
peréxido de hidrogénio 3% por 15 minutos antes da recuperacdo antigénica. Os cortes
eram cobertos pelo anticorpo secundario e ap06s por streptavidina-biotina por 20
minutos cada. As ldminas eram entdo lavadas em &gua destilada e apds eram preparadas
as solucbes reveladoras. Esta consistia do cromogeno Permanent Red
(DakoCytomation) no qual era realizada a maceragdo de 1 pastilha do cromdgeno em
3ml de tamp&o. Eram aplicados sobre as laminas 100ul da solugdo por 15 minutos.
Quando utilizado o método streptavidina-biotina peroxidase o cromdgeno utilizado era
o0 3,3’diaminobenzidina (DAB-Dako). A solucdo de 0,6ml de DAB foi misturada em
0,4ml de PBS e 25ul de peroxido de hidrogénio e apos colocadas sobres as laminas
durante 10 minutos a temperatura ambiente. As laminas eram lavadas e contra-coradas
por Hematoxilina de Harris por 40 segundos, sendo lavadas e ap6s mergulhadas em
alcool 70%, 80% e 100% e colocadas em xilol por 2 vezes de 20 minutos cada e
montadas em resina sintética (Entellan Merck).

Para a andlise de cérebro e cerebelo com lesGes microscopicas realizou-se
imunoistoquimica anti-proteina &cida fibrilar glial (GFAP). Para o bloqueio da
peroxidase enddgena foi utilizado perdxido de hidrogénio a 3% diluido em agua
destilada por 15 minutos. A recuperacdo antigénica utilizada foi de calor durante 10
minutos em banho-maria utilizando tampé&o Tris-EDTA (pH 9,0). Utilizou-se anticorpo
monoclonal anti-GFAP (Dako) diluido em PBS (1:500), em cadmara imida a 37°C por 1
hora. Apo6s a lavagem das laminas foi utilizado um kit de anticorpo secundério e
streptavidina ligada a peroxidase (LSAB DakoCytomation) por 20 minutos cada
reagente. Realizou-se a revelagdo com o cromdgeno 3,3’diaminobenzidina (DAB-Dako)
durante 10 minutos em temperatura ambiente. Apds a lavagem das laminas estas foram
contra coradas com Hematoxilina de Harris por 40 segundos, e com posterior
desidratacdo com utilizacdo de solucdes de concentracdo crescente de alcool e xilol, e

montadas em resina sintética.
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4. RESULTADOS

4.1 Dados Gerais

No periodo de julho de 2006 a outubro de 2007 foram realizadas, no Setor de
Patologia Veterinaria da UFRGS (SPV-UFRGS), 760 necropsias de caninos. Em 63
caes estabeleceu-se o diagnostico de cinomose canina atraves do exame macroscopico e
microscopico, dos quais 54 foram utilizados no presente trabalho.

A idade dos cées variou entre 2 meses a 8 anos. Em 51 animais a idade foi
informada e em 3 animais ndo havia a informacdo deste dado, porém estes eram cdes
adultos. Dos animais com idade informada, 40 cées apresentavam idade que variava de
2 a 6 meses (78,5%), em 6 animais a idade variou entre 7 meses a 1 ano (11,1%), 3
tinham idade entre 1-4 anos (5,5 %) e 2 apresentavam idade de 4-8 anos (3,9%). Dos
54 animais analisados 32 eram machos (59,26%) e 22 fémeas (40,74%).

Dentre 54 cdes, 24 ndo tinham raca definida (SRD), 6 eram da raca Poodle, 4

Dachshund (Teckel) e 3 caninos eram Rottweiler conforme a Tabela 1.

Tabela 1 — Distribuicdo e frequéncia por raca de 54 caninos com diagnostico de
cinomose canina necropsiados no Setor de Patologia Veterinaria - UFRGS.

Raca NUmero de animais Frequéncia (%)
Sem raca definida 24 44,44
Poodle 6 11,11
Dachshund (Teckel) 4 7,41
Rottweiler 3 5,56
Labrador 2 3,71
Yorkshire 2 3,71
Pastor Belga 2 3,71
Beagle 1 1,85
Border Collie 1 1,85
Dogue Aleméo 1 1,85
Fila Brasileiro 1 1,85
Golden Retriever 1 1,85
Lhasa Apso 1 1,85
Pastor Aleméo 1 1,85
Pinscher 1 1,85
Pit Bull 1 1,85
Pointer 1 1,85
Shih-Tzu 1 1,85
Total 54 100%
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Os achados macroscopicos encontrados no exame externo dos animais

necropsiados encontram-se na Tabela 2 e caracterizaram-se por secre¢do ocular (Figura

1) e nasal mucopurulentas, hiperqueratose dos coxins digitais (Figura 2), secrecao

ceruminosa no conduto auditivo externo e pastulas abdominais. A secrecdo do conduto

auditivo dos caninos apresentava coloracdo que variava de amarelada ao marrom-

escuro, apresentando em muitas das vezes um odor fétido.

Tabela 2 - Achados macroscopicos observados durante a realizacdo do exame externo em

caninos infectados pelo virus da cinomose canina.

Achado macroscépico Numero de animais  Percentual (%0)
Secrec¢do ceruminosa no conduto auditivo 31 57,4
Secrecdo ocular 27 50,0
Secrecdo nasal 19 35,2
Hiperqueratose dos coxins digitais 19 35,2
Pustulas abdominais 12 22,2

Figura 1 - Secrecdo ocular mucopurulenta em um canino Lhasa
Apso, fémea de 5 meses de idade infectado pelo virus da
cinomose canina.
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Figura 2 - Hiperqueratose do coxim digital em um canino SRD,
fémea de 3 meses de idade com infeccdo pelo virus da cinomose
canina.

Os pulmdes se mostravam ndo colabados, edemaciados e avermelhados (Figura
3) em 51 animais. O estbmago apresentava mucosa hiperémica em 19 cées e em 8

evidenciava-se a presenca de erosdes da mucosa géastrica.

Figura 3 - Pulmé&o néo colabado e de coloracdo avermelhada de
um canino Poodle, macho de 5 meses infectado pelo virus da
cinomose canina com infeccdo secundaria por Bordetella
bronchiseptica.
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No intestino delgado dos cées analisados foi visualizado hiperemia da mucosa 