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RESUMO

A cinomose canina & causada por um morbilivirus, da familia Paramyxoviridae,
que afeta cdes domésticos e carnivoros silvestres. E uma doenca multissistémica,
contagiosa, com alta mortalidade, principalmente em cées entre dois e seis meses. E
distribuida mundialmente. O diagnostico efetivo é o anseio dos médicos veterinarios,
para tomarem medidas terapéuticas eficazes no tratamento dos caes com cinomose.
Esta dissertacdo € composta por trés trabalhos sobre a cinomose canina. A historia da
descoberta da cinomose e da vacina esta descrita no primeiro artigo. O segundo artigo
refere-se aos achados post mortem do exame histopatolégico do bulbo ocular e anexos
e da bexiga de cdes com cinomose, onde o critério foi a procura por corpusculos de
incluséo intracitoplasmaticos e intranucleares, causados pela multiplicacdo do virus nas
células. O terceiro artigo relata a comparacao entre teses auxiliares no diagnéstico da
cinomose: imunoensaio cromatografico, teste lacrimal de Schirmer, soroneutralizagéo e
hemograma. Por fim, a utilizacdo e a comparagdo destas técnicas para auxiliar o
médico veterinario no diagnostico dos pacientes suspeitos de cinomose ou para 0
diagnostico post mortem da cinomose foram os norteadores da presente dissertacao.
Palavras-chave : caes, cinomose, exame histopatologico, imunoensaio cromatogréfico,

soroneutralizacéo



ABSTRACTS

Canine distemper is caused by a morbilivirus from the Paramyxoviridae family
that affects domestic dogs and wild carnivores. It is a multissistemic, contagious, high
mortality disease, especially in dogs from two to six months old. It is spread worldwide.
Effective diagnosis is the hope of veterinary doctors so that they can take efficient
therapeutical measures on the treatment of dogs with canine distemper. This
dissertation is composed of three different papers about canine distemper. The history
of canine distemper and vaccine is described in the first article. The second article refers
to post mortem findings of histopathological exams on ocular bulb and annexes, and
urinary bladders of dogs with canine distemper, where the criteria was searching for
intracytoplasmatic and intranuclear inclusion bodies caused by the multiplication of
viruses in the cells. The third article describes the comparison among auxiliary theses in
the diagnosis of canine distemper: Immunochromatographyc method, Schirmer's
lacrimal test, serum neutralization, and hemogram. Finally, utilization of comparison of
these technics to assist veterinary doctors on the diagnosis of pacients possibly infected
with canine distemper, or for post mortem diagnosis, were the guides to this dissertation.
Keywords : dogs, canine distemper, histopathological exams, immunochromatographyc

method, serum neutralization.
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1 INTRODUCAO

O virus da cinomose canina (VCC) acomete grande numero de cades, com
maior incidéncia em animais jovens (2 a 6 meses de idade) ou idosos. O prognéstico
da doenca é reservado. A multiplicidade de sinais que podem ser observados
dificulta o diagndstico somente clinico, principalmente nos casos em que 0s sinais
sistémicos mais tipicos e as mioclonias estdo ausentes. Mais formas auxiliares de
diagnostico precoce e efetivo sdo constantemente buscadas pelos médicos
veterinarios.

As citacdes da existéncia da cinomose em cdes datam do século XVI. O virus
foi descoberto por Henri Carré, em 1905. O inicio da experimentacdo em animais, o
desenvolvimento de vacinas inativadas e atenuadas bem como a demonstracdo de
corpusculos de inclusdo em caes doentes constituem o histérico da descoberta da
cinomose no mundo.

Atualmente, o imunoensaio cromatografico (Anigen® Rapid CDV Ag Test Kit,
Animal Genetics, Korea) tem sido utilizado como apoio laboratorial, pois detecta o
VCC em materiais biolégicos como secrecdo ocular (conjuntiva), secrecdo nasal,
urina, soro, liquor e plasma. A realizacdo deste exame pode ser feita no consultorio
veterinario e sua interpretacdo é feita entre 5 e 10 minutos. O teste de imunoensaio
cromatografico foi utilizado para selecionar os cédes que foram utilizados no
experimento e os cdes com resultado negativo foram considerados grupo controle.

O Teste Lacrimal de Schirmer avalia a producéo lacrimal, mais precisamente
sua porcdo aquosa, que se mostra alterada em cdes com cinomose, caracterizando

a ceratoconjuntivite seca.



A realizacdo da soroneutralizacdo avalia a existéncia de anticorpos contra a
cinomose que neutralizam a existéncia do virus da cinomose no soro dos caes.
Diante da existéncia de sinais clinicos, a soroneutralizacdo pode ser empregada
como forma de diagnoéstico, sendo a técnica concluida em cinco dias apés a coleta
do sangue do cédo. Esta técnica laboratorial foi realizada nos caes selecionados para
0 experimento.

O cao com cinomose pode apresentar alteracdes hematologicas que sao
detectadas com a realizacdo de hemograma. Nesta investigacdo foram realizados
hemogramas nos cées estudados e os resultados serdo demonstrados, no capitulo
de técnicas de diagndstico auxiliares a seguir.

O conhecimento dos achados histopatologicos constitui uma forma definitiva
de diagnostico post mortem de inUmeras doencas. Especial atencdo foi dada aos
corpusculos de inclusdo do VCC bem como as alteracbes presentes nas seccdes
histopatologicas do bulbo ocular, conjuntiva, glandula da terceira palpebra e bexiga.
O uso da bexiga para analise justifica-se por ser um tecido de facil acesso para
colheita durante a necropsia mesmo quando realizada por clinicos ndo especialistas
em patologia veterinaria e trata-se de um dos principais 6rgdos-alvo do virus,
amplamente utilizado para o diagnostico da doenca.

O conhecimento de diferentes técnicas de auxilio diagnéstico possibilita ao
médico veterinario conduzir um tratamento voltado para o cado com cinomose. Neste
sentido, 0 objetivo deste experimento foi comparar técnicas laboratoriais e avaliar
guais delas constituem o melhor auxilio para embasar um diagndstico de suspeicao

ou mesmo diagnostico efetivo para a cinomose canina.



1.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar os achados clinicos oculares e histopatolégicos da bexiga, bulbo e
anexos oculares em cdaes testados para cinomose pela soroneutralizagdo e pelo kit

comercial de diagnostico com documentacéao fotografica dos possiveis achados.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar e comparar os achados do teste denominado imunoensaio
cromatografico (Anigen® Rapid CDV Ag Test Kit, Animal Genetics, Korea) e da
soroneutralizagdo com resultados do Teste Lacrimal de Schirmer bem como com
achados post mortem dos céaes;

- Contribuir com a literatura demonstrando achados clinicos, laboratoriais e
lesBes histopatolégicas em caes com o diagndstico da cinomose, sobretudo as

lesdes do bulbo ocular, pois as mesmas sédo escassas na literatura.



2 HISTORICO DA CINOMOSE - REVISAO
Resumo

A cinomose canina € uma doenga multissistémica, contagiosa, com alta
mortalidade em cdes e em outros carnivoros. Trata-se de uma doenca infecciosa
causada por um morbilivirus semelhante ao virus do sarampo e da peste bovina.
Esta distribuida mundialmente. Os animais doentes freqlientemente desenvolvem
sinais neuroldgicos. As citacbes da doenca datam do século XVI, mas o primeiro
relato foi em 1746. A doenca foi levada da América do Sul para a Europa. O virus foi
descoberto por Henri Carré em 1905. Muitos estudos com animais foram realizados,
demonstrando que existe a transmissdo entre espécies diferentes de animais. A
primeira vacina inativada foi desenvolvida por Puntoni em 1923, sendo aperfeicoada
por Laidlaw e Dunkin em 1928. As vacinas inativadas produziam baixa imunidade.
Vacinas de virus vivo atenuado foram desenvolvidas na década de 1950. Em 1948,
foram demonstrados os primeiros corpusculos de inclusdo celular causados pelo
virus da cinomose. A revisdo histérica da cinomose desde sua descoberta € o
objetivo deste trabalho.

Palavras-chave : cinomose, Henri Carré, morbilivirus

2.1 History of canine distemper — a review
Abstract

Canine distemper is a multisystemic and contagious disease, with a high
mortality rate in dogs and other carnivores. It is caused by a morbilivirus similar to the
measles and bovine plague viruses. Sick animals normally develop neurological

signs. Citations of the disease date from the 16™ Century, but the first report was



written in 1746. The disease spread from South America to European countries. The
virus was discovered by Henri Carré in 1905. Many studies with animals were
performed demonstrating that the transmission among different animal species was
possible. The first inactivated vaccine was developed by Puntoni in 1923, and
improved by Laidlaw and Dunkin in 1928. Inactivated vaccines commonly produced
low immunity. Live attenuated virus vaccines were developed in the 1950s. The first
inclusion bodies caused by the canine distemper virus were demonstrated in 1948.
This text aims to perform a historical overview of the literature available concerning
canine distemper since its discovery.

Key words: canine distemper, Henri Carre, morbilivirus

2.2 Introducéo

A cinomose € uma doenga viral, multissistémica, altamente contagiosa e grave
presente em cdes e outros carnivoros, sendo observada mundialmente. Os
hospedeiros da cinomose séo:

*Canidae — caes, raposas, dingos, coiotes, lobos e chacais;

*Mustelidae — furdes, visGes, doninhas, martas, cangambas, texugos e lontras;

*Procyonidae — guaxinins, juparas e quatis;

*Felidae — guepardos, ledes, ongas-pintadas maracajas, tigres e jaguatiricas;

*Hyaenidae — hienas;

*Viveridae — mangustos e civetas;

*Ursidae — ursos e pandas (Appel, 1987).

O periodo de incubacao segundo Scherding (2003) e Greene e Appel (2006) é

de 14 dias; segundo Genelhu (2006), varia de 14 a 18 dias. A taxa de morbidade



varia de 25 a 75 % e a taxa de fatalidade/casos chega frequientemente até a 50-90%,
dependendo da cepa do virus (Genelhu, 2006); segundo Scherding (2003), mais de
50% das infec¢gbes com VCC séo subclinicas e a taxa de mortalidade pode variar de
0 a 100%, dependendo da viruléncia da cepa do VCC e da idade e do estado imune
do hospedeiro.

No Brasil a cinomose € endémica, sendo esporadica nos paises
desenvolvidos, como na América do Norte e na Europa (Martins et al, 2009)

Em Portugués, a origem da palavra cinomose vem do grego kidon ou kunos,
gue significa cdo e originou “cino”, e o sufixo “ose” € um elemento utilizado para
formar substantivos ou palavras que envolvem 6rgaos ou parte deles (Comunicacdo
pessoal).

O virus da cinomose € um morbilivirus da familia Paramyxoviridae. Ele se
relaciona proximamente com o virus do sarampo e da peste bovina, também
chamada de rinderpest (Jones et al, 2000). Os animais afetados frequentemente
desenvolvem sinais nervosos ou multissistémicos e extremamente variaveis. A
mortalidade varia muito entre as espécies. O virus sobrevive poucas horas e por
alguns dias fora do hospedeiro. Nao ha qualquer tratamento antiviral efetivo contra o
virus da cinomose, portanto, tratam-se os sinais clinicos (Scherding, 2003).

A revisdo dos relatos antigos da cinomose, descrevendo a descoberta do
agente causador, a elaboracao de estudos em animais bem como o desenvolvimento

das vacinas sera desenvolvida no presente trabalho.



2.3 Historico da descoberta da cinomose

Em meados do século XVI, as primeiras referéncias a cinomose foi o termo
“garotiko”, como esta doenca era conhecida na Franca. Em um livro publicado em
1560 com o titulo “Os animais que sé&o bons para curar outros animais”, Beirnstein
cita que, “quando um cachorro esta sofrendo de garotiko, vocé pode curar usando a
cauda de gamba seca e reduzida a p6, misturando com o seu alimento...”. Por volta
de dois séculos depois, em 1789, o inglés William Taplin recomenda para tratar a
doenca na mais tenra idade “queimar lentamente folhas secas e obrigar o cao doente
a respirar a fumaca espessa”’, 0 que seria uma espécie de inalacdo (Wailly, 2008;
Cani — Wap, 2008). William Taplin era um cirurgido que entrou na pratica veterinaria
e escreveu sobre ela em The Gentleman's Stable Directory , 1791. Ele comumente
adaptava alimentos para produzir cataplasmas, que eram empregadas no tratamento
de feridas em animais. Um exemplo de uma de suas cataplasmas: uma mistura de
pao, farinha de cevada, agua mineral Goulard e banha (Clewlow, 2008).

Rikula (2008) escreveu sobre uma possivel confusdo entre raiva e cinomose,
apesar da epidemia de cinomose ter iniciado na Europa na década de 1760.

Segundo Blancou (2008), o primeiro relato de cinomose canina ocorreu na
Ameérica do Sul e foi descrita por Ulloa em 1746 no seu trabalho “Relac&o historica
da viajem a América Meridional”. De acordo com Charles F. Heusinger, a cinomose
canina foi levada do Peru para a Espanha durante o século XVIl. Em seguida foi
relatada na Inglaterra, Italia (1764) e Rassia (1770). Em 1763, 900 caes morreram
em um unico dia em Madri.

Em 1809, Edward Jenner foi o primeiro a descrever 0 curso e as

caracteristicas da doenca (Fenner et al., 1993).



Em 1815, Jenner observou que a cinomose era contagiosa entre os caes
como variola, sarampo e escarlatina entre seres humanos. Ele achou que se tratava
de um virus tipo pox e tentou a vacinacao contra cinomose da maneira bem sucedida
gue realizou a vacinagao contra variola.

Em 1844, Karle teve sucesso na primeira transmissao experimental da doenca
passando secrecdo nasal de caes doentes nos labios de animais sadios.

Em 1894, J.C. van der Slooten escreveu um artigo classico sobre cinomose
canina chamada na época de “canine epizootic catarrhal fever”. Era conhecida como
uma infeccdo severa de caes e outros carnivoros. Este artigo contribuiu para o nosso
conhecimento atual (Egberink, 2008).

O agente etioldgico da doenca foi somente descoberto em 1905, quando o

virus foi isolado por Henri Carré.

2.4 A descoberta do virus da cinomose canina

O francés Henri Carré (1870 — 1938) estudou Medicina Veterinaria na Escola
de Alfort em Paris. A Escola de Alfort foi a segunda escola de veterinaria do mundo,
criada em 1766 (Phar Mécum, 2008).

Foi Carré, em 1905, que demonstrou ser a cinomose causada por um virus,
contrariando as hipoteses de que a mesma era atribuida a pasteurelas, brucelas,
salmonelas ou a outros microrganismos bacterianos. As bactérias incriminadas como
causadoras eram encontradas nos animais doentes. Mais tarde foi comprovado
serem apenas bactérias invasoras.

Carré trabalhou no Instituto Pasteur, onde foi colaborador de Alexandre Yersin

na elaboracéo das primeiras vacinas para peste bubdnica, na década de 1890.



O doutor Carré foi contratado pelo Bardo Pedro Affonso para trabalhar no
Brasil em 1900, no Instituto Soroterapico Municipal no Rio de Janeiro, na Fazenda de
Manguinhos. Junto com Oswaldo Cruz, diretor técnico do instituto, trabalhou para
produzir vacinas contra a peste bubdnica aqui no Brasil. Pouco depois, Carré
regressou a Franca com problemas de saude, segundo alguns, ou com receio da
febre amarela, segundo outros (Phar Mécum, 2008).

Em 1937, um ano antes da sua morte, Carré descreve detalhadamente
observacdes sobre a doenca hoje denominada de encefalopatia espongiforme
(Schwartz, 2008).

Em 1948, Holmes colocou o virus no grupo dos virus influenza, baseado nas
caracteristicas clinicas envolvendo infec¢cBes respiratorias. Koprowski, em 1959, e
Imagawa, em 1960, classificaram o virus da cinomose no género do virus do

sarampo e da rinderpest (Menlen e Hall, 2008).

2.5 O desenvolvimento da vacina para cinomose canin  a e estudos em animais

A primeira vacina contra cinomose foi criada, em 1923, pelo italiano Puntoni. A
vacina foi feita de formalina e virus inativado, obtido de tecido de cérebro de um céo
sofrendo de encefalite causada pela doenca. A protecdo obtida com as vacinas
inativadas foi limitada, ndo sendo utilizada por muito tempo (Rikula, 2008).

Em 1923, o editor da revista britdnica The Field organizou um movimento para
procurar a causa e a cura da cinomose canina, solicitando fundos na Inglaterra,
Canada e Estados Unidos. Dr. Patrik Playfair Laidlaw, patologista e o Major George
William Dunkin, veterinario, foram encarregados da pesquisa. A colaboragéo

financeira durou cerca de cinco anos, e o Field Distemper Council foi extinto,



10

alegando falta de sucesso da pesquisa. Mas os resultados finais foram publicados
pelo veterinario do Kennel Club americano Edwin Reginald Blarney no January
American Kennel Gazette (Time, 2008).

Em 1926, a teoria de Carré foi definitivamente aceita, apos os trabalhos de
Laidlaw e Dunkin. Pois Carré anunciou o agente etiol6gico, mas ndo provou.

Laindlaw e Dunkin utilizaram animais que nunca haviam sido expostos ao
virus. Quando, por inoculacao, eles produziram cinomose, souberam que haviam
conseguido isolar o virus (Time, 2008).

Em 1928, a vacina deles foi feita com pedacos de tecidos homogeneizados de
caes infectados, filtrados para remover fragmentos de tecido e bactérias,
quimicamente tratados para inativar o virus. Eles testaram as vacinas de caes em
furdes e ndo obtiveram imunizacdo satisfatoria. Desenvolveram entdo, uma vacina
para furbes e testaram em cdes. Concluiram que a vacina imunizou 0s animais da
prépria espécie da origem da vacina. Por fim, eles conseguiram obter imunidade
duas semanas apoés a vacinacao, sem sinais da doenca. Mas eles descobriram que a
completa imunidade somente existia em poucos animais que se recuperavam da
cinomose. Do sangue de caes hiperimunizados por repetidas injecdes de vacina,
eles desenvolveram um soro curativo. O soro provou ser efetivo apenas na fase
inicial da doenca (Time, 2008; Carver & Skehel, 2008).

O método de vacinag¢do desenvolvido recomendava duas doses de vacina
Laidlaw-Dunkin, preferencialmente aos trés meses de idade, seguidas 15 dias depois
de uma dose de virus vivo. Outro metodo simultaneo foi desenvolvido e preferido por
alguns proprietarios por envolver somente uma ida ao veterinario, era a inoculacao

de soro e virus vivo (Time, 2008).
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Em 1929, o laboratorio britanico Burrougs Wellcome produziu a primeira
vacina de Laidlaw-Dunkin em escala comercial. Em 1930, o Lederle Laboratories
iniciou a producdo nos Estados Unidos (Time, 2008; Carver e Skehel, 2008).

Nesta mesma época, o Dr. Charles Rupert Stockard, da Universidade de
Cornell, inoculou 163 filhotes de cées e encontrou 93% de imunidade ao expo6-los a
infeccdo, sendo que 4% demonstraram sinais fracos da doenca e somente trés foram
severamente afetados pela inoculagéao (Time, 2008).

Alguns experimentos preliminares de 1933 indicaram que o tratamento de
Laidlaw-Dunkin seria efetivo para outras espécies também, como raposas cinzentas,
furdes, doninhas e visbes (Time, 2008).

Outra vacina utilizando virus oriundo de baco de cées previamente inoculados
com o virus da cinomose, em seguida, inativado por formol também foi criada. A
mesma era usada em trés doses espacadas, a cada 15 dias. A imunidade desta
versao da vacina era aceitavel, mas de curta duracdo (Mayr et al, 1988).

Uma vacina denominada de distemperoide foi desenvolvida por um
pesquisador chamado Green, atraves de 60 passagens em furdes, modificou o virus,
permanecendo ativo para furdo, tornando-se inGcuo para caes, porém conservando
as propriedades imunizantes. Como resultado do uso desta vacina uma imunidade
com longa duracéo foi conferida.

Estas vacinas inativadas foram usadas com limitado sucesso, até o
desenvolvimento das vacinas vivas atenuadas na década de 1950 (Appel, 1987,
Rikula, 2008).

O virus da cinomose canina foi atenuado através de passagens em ovos de

galinha embrionados. A cepa Lederle foi desenvolvida por Cox e Cabasso em 1952;
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a cepa Onderstepoort foi desenvolvida por Haig em 1956; a cepa Rockborn foi
desenvolvida por Rockborn em 1959 (Rikula, 2008).

Cox adaptou o virus de furdo a membrana corioalantdide de embrido de
galinha, preparando vacinas vivas que ofereciam oOtimos resultados (Mayr et al,
1988).

Rockborn, em 1958, isolou de um caso natural, o virus em cultura primaria de
rim de céo, mostrando efeito citopatogénico do mesmo. Esta descoberta propiciou
melhores estudos do virus e a possibilidade de provas de soroneutralizacdo, bem
com a preparacdo de vacinas modificadas e atenuadas. Rockborn desenvolveu
vacinas atenuadas de virus cultivado em histocultura de rim de c&o jovem, permitindo
0 preparo de vacinas eficientes (Mayr et al, 1988).

Em 1948, Goss, Cole e Engel demonstraram, em esfregagcos de conjuntiva e
da lingua corados pela hematoxilina e pela eosina, inclusées celulares de aparéncia
homogénea e de cor vermelha brilhante. As inclusbes eram de tamanhos variaveis,
formatos redondos ou ovais e com contorno irregular. Estas inclusbes estavam
presentes no citoplasma e ocasionalmente no nucleo das células epiteliais (Goss et
al, 1948).

No verdo do mesmo ano de 1948, ocorreu um surto de cinomose em uma
fazenda de raposas de Ontario, Canada. Muitos cédes de ranchos vizinhos haviam
morrido de cinomose. O veterinario local vacinou as raposas com virus atenuado no
Ontario Veterinary College, mas as raposas ainda ficavam doentes. Nesta ocasido
80% das raposas morreram. Concluiu-se na época tratar-se de um virus transmitido

dos cées para as raposas (Kennedy, 2008).
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2.6 Consideracdes finais

A cinomose apresenta inUmeras formas de manifestacéo clinica, sendo que na
maioria das vezes o meédico veterinario realiza um diagnostico presuntivo, baseando-
se na histdria de vacinagdes inadequadas, auséncia de vacinas e possibilidade de
exposicdo ao virus. Os métodos de diagnostico laboratorial existentes séo
demorados e onerosos. Portanto, sdo imprescindiveis as pesquisas e experimentos
gue revelem formas de diagndsticos precoces efetivos e acessiveis aos médicos

veterinarios.
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3 ANALISE DOS ACHADOS HISTOPATOLOGICOS DO BULBO OCU LAR E

ANEXOS E DA BEXIGA DE CAES COM CINOMOSE
Resumo

A cinomose canina € uma doenca viral multissistémica, responsavel por
causar alteracbes que podem ser evidenciadas pela realizacdo do exame
histopatologico. O exame histopatolégico post mortem foi realizado em 46 cées, 31
do grupo experimental e 15 do grupo controle. Os cées do grupo experimental foram
selecionados como positivos para cinomose através da realizacdo do imunoensaio
cromatogréafico no liquor. Os cées incluidos no grupo controle foram negativos a este
teste. O objetivo deste trabalho foi realizar o exame histopatolégico como diagnostico
da cinomose, através da pesquisa de corpusculos de incluséo intracitoplasmaticos e
intranucleares causados pela replicacdo do virus da cinomose nas células como um
sinal patognomonico. Foram coletados os bulbos oculares, seus anexos e a bexiga
de cada céo. Estes materiais foram processados para a confeccdo de laminas
coradas com hematoxilina e eosina. Os achados de corpusculos de inclusdo foram:
bexiga 57%(26/46), glandula da terceira palpebra 76%(35/46), cornea 15%(7/46),
conjuntiva bulbar 11%(5/46) e retina 7%(3/46). A presenca dos corpusculos de
inclusdo no exame histopatoldgico possui valor diagndstico para os patologistas, pois
foram achados em 5 cédes previamente testados como negativos ao imunoensaio

cromatograéfico.

Palavras-chave: exame histopatologico, corpusculo de inclusdo, cinomose canina.



19

3.1 Histopatological analysis of the urinary bladde r, eyeball and adnexa of dogs

with canine distemper
Abstract

Canine distemper is a multisystemic viral disease capable of causing several changes
that can be demonstrated on the histopathological analysis. Histopathological
analyses were performed in 46 dogs, 31 in dogs that tested positive for canine
distemper virus on the chromatographic immunoassay (using cerebrospinal fluid) and
15 in dogs that that tested negative for the test (considered control group). The goal
of this work was to perform histopathological exam for the diagnosis of canine
distemper considering the finding of intracitoplasmatic and intranuclear inclusion
bodies caused by the replication of the canine distemper virus in the cells as a
pathognomonic sign. Urinary bladders, eyeballs and adnexa of each dog were
collected. These samples were routinely processed for histopathology and stained
with hematoxylin and eosin. Inclusion bodies were found in all tissues examined of 36
dogs as follow: urinary bladder 57%(26/46), third eyelid gland 76%(35/46), cornea
15%(7/46), bulbar conjunctiva 11%(5/46) and retina 7%(3/46). The presence of
inclusion bodies demonstrated to be of a great diagnostic value to veterinary
pathologists, being found even in 5 dogs that previously tested negative on the

chromatographic immunoassay exam.

Key words: histopathological exam, inclusion body, canine distemper.
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3.2 Introducéo

A cinomose é uma doenca do cdo e dos carnivoros selvagens, altamente
contagiosa, provocada por um virus, complicada por infeccbes bacterianas
secundarias, de carater septicémico agudo, que determina inflamacdes catarrais de
algumas mucosas e que, em certos casos, também provoca alteracdes da pele e do
SNC. Trata-se de uma doenca difundida por todo o0 mundo. ApGs numerosos estudos
das estirpes virais, as diferencas observadas referem-se a viruléncia e as tendéncias
patogénicas. O virus é incluido na familia Paramyxoviridae, género Morbilivirus
(Beer, 1999).

A conjuntivite € um sinal clinico comum em cées com cinomose, sendo ela
uma conseqiéncia fisiopatolégica de um dos seguintes mecanismos: 1) Efeitos
mediados pelo virus durante a replicacdo no epitélio da conjuntiva, das glandulas
lacrimais e endotélio vascular; 2) Mecanismos imunomediados celulares e humorais
gue acabam afetando as glandulas lacrimais e causando olho seco, por fim; 3)
Infeccbes bacterianas secundarias que resultam em alteracdes estruturais e
funcionais na conjuntiva (Ledbetter et al, 2009).

Clinicamente a infeccdo pelo virus da cinomose produz hiperemia da
conjuntiva e secrecdo ocular serosa, além de outros sinais sistémicos associados ao
complexo da cinomose. A analise de material obtido por meio de esfregacos
conjuntivais pode revelar corplsculos de incluséo citoplasmaticos. A medida que a
doenca evolui, 0 exsudato ocular torna-se mais abundante e mucéide. Os valores do
Teste Lacrimal de Schirmer diminuem, segue-se uma rinite mucopurulenta. Portanto,
0s caes com cinomose podem desenvolver ceratoconjuntivite seca (CCS) (Hoskins,

1997).



21

Caes com encefalomielite causada pelo virus da cinomose canina (VCC)
muitas vezes apresentam uma uveite anterior branda, podendo ser clinicamente
assintomatica. As mais Obvias lesdes oftalmicas na cinomose canina sao as
atribuidas aos efeitos do virus no nervo optico e na retina. A neurite optica pode ser
caracterizada por inicio repentino como a cegueira, com dilatacdo ndo responsiva
das pupilas. A coriorretinite, também possivelmente presente, pode produzir um
aspecto irregular de coloracdo cinza para o0 rosa na area tapetal e também na area
nao tapetal. Pode ainda ocorrer descolamento parcial ou completo da retina devido
ao exsudato da coriorretinite. As lesGes cronicas e incapacitantes do fundo do olho
sdo associadas com atrofia de retina secundaria a coriorretinite. As lesdes
circunscritas da retina, areas muito reflexivas sdo chamadas de “lesbes em
medalhdo de ouro” e sado consideradas caracteristicas que uma infeccdo da
cinomose canina pode ter ocorrido (Greene e Appel, 2006).

O estudo realizado por Brito et al (2007), evidencia significativas alteragdes
causadas pelo VCC em consequUéncia da ceratoconjuntivite seca. As alteragbes
observadas na glandula da terceira palpebra destes cées foram atrofia glandular,
obstrucédo e exsudacédo inflamatoria que € a principal causa de CCS secundaria a
cinomose. Um mecanismo autoimune esta envolvido na progressao da degeneracao
do tecido. O lume do ducto lacrimal e a membrana do epitélio acinar séo
considerados como locais de imunidade privilegiada, normalmente protegidos por
uma barreira entre o sangue e a lagrima. O virus da cinomose pode provocar
alteracbes na barreira entre sangue e lagrima induzindo uma injaria tecidual da

glandula e, conseqiientemente, causam uma resposta inflamatéria com perda de
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funcdo (Shabo et al, 1973). Este mecanismo pode estar envolvido na génese do
processo inflamatério do olho seco em cédes com cinomose.

Um aumento na fibrose do tecido interacinar e uma adenite crénica multifocal
caracterizada por atrofia acinar, séo alteragbes histopatolégicas comuns nas
glandulas lacrimais e na glandula da terceira palpebra em caes com olho seco (lzci et
al, 2002).

A inclusdo da analise histopatologica de fragmentos da bexiga no presente
experimento se baseia na ocorréncia extremamente comum de corpusculos de
inclusdo neste 6rgao (Appel, 1987).

A descricdo das alteracdes histopatoldgicas da bexiga, bulbo ocular e anexos,
com énfase dada ao achado de corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos e
intranucleares nas amostras, com respectiva documentacdo fotografica, para o

diagndstico post mortem da cinomose constituem o objetivo deste experimento.

3.3 Material e Métodos

3.3.1 Local
Os céaes utilizados neste experimento s&do provenientes da Sociedade

Protetora dos Animais de Curitiba (SPAC), localizada em Curitiba — PR, Brasil.

3.3.2 Animais
Caes suspeitos de infec¢do natural pelo virus da cinomose, com prognostico

reservado e com sinais clinicos multissistémicos e/ou sinais neuroldgicos sao
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eutanasiados no estabelecimento de origem. Para o experimento, foram
selecionados 31 cdes positivos ao kit comercial Anigen® Rapid CDV Ag Test
(imunoensaio cromatogréfico) testado no liquor. Todos os animais do grupo positivos
ao teste apresentavam secrecdo ocular. Outras alteracfes oculares ndo foram
investigadas. Para servirem de controle, foram selecionados quinze caes sem sinais
clinicos de cinomose e negativos ao Anigen® testado no liquor, com doencas
incompativeis a vida. Em ambos os grupos foram incluidos cdes com historico de
vacinacao desconhecido, machos e fémeas, entre dois meses e 10 anos, sendo a
maioria sem racga definida (SRD).

Os cées eutanasiados foram previamente submetidos a anestesia dissociativa
intravenosa (xilazina 0,1 — 0,8 mg/kg e cetamina 1 — 5 mg/kg). Apds o animal estar
anestesiado, recebeu uma injecao intravenosa de cloreto de potassio 19,1% na dose

de 70mg/kg.

3.3.3 Exames

3.3.3.1 Anigen® Rapid CDV Ag Test (imunoensaio cromatografico)

O kit comercial Anigen® Rapid CDV Ag Test (imunoensaio cromatogréfico) foi
utilizado para selecionar os pacientes. Para tanto, empregou-se liquor destes
pacientes. O kit comercial Anigen® €& um teste ELISA modificado, importado da
Coréia pela Bioeasy Diagnostica Ltda.

O liquor foi coletado na cisterna cerebelomedular por pun¢cdo com a agulha do
cateter 22G, que apdés ser introduzido penetrava a pele e atingia 0 espaco

subaracndideo na medula cervical do cdo. Quando a agulha atingia o liquor era
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permitido o gotejamento do mesmo em um tubo de ensaio. Foi coletado 2 mL de
liquor de cada cdo. O liquor foi coletado com o cdo anestesiado conforme

previamente descrito, antes de ser realizada a eutanasia.

3.3.3.2 Exame histopatologico

Foram coletados os bulbos oculares, as glandulas da terceira péalpebra e a
bexiga de 31 cées do grupo experimental e de 15 cées do grupo controle.

Os procedimentos ap0s a coleta dos bulbos oculares foram realizadas de
acordo com Montiani-Ferreira et al (2009). Logo ap0s a enucleacdo, foi injetado
cerca de 0,3 mL de fixador formol a 10% no corpo vitreo, por meio de uma agulha 23
G e seringa de insulina. A agulha foi inserida no aspecto temporal (lateral) do bulbo
do olho, atravessando a esclera, pois esta porcédo € removida nos proximos passos.
Com o auxilio de uma tesoura e de uma pinca dente-de-rato, foi feita a remocao dos
musculos extraoculares, da gordura retrobulbar e da glandula da terceira pélpebra.
Desta glandula também foram removidos os tecidos e a gordura que néo foram
utilizados. Em seguida, o bulbo e a glandula da terceira palpebra foram fixados por
inteiro no formol 10%. A quantidade de fixador em relacdo ao bulbo é de 20:1. O
tempo de fixacdo recomendado é de 48h a 4° C na geladeira.

Apés a fixagdo, o bulbo foi cortado ao meio com o auxilio de uma lamina de
barbear. O bulbo foi posicionado com a cérnea voltada para baixo, em cima de uma
lamina de isopor. A lamina foi colocada sob o nervo Optico em sentido perpendicular
aos dois vasos sanguineos, cursando de modo caudo-rostral na esclera e maneira
bilateral (artérias ciliares posteriores longas). A lamina foi pressionada em um soé

sentido, cortando-se a maior parte do bulbo. Ndo se pdde mover a lamina para frente
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e para tras nessa etapa. Pouco antes de chegar ao limbo, a lamina encontrou o
cristalino rigido pela fixacdo, ocorrendo resisténcia ao corte. Nessa ocasido, a lamina
foi segurada com as duas méos e foi pressionada com mais pressao de corta para
baixo. Apdés a passagem da lamina pelo cristalino, toda a camara anterior foi
automaticamente cortada, por oferecer menor resisténcia (Montiani-Ferreira et al
2009).

Com o bulbo cortado ao meio, foi necessario criar janelas laterais para a
passagem e a aderéncia da parafina, evitando a criacdo de sérios artefatos e o
desabamento ou colapso de toda a estrutura do bulbo na incluséo de parafina. Com
uma das metades voltadas para o isopor, foi utilizada uma lamina de barbear para
cortar exatamente a regido que corresponde ao poélo desta metade do bulbo. O bulbo
estava bem fixado e ligeiramente mais rigido que o normal. Restou apenas um tomo
da metade do bulbo cortado, contendo as tunicas e os tecidos intra-oculares. Em
seguida, o tomo ou fatia do bulbo foi colocado dentro de um cassete plastico e
identificado para seguir para o procedimento histopatolégico (Montiani-Ferreira et al
2009).

A glandula da terceira péalpebra, apos ser fixada por 48h, foi colocada em um
cassete plastico e identificada, para seguir junto com o bulbo para o processamento
histopatoldgico.

A bexiga foi coletada inteira e fixada em formol 10% durante 48h. Em seguida,
foi cortada na regido central, transversalmente em todo o seu diametro, em cortes da
largura do cassete plastico, com o auxilio de uma lamina de barbear ou de estilete,
sobre uma lamina de isopor. ApGs ser colocada no cassete e identificada, seguiu

para o procedimento de inclusdo em parafina.
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Apés o acondicionamento em cassetes plasticos, as pecas coletadas
seguiram para processamento histotécnico de rotina, incluidas em parafina e para a
montagem dos blocos. Os blocos foram cortados em fatias de 5 micrémetros. As
fatias foram montadas em uma lamina, seguiram para a coloracdo de hematoxilina e
eosina para, em seguida, serem cobertas por uma laminula. Apds a finalizagdo da
montagem das laminas, seguiu-se a anélise com o auxilio de microscopia Optica.

As laminas foram analisadas, anotando-se o0s possiveis achados
histopatoldgicos e, particularmente, quanto a presenca ou a auséncia de corpusculos
de inclusdo intracitoplasmaticos ou intranucleares do virus da cinomose. Os
corpusculos de inclusédo do virus da cinomose foram considerados como diagnéstico
positivo post mortem do exame histopatolégico. Foram feitos registros fotogréficos
dos corpusculos encontrados nas laminas do bulbo e conjuntiva bulbar, da glandula

da terceira palpebra e da bexiga.
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Figura 3.1 — Cassetes histol6gicos com as amostras para o exame histopatoldgico coletadas
de caes, selecionados pelo imunoensaio cromatografico para o experimento, ja fixadas em
formol 10% e cortadas em espessura apropriada para caber dentro dos cassetes. A-
Glandula da terceira palpebra; B- Bexiga; C-Bulbo ocular.

3.3.3.3 Andlise estatistica

Empregou-se o Teste Exato de Fisher para comparar se havia diferencas entre a
frequiéncia de localizacdo ocular de infiltrados inflamatérios e entre os locais onde
foram encontrados corpusculos de inclusdo. Apos a andlise, valores de P<0,05 foram

considerados significativos.
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3.4 Resultados

No exame histopatologico do bulbo ocular dos animais afetados foram
observadas varias alteracdes na bexiga, glandula da terceira pélpebra, conjuntiva,
cornea, Uvea e retina (ver Tabela 3.1).

Infiltrados de células inflamatorias (linfocitos e plasmécitos) foram observadas
com maior intensidade na cérnea, na conjuntiva bulbar e no corpo ciliar (ver Tabela
3.2). Nas amostras de glandula da terceira palpebra foram particularmente visualizados
muitos linfécitos e plasmacitos entre os acinos, indicando inflamacéo e diagnosticando
adenite linfoplasmocitaria, que variou de moderada a acentuada.

Foram visualizados inUmeros corpusculos de inclusdo do virus da cinomose em
amostras de bexiga, glandula de terceira pélpebra cornea, retina e conjuntiva bulbar
(ver Tabela 3.3).

Nas amostras de bexiga, foram visualizadas vacuolizagcdes do citoplasma
(degeneragcdo hidropica) com presenca de corpusculos intracitoplasmaticos e
intranucleares. Estas alteragbes com o citoplasma vacuolizado foram visualizadas
em cinco caes.

Os locais onde mais foram encontrados corpusculos de inclusdo nos animais
estudados foram bexiga e glandula da terceira palpebra (Tabela 3.3). Os corpusculos
sao achados de forma mais significativa nestes dois locais quando comparados a
todos os outros tecidos (P<0,05).

Nas amostras de cinco caes que haviam sido testados como negativos para o
VCC utilizando o imunoensaio cromatografico, foram achados corpusculos de

inclusdo no exame histopatoldgico.



29

Tabela 3.1 — AlteragBes encontradas no exame histopatolégico post mortem do bulbo

ocular e da conjuntiva bulbar de cdes com cinomose.

Local do achado
histopatologico no

Achado histopatoldgico

Total de caes afetados

bulbo ocular

Conjuntiva Hemorragia 01
Conjuntiva Metaplasia escamosa no

epitélio 01
Glandula da terceira
palpebra Adenite linfoplasmocitaria 26
Glandula da terceira
palpebra Atrofia acinar 26
Cérnea Neovascularizagao 01
Cornea Metaplasia escamosa 01
Cérnea Pigmentacéo 01
Cérnea Areas de afinamento

epitelial da cornea 02
Cornea Vacuolizacdo da camada

basal 02
Uvea Neovascularizacdo em

membrana fibrovascular

da iris 01
Retina Desorganizagao e perda

da arquitetura das

camadas da retina 02
Retina Diminuicdo da camada

nuclear interna 06
Retina Perda das células

ganglionares com

diminuicdo da espessura 01
Cordide Vasos dilatados 05
Limbo Vacuoliza¢do da camada

basal

01
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Tabela 3.2 — Presenca de células inflamatorias (infiltrado linfocitico) nas estruturas do
bulbo ocular e na conjuntiva bulbar visualizadas no exame histopatolégico post
mortem de caes com cinomose.

Sem

células Raras Leves Moderadas Severas Total
Cérnea/conjuntiva 11 9 9 1 1 31
iris 8 18 1 2 0 31
Corpo ciliar 7 11 12 1 1 31
Coréide 28 1 2 0 0 31
Retina 29 0 1 1 0 31
Nervo 6ptico 31 0 0 0 0 31

Tabela 3.3 — Presenca de corpusculos de inclusdo no exame histopatolégico post
mortem de cdes com cinomose, selecionados através do imunoensaio
cromatografico realizado no liquor.

Orgéo Bexiga Glandula da Cérnea Conjuntiva Retina
terceira Bulbar
palpebra

Presenca de 23 31 5 4 3

cospusculo de
inclusdo n em
cées do
experimento

Presenca de 3 4 2 1 0
cospusculo de

inclusdo n em

caes do

controle

Cées positivos 31 31 31 31 31
no liquor

Cées negativos 15 15 15 15 15
no liquor

Total de 46 46 46 46 46
amostras
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Figura 3.2 - Grupo controle de c@es sem corpusculos de inclusdo do virus da cinomose.
Fotomicrografias de laminas coradas com H&E, aumento de 400x, microscépio Otico —
pareadas com a Figura 3.3. A- bexiga; B- glandula da terceira palpebra; C- conjuntiva bulbar;
D- cérnea; E- retina.



32

Figura 3.3 — Grupo experimental de cdes com corpusculos de incluséo do virus da cinomose.
Fotomicrografias de laminas coradas com H&E, aumento de 400x, microscopio oOtico. A-
bexiga; B- glandula da terceira palpebra; C- conjuntiva bulbar; D- cérnea; E- retina.
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Figura 3.4 - Glandula da terceira palpebra de cdo com CCS induzida pela cinomose.

Note a presenca de adenite linfoplasmocitéria e atrofia acinar.
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3.5 Discussao

Os infiltrados linfociticos quando encontrados na glandula da terceira palpebra
sao achados oculares relacionados com caes diagnosticados com cetatoconjuntivite
seca induzida pela presenca do virus da cinomose. Os infiltrados linfociticos achados
no presente trabalho concentravam-se mais comumente nos anexos oculares ou
segmento anterior do bulbo ocular (cornea, iris e corpo ciliar), sendo raros na
coroide, retina e nervo Optico contrariando as informacdes de Greene e Appel (2006)
gue d& muito valor ao achado de coriorretinete e neurite Optica, mas corrobora as
citacfes de Brito et al (2007), Almeida et al (2009) e Appel (1987) que também cita a
presenca de infiltracdo de leucocitos no corpo ciliar no histopatolégico de cades com

cinomose.

Almeida et al (2009) encontrou 25% dos caes com corpusculos de inclusdo na
conjuntiva, cujas amostras foram obtidas por meio de biopsias. No presente estudo
11% (5/46) dos cdées tinham corpusculos na conjuntiva bulbar. A diferenca nos
achados pode ser explicada porque foram utilizadas apenas amostras da conjuntiva

bulbar, e Almeida et al (2009) ndo se ateve apenas a conjuntiva bulbar.

A adenite linfoplasmocitaria diagnosticada nos caes do experimento € citada
como uma causa primaria de olho seco em cées, segundo o trabalho de lzci et al

(2002).

Neste experimento, 76% (35/46) dos cédes tiveram corpusculos de inclusédo
detectados no exame histopatoldgico da glandula da terceira palpebra, fato explicado
pela origem dos caes, que eram animais abandonados em um abrigo. Ledbetter et al

(2009) em seu estudo, relata que caes de rua e ndo castrados se contaminam
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facilmente pelo contato com secre¢cfes de animais doentes. Os caes apresentaram
corpusculos na glandula da terceira palpebra, porque é o local onde virus se replica

na fase aguda da infec¢éo, revestida por conjuntiva.

Os achados de atrofia tubuloacinar bem como a presenca de infiltrado de
células monomorfonucleares, em 26 laminas de glandulas de terceira palpebra no
presente trabalho, corroboram os achados de Brito et al (2007) que acharam a
mesma alteracdo patoldgica na maioria dos cdes com cinomose examinados naquele

experimento.

A porcentagem de 57% (26/46) de corpusculos de inclusdo na bexiga é
considerada alta se for comparada com outros estudos, sendo superada somente
pelo estudo de Kubo et al (2007), que encontrou 73%. Sonne et al (2009), em seu
estudo teve 27,8% dos caes examinados com corpusculos de inclusdo no eptélio da
bexiga, compara com Kubo et al (2007). A diferenca € atribuida & descamacéo
observada no epitélio da bexiga, impossibilitando a visualiza¢cdo dos corpusculos de
inclusdo no trabalho de Sonne et al (2009). Ja Gebara et al (2004) encontraram
apenas 15% de corpusculos de inclusdo na bexiga, alegando que a baixa
porcentagem pode ter sido influenciada pelo numero e pelo local dos cortes
histolégicos, bem como pela falta de tempo habil para o desenvolvimento das lesdes

no eptélio da bexiga. Esta mesma porcentagem (15%) foi encontrada por Headley e

Graca (2000) em seu experimento.

Os achados de corpusculos na cornea foram de 15% (7/46) e na retina de 7%

(3/46). Estes achados instigam a realizacdo de um novo experimento, ampliando o
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namero do grupo experimental de cdes com cinomose, pois constituem novos

achados.

Os dois locais mais comuns de se encontrar células inflamatérias ou raras ou
leves foram: cérnea e conjuntiva, iris e corpo ciliar. Cordide, retina e nervo oOptico
foram significativamente menos comuns de se encontrar células inflamatorias.

A presenca do virus da cinomose pode ser detectada pela técnica RT-PCR
(reverse transcription — polymerase chain reaction), considerada um método
especifico de diagndstico (Amude et al, 2006). Segundo Scarpelli (2008), RT-PCR
pode ter interferéncias e limitagbes. A técnica foi negativa em 34% dos animais
doentes, porque 88% destes encontravam-se na fase cronica, onde o virus esta
praticamente ausente. Em todos os cédes sadios, a RT-PCR resultou positiva,
provavelmente por vacinacdo ou doenca prévia. Neste mesmo estudo, Scarpelli
(2008) associou a RT-PCR com o exame histopatolégico em amostras do sistema
nervoso central, obtendo resultados diagndsticos satisfatorios com esta técnica. Este
dado corrobora com os achados do presente experimento, onde 0 exame
histopatoldgico se mostrou uma técnica sensivel detectando corplsculos em 5 caes
gue haviam sido testados como negativos para o VCC utilizando o imunoensaio

cromatogréfico

Kubo et al (2007) afirma que os exames post mortem para o VCC € um dos
mais sensiveis métodos para confirmar infeccdo. A presenca de corpusculos de
inclusdo intranucleares e intracitoplasmaticos verificados nas amostras do presente
estudo, como diagnéstico definitivo de cinomose canina, foi contestado no livro de

Mayr et al (1988). O livro referencia as observacdes de Donovan, que evidenciou a
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presenca dessas inclusbes em cédes normais, negando, portanto, valor diagnéstico
(Mayr et al, 1988). Esta contestacdo ndo é aceita pela maioria dos patologistas
veterinarios, que utilizam a presenca de corpusculos como “padrdo ouro” para
diagnosticar a cinomose em cées. Portanto, experimentos com cdes sadios devem
ser realizados para pesquisar corpusculos de incluséo, inclusive em grupos de cées
sadios vacinados e nado vacinados, para determinar se estes corpusculos

encontrados por Donovan podem ter relacdo com a aplicacdo da vacina.

3.6 Concluséo

Concluiu-se que a avaliacdo pelo método imunocromatografico deve ser
guando possivel associada aos achados anatomopatolégicos, particularmente a
presenca de corpusculos de inclusdo, uma vez que os mesmos foram encontrados
em cédes negativos para o teste imunocromatografico. Este achado corrobora com a
citacdo de Kubo et al (2007), que afirma que o exame histopatoldgico € um dos
exames mais sensiveis para o diagnostico do VCC post mortem.

De acordo com o resultados obtidos no presente estudo, a glandula da terceira
palpebra tem maior valor diagndstico para o VCC que a bexiga, considerando os
achados de corpusculos de inclusdo nos exames histopatolégicos post mortem da

glandula da terceira palpebra terem sido superiores aos achados na bexiga.
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4. COMPARACAO ENTRE TESTES AUXILIARES DE DIAGNOSTIC O DA
CINOMOSE CANINA: IMUNOENSAIO CROMATOGRAFICO, TESTE LACRIMAL

DE SCHIRMER, SORONEUTRALIZA(;AO E HEMOGRAMA
Resumo

Para que o médico veterinario ndo se atenha ao diagnéstico presuntivo,
baseado nos sinais clinicos da cinomose canina, estudos para aperfeicoar as formas
de diagnostico séo realizados. Este experimento comparou técnicas simples
realizadas no consultorio com técnicas elaboradas realizadas em laboratério. Auxiliar
o médico veterinario no diagnéstico ante mortem da cinomose canina, com a
comparacao entre alguns testes disponiveis aos médicos veterinarios foi o objetivo
deste experimento. Os cédes foram selecionados pela realizacdo do imunoensaio
cromatogréafico no liquor, pois € recomendado pelo fabricante que este material seja
utilizado quando o céo esta na fase crénica da doenca. Em seguida, foi realizado o
teste lacrimal de Schirmer e a coleta do sangue para o hemograma, para o
imunoensaio cromatografico no soro e para a soroneutralizagcdo. O grupo
experimental foi constituido por 31 cdes e o grupo controle por 15 cées negativos ao
imunoensaio cromatografico no liquor. Os resultados do teste lacrimal de Schirmer
nao foram significativos, pois 0os animais se encontravam desidratados, fato que
influencia neste teste. Os achados dos hemogramas ndo foram diferentes dos
encontrados na literatura, constituindo alteracdes leucocitérias. Os indices mais altos
de especificidade e de sensibilidade foram obtidos pelo teste de imunoensaio

cromatogréafico no liqguor, em compara¢cdo com o imunoensaio cromatografico no soro
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e com a soroneutralizacdo, tendo como “padrdo ouro” o exame histopatologico

positivo para a presenca de corpusculos de inclusédo do VCC.

Palavras-chave: cinomose, hemograma, teste lacrimal de Schirmer, imunoensaio

cromatogréfico, soroneutralizacao.

41 A comparison of anciliary diagnostic tests for canine distemper:
immunochromatographic method, Schirmer's Test, seru m neutralization and

complete blood count
Abstract

Diagnostic tests are in constant need for improvement and validation so that
veterinary doctors do not rely solely on presumptive diagnosis usually based on
clinical signs of canine distemper. This investigation compared simple techniques
routinely performed in the clinical office and compare to techniques performed in the
laboratory. The goal of this experiment was to assist veterinary doctors on the clinical
diagnosis of canine distemper with the comparison among some available tests. Dogs
were selected to enter the study based on results of an immunochromatographic test
using liquor of each animal. Afterwards, the Schirmer’s Tear Test and blood collection
for complete blood count (CBC), immunochromatographic method using serum and
serum neutralization were performed. The experimental group was composed of 31
dogs and the control group of 15 dogs, positive and negative to the
immunochromatographic method, respectively. The results of the Shirmer’s Tear Test

were not significant since the animals were severely dehydrated, which affects this



test’s result. CBC findings were not different from the ones usually found in literature,
such as abnormal leucocyte counts. Considering the presence of inclusion bodies
from CDV as “gold standard” the highest rates of sensitivity and specificity were
obtained with the immunochromatographic test using liquor, compared to the

immunochromatographic method using serum and with serum neutralization.

Keywords: canine distemper, complete blood count, Schirmer's Tear Test,

immunochromatographic method, serum neutralization.

4.2 Introducéo

A cinomose é uma doenca viral multissistémica, altamente contagiosa e grave
gue acomete cdes e outros carnivoros, sendo encontrada mundialmente. O virus da
cinomose € um morbilivirus da familia Paramyxoviridae. A doenca afeta todas as
idades, mas a incidéncia € mais alta em filhotes entre dois a seis meses, expostos
apos a perda da imunidade materna. O virus € eliminado em todas as secrec¢des e
excrecdes corporais. (Sherding, 2003). O periodo de incubacdo varia entre uma a
guatro semanas (Scherding, 2003; Genelhu, 2006; Greene, 2006; Martella et al,
2008). A taxa de morbidade varia entre 25 a 75% (Genelhu, 2006). J4 a taxa de
mortalidade pode variar de zero a 100% (Scherding, 2003).

Os sinais clinicos sdo: anorexia, depressao, desidratacdo, rinite, pneumonia,
tosse, dispnéia, estertores, vOmito, diarréia, hipoplasia do esmalte dentario,
hiperqueratose dos coxins e do nariz, dermatite pustular abdominal, osteoclerose
metafisaria dos ossos longos, artrite reumatoide, miocardiopatia viral, dilatacdo

cardiaca, convulsbes, marcha em circulos, alteragcbes comportamentais, ataxia,
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paresia, neuropatias periféricas e craniais, mioclonias, uveite, neurite Optica,
coriorretinite, ceratoconjuntivite seca (CCS) e Ulcera de coérnea (Sherding, 2003;
Mendoncga, 2004; Greene e Appel, 2006). Cédes com lesBes pustulares na pele
possuem menor probalidade de desenvolver doenca neurologica, ao contrario dos
cades com hiperqueratose nos coxins e no nariz. (Sellon, 2005). O tratamento deve
ser de suporte e sintomatico, uma vez que ndo existe nenhum tratamento antiviral
efetivo contra o VCC (Scherding, 2003; Genelhu, 2006). O progndstico € reservado,
devido a alta mortalidade, justificando-se a eutanasia no caso de cdes com sinais
neurologicos progressivos severos e incapacitantes (Scherding, 2003).

O diagnostico da cinomose €, na maioria das vezes, presuntivo e baseado na
histéria e nos sinais clinicos do céo.

O virus pode ser detectado em secrec¢Oes, excrecdes e swab de conjuntiva
(Genelhu, 2006; Martella et al, 2008). No presente experimento foram utilizados o
liquor e o soro para realizar o imunoensaio cromatografico (Anigen® Rapid CDV Ag
Test Kit, Animal Genetics, Korea), pois 0s cdes ndo possuiam historico clinico por
serem animais de abrigo que poderiam estar na fase aguda eu na fase cronica da
doenca. As recomendacdes do kit comercial sdo para utilizar o liquor na presenca de
sinais neurologicos. O kit comercial Anigen® é um método ELISA modificado
importado pela Bioeasy Diagnéstica Ltda. Este kit comercial foi licenciado pelo
Ministério da Agricultura em 28 de dezembro de 2006. Desde entdo tem sido
utilizado nas clinicas e consultérios veterinarios como apoio laboratorial no
diagndstico ante mortem do VCC.

O uso do Teste Lacrimal de Schirmer justifica-se como um instrumento auxiliar

indireto para o diagndstico ante mortem de cdes com VCC, uma vez que se avaliara
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a ocorréncia de alteracdes na producdo aquosa da lagrima nos caes positivos e
negativos para o VCC.

Caes com cinomose podem apresentar alteragbes tipicas ao hemograma.
Este exame foi realizado nos cédes do experimento e do controle para que as
possiveis alteracdes fossem comparadas com as alteragfes classicas citadas na
literatura.

Outro método passivel de ser realizado € a pesquisa de corpusculos de
inclusdo, presentes em células como hemacias e leucécitos, observadas no
esfregaco sanguineo durante a realizacdo do hemograma. Por ser encontrada na
fase de viremia da cinomose, apesar da baixa freqléncia, esta inclusdo é
considerada uma ferramenta de diagndstico precoce (Martins et al, 2009; Silva et al,
2005; Feldman et al, 2000).

As inclusdes estao geralmente presentes por somente dois a nove dias apos a
infeccdo, de modo que com freqiéncia elas ndo sdo encontradas nos esfregacos
sanguineos quando os sinais clinicos ocorrem (Lopes-Junior, 2006; Nelson e Couto,
2001; Sellon, 2005). Em funcéo deste fato, no presente experimento, pela falta de
histérico clinico e pelos sinais apresentados pelos cdes quando chegaram ao abrigo,
a pesquisa de corpusculos se tornou inviavel.

Titulos de anticorpos contra VCC podem ser detectados por varios meses
depois da vacinacdo ou depois de infeccbes subclinicas e clinicas por
soroneutralizacdo ou imunofluorescéncia indireta. As imunoglobulinas M especificas
ao virus (IgM) persistem por até 3 meses depois da infeccdo e podem ser testadas
por ELISA e usadas como referéncia de infeccdo recente por VCC (Blixenkrone-

Mgller et al, 1991; Von Messling et al, 1999; Martella et al, 2008). O isolamento viral
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também pode ser utilizado a partir de cultura celular (Martins et al, 2009; Amude et
al, 2007; Appel et al, 1992).

A presenca do virus da cinomose pode ser detectada pela técnica RT-PCR
(reverse transcription — polymerase chain reaction), considerada um método
especifico de diagnostico (Amude et al, 2006). Segundo Sellon (2005), amostras de
sangue total, soro e liquor podem ser mais sensiveis para a detec¢do de VCC por
RT-PCR do que técnicas que demonstram antigenos e anticorpos. Mas ainda € uma
técnica cara para ser utilizada rotineiramente.

Devido a falta de imunocompeténcia, alguns cdes com a forma neuroldgica da
cinomose ndo desenvolvem titulos positivos no liquor (Hoskins, 1997). Cées
recuperados e vacinados possuem liquor livre de anticorpos, mas cées que
morreram ou que tiveram infeccdo persistente, com poucas excec¢odes, apresentam
anticorpos neutralizantes do VCC (Appel, 1987).

Cades que entram em contato com o virus da cinomose desenvolvem
anticorpos presentes no soro, que podem ser detectados pela técnica de
soroneutralizagdo. Esta técnica é difundida para o controle do titulo de anticorpos
apos a vacinacao. A utilizacdo desta técnica como diagnéstico de caes doentes é
pouco utilizada, mas é citada no Manual Técnico de Diagnostico Virolégico (1983).
Portanto, a utilizacdo da soroneutralizacdo como diagnéstico de cdes com cinomose
foi incluida no presente experimento.

Segundo Appel (1987), anticorpos neutralizantes aparecem entre 10 a 20 dias
apos a infeccdo. Cées recuperados que sobreviveram a uma infec¢do virulenta por
VCC, sado provavelmente imunes por toda a vida. Estes caes imunes podem resistir a

uma exposi¢cdo ao VCC depois de sete anos de isolamento.
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A comparacdo de técnicas laboratoriais para evidenciar a verdadeira
colaboracdo de cada uma e as possiveis associacdes de técnicas no auxilio

diagndstico da cinomose canina, sdo os objetivos deste experimento.

4.3 Material e Métodos

4.3.1 Local
Os caes utilizados neste experimento foram provenientes da Sociedade

Protetora dos Animais de Curitiba (SPAC), localizada em Curitiba — PR, Brasil.

4.3.2 Animais

Foram incluidos no grupo experimental trinta e um caes suspeitos de infec¢ao
natural pelo virus da cinomose, com sinais clinicos e/ou neuroldgicos, positivos ao kit
comercial Anigen® testados no liquor. Os cdes estavam destinados a eutanasia e
foram selecionados para o experimento.

O grupo controle foi constituido de quinze caes negativos ao kit comercial
Anigen® testado no liquor, cuja eutanasia foi realizada por outras doencas
incompativeis a vida que ndo a cinomose.

Os caes dos dois grupos eram machos e fémeas, com idades entre 2 meses e
10 anos, sendo a maioria SRD (sem raga definida), com histérico de vacinagéo
desconhecido.

Os céaes eutanasiados foram previamente submetidos a anestesia dissociativa

intravenosa (xilazina 0,1 — 0,8 mg/kg e cetamina 1 — 5 mg/kg). Apés o animal estar
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anestesiado, recebeu uma injecéo intravenosa de cloreto de potassio 19,1% na dose

de 70 mg/kg.

4.3.3 Exames

4.3.3.1 Teste Lacrimal de Schirmer

O Teste Lacrimal de Schirmer foi realizado em 26 caes do grupo experimental
e em 14 cées do grupo controle.

O Teste Lacrimal de Schirmer mediu a fase aquosa da lagrima. Foi inserida
uma tira de papel filtro padrdo milimetrado no férnice conjuntival ventro-lateral e
aguardado o tempo de um minuto. O resultado foi expresso na unidade mm/min. O
valor normal foi considerado entre 15 e 25 mm/min. Resultados abaixo desses
valores foram considerados como compativeis com ceratoconjuntivite seca (ver

Figura 4.1) ou desidratacado grave.



50

Figura 4.1 — Realizacdo do Teste Lacrimal de Schirmer. Note o papel milimetrado colocado
no fornice conjuntival ventro-lateral do céo.
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Figura 4.2 — Embalagem individual comercializada com duas tiras de papel filtro milimetrado
do Teste Lacrimal de Schirmer, utilizado para diagnosticar a ceratoconjuntivite seca. Fonte:
http://www.intervetusa.com/130_163387/poductdetails 130 163811.aspx.
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4.3.3.2 Anigen® Rapid CDV Ag Test

O imunoensaio cromatrografico (Anigen® Rapid CDV Ag Test) foi testado no
liquor como fator de inclusdo dos trinta e um cdes no grupo experimental e dos
guinze cées no grupo controle.

Para a realizacdo do teste foi feita a coleta de 2 mL do liquor (fluido cérebro
espinhal) na cisterna cerebelomedular. A puncdo para a coleta foi feita com a agulha
de um cateter 22G, que foi introduzida na pele até atingir o espaco subaracnéideo na
espinha cervical. Assim que a agulha atingia o liquor, este gotejava em um tudo de
ensaio. A coleta do liquor foi relizada com os caes anestesiados, antes da realizacao
da eutanasia. A anestesia utilizada foi previamente descrita.

A embalagem do teste recomenda a utilizacdo do liquor quando o céao
apresenta sinais neuroldgicos caracteristicos da cinomose, portanto a utilizacdo do
liquor foi padronizada para a triagem dos cédes para o experimento. Resultados
falsos-negativos podem ocorrer se 0 animal estiver na fase cronica da doenca e
outras amostras forem utlizadas, pois o virus pode ndo estar sendo eliminado nesta
fase. Muitos cdes chegam na Sociedade Protetora dos Animais sem historico clinico,
pois sdo abandonados. Assim, na auséncia de sinais neurologicos aparentes de
cinomose ou sem relatos de convulsdes, mas com outros sinais sugestivos, o liquor
foi utilizado para o primeiro teste de triagem.

O Anigen® também foi realizado no soro coletado de 21 cédes do grupo
experimental e 10 cdes do grupo controle. Foram coletados 2 mL de sangue da veia
jugular dos cées e acondicionados em tubos de ensaio sem aditivos, para posterior

separacdo do soro.
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O procedimento para a realizagcdo do teste Anigen® com o liquor e com 0 soro
€ 0 mesmo. Para o procedimento do teste foi utilizada a pipeta do kit para adicionar 3
gotas do liquor no tubo da amostra. O dispositivo de teste foi removido da
embalagem de aluminio e colocado em uma superficie plana, seca e limpa. Com a
pipeta, a solucdo do tubo de amostra foi instilada quatro gotas, vagarosamente, no
orificio do cassete.

A partir deste ponto o teste entdo comecava a reagir. Era possivel entdo
observar uma solucéo de cor rosa movendo-se por acao de capilaridade no papel
filtro no interior do dispositivo plastico e através de uma pequena janela era possivel
de se avaliar o resultado do teste. Se ndo fosse visualizado o resultado ap6és um
minuto, instilava-se mais uma gota. Interpretava-se apdés 10 minutos de espera o
resultado do teste. Apds 20 minutos ndo era mais possivel realizar a interpretacédo do
teste.

Interpretacdo do teste: se uma linha colorida aparecia na parte esquerda da
janela (C) de resultado era indicativo de que o teste estava funcionando
devidamente, sendo esta considerada linha de controle. A parte direita da janela de
resultado indicava o resultado do teste (T). Se esta linha colorida aparecesse, era
indicativo de um resultado positivo. A presenca de somente uma linha na janela C
indicava resultado negativo. Entdo, a presenca de duas linhas coloridas (C e T),
indicava um resultado positivo. A intensidade a cor das linhas poderia ser levemente
diferente e isso n&o alterava o resultado, que ainda era considerado positivo.

Resultado invalido do teste: era considerado invalido se nenhuma linha

aparecesse colorida ou se somente a linha T aparecesse colorida.
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O kit comercial Anigen® detectou a proteina F do virus da cinomose canina,

constituinte comum a todas as cepas existentes.

Figura 4.3 — Esquematizacdo da estrutura do virus da cinomose, com énfase nas proteinas
gue constituem o virus. Note a proteina F que é detectada pelo imunoensaio cromatografico.
Fonte: Greene e Appel, 2006.
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Figura 4.4 — Instru¢cBes de uso do kit comercial Anigen® utilizando a coleta de raspado de
células conjuntivais. O swab deve ser umedecido com solu¢éo salina, entdo é passado na
conjuntiva com movimentos circulares. Em seguida, o swab é colocado na solu¢éo tampéo
que acompanha o kit e agitado para que as células do swab sejam transferidas para a
solucdo. Com a pipeta que acompanha o kit, a solucdo obtida é pingada vagarosamente no
orificio do cassete. Quatro gotas sédo suficientes para realizar o imunoensaio cromatografico.

Fonte: http://www.bioeasy.com.br/site/produto.php?n=118.
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Figura 4.5 — Interpretacéo positiva do kit comercial Anigen®. Note a presenca de 2 bandas
(ou faixas) rosas, uma referente ao controle (C) e a outra referente ao testes (T) positivos.
Note também a diferenca de intensidade das cores das faixas (T). No kit localizado mais
acima a intensidade é mais forte que no kit localizado mais abaixo, mas ambos sao
considerados positivos. Fonte: http://www.bioeasy.com.br/site/produto.php?n=118.
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Figura 4.6 — Interpretacdo negativa do kit comercial Anigen®. A linha C referente ao controle
tem que se colorir de rosa para que o teste seja considerado valido. Note a auséncia de
coloragdo no espaco abaixo da linha T, referente ao teste. Quando a linha T ndo se colore e
a linha C fica corada de rosa, o0 teste é considerado negativo para o CDV. Fonte:
http://www.bioeasy.com.br/site/produto.php?n=118.
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Figura 4.7 — Interpretacdo invalida do kit comercial Anigen®. Note que em nenhuma das
duas ilustracfes a linha C (controle) esta corada. Independentemente da linha T (teste) se
corar ou ndo, se a linha C ndo se corar, o teste é considerado invalido para detectar o CDV.
Fonte: http://www.bioeasy.com.br/site/produto.php?n=118.
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4.3.3.3 Hemograma

Foram realizados hemogramas de vinte e um cées do grupo experimental e de
cinco caes do grupo controle. As amostras de 2 mL de sangue foram coletadas da
veia jugular dos caes e acondicionadas em frascos contendo o anticoagulante EDTA.
Os hemogramas foram realizados no Laboratério de Analises Clinicas Veterinarias
Preventiva, utilizando o método automatizado através do aparelho Abacus (Diatron,
Viena, Austria) Foram confeccionados esfregacos para a revisdo microscopica das
laminas com a contagem manual das células sanguineas. As laminas dos esfregacos

foram coradas com a coloragdo May Grinwald-Giemsa.

4.3.3.4 Soroneutralizagao

O teste de soroneutralizacdo foi realizado no soro de 21 cédes do grupo
experimental e de 10 cdes do grupo controle. Este teste foi realizado no
departamento de Controle de Qualidade do Laboratério Bio-Vet S.A (Vargem Grande
Paulista-SP, Brasil).

A soroneutralizacdo é a perda da capacidade infectante do virus, pela reacéo
do mesmo com um anticorpo especifico. Os anticorpos neutralizantes sao
responsaveis pelo efeito protetor do soro imune e estédo dirigidos contra os antigenos
especificos do virus. Os resultados se expressam como indice soroneutralizante e
representam a diferenca entre o titulo do virus em presenca do soro controle
negativo e o titulo do virus em presenca do soro problema (soro da amostra testada

para cinomose) (Manual de técnicas de diagndstico virologico, 1983).
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A concentracdo de virus utilizada foi de 100 TCID50 (dose infectante em
cultura de tecido). Esta concentracdo empregada é rotineiramente utilizada para
analise de efeito citopatico, utilizando o método de Reed e Muench (Freitas, 2006;
Manual de técnicas de diagndstico virolégico, 1983).

As amostras de soro foram inicialmente inativadas por trinta minutos a 56° C
em um termociclador. Apés a inativacdo, 50 microlitros de soro de cada uma das
amostras foram distribuidas nos primeiros pocinhos de cinco placas estéreis de 96
cavidades (pocinhos), com fundo chato. Foi utilizada uma placa somente para o0s
soros de referéncia ou de controle da técnica.

Em seguida, os soros foram diluidos em meio de cultura (formulado no
Laboratério Bio-Vet) contendo 1 mL de gentamicina. Com uma pipeta de oito
ponteiras contendo 50 microlitros da solucdo de meio de cultura e gentamicina,
iniciou-se a diluicdo no primeiro pocinho contendo o soro, seguindo a diluicdo de
pocinho em pocinho, resultando em 12 diluicbes que iniciou-se em 1:2, 1:4, 1:8, etc.
Apos as diluicbes, aguardou-se tinta minutos para a gentamicina agir nas diluicoes.

Foram colocados 50 microlitros de suspenséo viral contendo a concentracao
de virus de 100 TCID50 em todos os pocinhos das placas, que foram incubadas por
uma hora em estufa com 3% de CO2 a 37° C.

As placas foram retiradas cuidadosamente da estufa. O Udltimo passo da
técnica foi adicionar 100 microlitros em cada pocinho da solucdo de concentrado de
fibroblastos de embrides de galinha com oito dias, previamente preparada. As placas
foram novamente incubadas na estufa com 3% de CO2 a 37° C. A leitura dos
resultados foi realizada cinco dias apés a incubacéo, observando os pocinhos no

microscopio optico. Foi observado o efeito citopatico nos fibroblastos e determinada
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a diluicho maxima em que este efeito ocorreu. A técnica foi considerada valida
porque 0s soros controles ndo apresentaram problemas.
O padrdo do Laboratorio Bio-Vet para a deteccdo de anticorpos contra

cinomose é realizado a partir da diluicho de 1:16. Portanto, diluicbes de 1:16 e

valores acima foram considerados positivos para cinomose no presente trabalho.

4.3.4 Andlise epidemioldgica e estatistica dos resultados

As propriedades dos testes diagndsticos foram testadas utilizando os céalculos
para obter a sensibilidade e a especificidade, que sédo caracteristicas fixas destes
testes. Sensibilidade é a capacidade de um teste diagndstico dar positivo entre os
portadores da doenca. A especificidade é a capacidade de um teste diagndstico dar

negativo quando as pessoas néo tém a doenca (ver Tabela 4.1).

Foram calculados também os valores preditivos positivos (vpp) e negativos

(vpn) dos testes diagnasticos.

O valor preditivo positivo responde a seguinte questdo: dado que o exame

resulta positivo, qual a probabilidade do animal realmente ter a doenca?

O valor preditivo negativo responde a seguinte questdo: dado que o exame

resulta negativo, qual a probabilidade do animal n&o ter a doenca?
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Tabela 4.1 — SituagcBes encontradas quando se pesquisa um teste diagnostico para
uma doencga. Os animais podem ou nado estar doentes e o resultado do teste
diagndstico pode ser positivo ou negativo. A partir destas quatro possibilidades
(duas corretas e duas erradas), é possivel calcular a sensibilidade, a
especificidade, os valores preditivos positivo e negativo dos testes

diagndsticos.

Doente Séo Total
Exame + Verdadeiro positivo Falso positivo Total de exames positivos
A b a+b
Exame - Falso negativo Verdadeiro negativo Total de exames negativos
C d c+d
Total Total de doentes Total de sdos Total de exames
a+c b+d a+b+c+d

Para calcular a sensibilidade, se aplica o teste em um grupo de doentes e se
compara os resultados com aqueles de um teste padrao denominado “padrao ouro”.
Sensibilidade = a

a+c
Para calcular a especificidade, se aplica o teste em um grupo de animais saos

(com o “padréo ouro” negativo) e se calcula a porcentagem de resultados negativos.

Especificidade = d
b+d
Calculo do valor preditivo positivo:

Vpp = verdadeiros positivos__a

Total de exames positivos a+ b
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Calculo do valor preditivo negativo:

Vpn = __verdadeiros negativos d

Total de exames negativos ¢ + d

A anédlise estatistica dos resultados do teste lacrimal de Schirmer foi realizada
pelo teste de Fisher, considerando valores de P<0,05 como significativos, utilizando o
software Statview (SAS Institute Inc. Copyright® 1992-1998). A andlise estatistica
dos resultados dos hemogramas foi realizada pelo teste T ndo pareado, utilizando o

mesmo software (P<0,05).

4 .4 Resultados

N&o foram observados resultados significativos para os valores obtidos com o

Teste Lacrimal de Schirmer (ver Tabela 4.2).

Tabela 4.2 — Valores obtidos com o Teste Lacrimal de Schirmer realizado em caes,
positivos e negativos para cinomose, testados com o0 imunoensaio

cromatogréfico.
Cées Média Desvio padréo
Negativos 4,46 6,18
Positivos 2,86 3,82
Valor de P 0,157*

* valores significativos P<0,05.
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Os resultados dos hemogramas apresentaram significancia ao teste T néo
pareado apenas para os valores dos leucdcitos (P<0,0001), neutréfilos segmentados
(P<0,0001), neutrdfilos bastonetes (P<0,0001) e mondcitos (P=0,0032) (ver Tabela

4.3).

Tabela 4.3 — Valores do hemograma de cdes dos grupos positivos e negativos ao
imunoensaio cromatografico para o CDV, analisados estatisticamente pelo
teste T ndo pareado.

Grupos Média Desvio padréao Valor de P*

eritrécitos negativo 4,42 1,07 0,9083
positivo 4,50 1,30

hematdcrito negativo 28,20 8,34 0,7655
positivo 29,38 7,76

hemoglobina negativo 9,60 2,93 0.846
positivo 9,32 2,8

VCM negativo 63,04 4,08 0,3439
positivo 66,06 6,64

HCM negativo 21,42 1,51 0,591
positivo 20,71 2,76

CHCM negativo 33,96 0,61 0,0405
positivo 31,36 2,62

leucdcitos negativo 40400,00 20391,79 <0,0001
positivo 13436,67 4957,92

Neutrofilos negativo 7632,00 5279,08 <0,0001

bastonetes
positivo 790,69 679,58

Neutrofilos negativo 28984,40 17762,41 <0,0001

segmentados
positivo 9648,40 3808,89

linfécitos negativo 2738,60 1819,42 0.657
positivo 2401,73 1434,30

mondcitos negativo 542,20 273,56 0,0032
positivo 234,85 166,48

*P<0,05 considerado estatisticamente significativo.



63

As porcentagens obtidas de cades positivos e negativos aos trés testes

realizados encontram-se na Tabela 4.4.

Tabela 4.4 — Resultados dos testes de auxilio diagnéstico para a cinomose,
realizados em cédes de um abrigo de Curitiba — PR.

Resultado Imunoensaio Imunoensaio Soroneutralizacao
cromatograficono  cromatografico no
liquor S0r0o
Positivo (%) 31(67) 16 (52) 14 (45)
Negativo n (%) 15 (33) 15 (48) 17 (55)
Total de exames 46 31 31

Os testes de sensibilidade e especificidade foram calculados considerando a
presenca de corpusculos de inclusdo no exame histopatologico como “padréo ouro”.
A partir destes resultados, foram calculados os valores preditivos positivos e

negativos. Os valores calculados encontram-se na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5 — Comparacgéo dos valores obtidos nos testes de auxilio diagndstico para
a cinomose comparados ao exame histopatoldgico positivo para a presenca
de corpusculos de inclusédo (“padrao ouro”), realizados em cées de um abrigo
de Curitiba — PR.

Padréo ouro x Sensibilidade Especificidade Vpp (%) Vpn (%)
Teste (%) (%)

Histopatoldgico x
Imunoensaio 86 100 100 67
cromatograflco no
liquor

Histopatoldgico x
imunoensaio 64
cromatografico no
soro

Histopatoldgico x 56 100 100 35
soroneutralizacéo

100 100 40

Vpp - valor preditivo positivo; Vpn — valor preditivo negativo.

O efeito citopatico exercido pelo virus da cinomose nos fibroblastos de
embrido de galinha utilizados na soroneutralizacdo € o achado que torna o teste
positivo. Deve-se observar que este efeito citopatico € quantificado até a ultima
diluicdo em que é encontrado na leitura. Assim, é obtido o valor da diluicdo em que o
virus é capaz de realizar este efeito citopatico. Como ja citado, neste trabalho foi

considerada positiva para cinomose a titulacdo maior ou igual a 1:16.
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Figura 4.8 - Efeito citopético do virus da cinomose em fibroblastos de embrides de galinha,
apoés cinco dias de incubacao, na técnica de soroneutralizacdo. Note a vacuolizacdo no
citoplasma das células infectadas. Fonte: Laboratério Biovet.
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Figura 4.9 — Soroneutralizacdo negativa para o virus da cinomose, sem efeito citopatico,
apos cinco dias de incubacéo. Fonte: Laborat6rio Biovet.

4.5 Discussao

Os valores do Teste Lacrimal de Schirmer ndo foram significativos para auxilio
diagndstico da cinomose porque 0s cdes encontravam-se desidratados e a
desidratacdo influencia o resultado deste teste. Segundo DiBartola (2007) a
diminuicdo do volume no compartimento intersticial ocasiona menor umidade nas

membranas mucosas, incluindo a conjuntiva, ocasionando 0 ressecamento. Este
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ressecamento pode ser observado em cdes com indices de desidratacdo entre 6 e
8%, mas sempre ocorre em indices entre 10 e 12% de desidratagao.

O teste de imunoensaio cromatografico apresenta, segundo Genelhu (2006),
sensibilidade de 98,9% e especificidade de 97,7%. Solozobal et al (2004) testou o kit
Anigen® para cinomose em sete cdes suspeitos, coletando sangue e células
epiteliais da conjuntiva de todos; se obtiveram seis testes positivos no sangue e na
conjuntiva e um teste negativo em ambos os materiais biolégicos. Outro experimento
com o kit Anigen foi realizado no Instituto Hermes Pardini, por Foscolo (2004), onde
foram testados cinco cdes com sintomatologia para o VCC e cinco cédes do grupo
controle. Coletou-se raspado de células epiteliais e conjuntivais, 0os cinco céaes
suspeitos foram positivos e os cinco caes do grupo controle foram negativos.

Os valores encontrados no presente experimento corroboram com a indicagéo
do fabricante do imunoensaio cromatografico ser realizado no liquor, pois resultados
préoximos de sensibilidade (86%) e de especificidade (100%) do teste realizado no
liquor foram obtidos em comparacdao com os apresentados na bula do kit comercial
(sensibilidade 98,9% e especificidade 97,7%).

Os valores do hemograma analisados demonstraram diferenca significativa
apenas nas alteracdes encontradas nos leucocitos, especificamente nos neutréfilos
segmentados, neutréfilos bastonetes e mondcitos. Estes achados podem variar de
leucopenia na fase aguda para leucocitose na fase crénica, ja influenciada por
infeccdes bacterianas secundarias. Segundo Beer (1999), a presenca de desvios a
esquerda associados a linfopenia sdo desfavoraveis ao prognoéstico. Todavia as
alteracbes nos linfocitos ndo foram significativas no presente experimento.

Alteracdes semelhantes nos leucdcitos, diferindo apenas nas alteracdes dos
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linfocitos, foram também encontradas por Lopes-Junior (2006). Sellon (2005) cita que

a linfopenia pode estar ausente na cinomose.

Os anticorpos neutralizantes surgem entre 10 e 20 dias apés a infeccéo pelo
VCC (Appel, 1987). A soroneutralizacdo realizada como diagnéstico nos animais do
experimento justifica-se por serem cées abandonados no abrigo, provenientes da rua
ou de proprietarios com poucos recursos financeiros para a vacinacdo. Apesar do
histérico de vacinacédo ser desconhecido provavelmente os cdes nao tinham sido
vacinados, pois apresentavam os sinais tipicos da cinomose.

No estudo de Monti et al (2007), foram testados os titulos para VCC por SN de
guatro grupos de cées diante em diferentes situacdes de vacinagdo e um grupo sem
vacinacdo. No grupo ndo vacinado, 90% dos caes ndo apresentaram titulo para o
VCC, sugerindo que nao entraram em contato com o virus e que ndo estavam
doentes. Apesar do estudo referenciado ter sido realizado em outro estado, sugere-
se que cdes sO6 desenvolvem anticorpos quando entram em contato com o VCC,

guando sao vacinados ou quando desenvolvem infec¢cdo subclinica.

Os cées de rua parecem ser mais suscetiveis que caes domiciliados, ja que
geralmente apresentam titulos baixos de anticorpos contra o virus, ndo recebem
cuidados e apresentam maior chance de entrar em contato com particulas virais

provenientes de outros cdes ja contaminados (Martins et al; Borba et al, 2002).

Segundo Hartmann et al (2007), nas cidades de Novo Hamburgo e Porto
Alegre (RS), a maioria dos caes provenientes dos canis municipais, ndo teve contato
prévio com o virus, seja por infeccdo natural ou imunizagdo prévia. Esta conclusao

baseou-se em testes de soroneutralizacdo, revelando baixos titulos nos animais dos
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canis. Portanto, os titulos encontrados nos cées deste experimento podem indicar
doenca ativa, reforcando o uso da técnica de soroneutralizacdo como uma forma de

diagndstico associada a outros exames complementares.

Segundo Castro e Heuschele (1992) um animal pode ter um prognostico
reservado se a titulacdo da soroneutralizacdo for maior quel:20 ja no segundo ciclo
virémico. Titulos maiores quel:100 significam que o animal esta protegido. J& caes
com o titulo entre 1:20 e 1:100 possuem prognaostico incerto, podendo desenvolver a
forma cronica de encefalomielite causada pela cinomose. Trés cédes deste
experimento apresentaram titulos acima de 1:100, mas estavam com sinais de
doenca ativa. Este fato contradiz a informacéo de que a titulacdo de 1:100 garante a
protecdo do animal. Talvez titulos maiores que 1:100 garantam a protecdo dos

animais que a obtiveram por meio de vacinagao.

A soroneutralizacdo demonstrou uma média sensibilidade (56%), mas uma
otima especificidade (100%) para ser utilizada como diagnostico para a cinomose

canina.

O imunoensaio cromatografico realizado no soro pode resultar em falsos-
negativos devido a neutralizagdo do virus pelos anticorpos circulantes. O teste
também pode ser influenciado por alguns tipos de vacinas atenuadas, quando
realizado 14 dias ap0s a data da vacinacdao, mas nédo € influenciado por vacinas de
virus vivo modificado. De acordo com a discussao prévia, os caes do experimento
muito provavelmente ndo foram vacinados, por se tratarem de cées de rua. O risco
de utilizar o soro é desconhecer o histérico clinico do cdo e ndo conseguir identificar

em que fase da cinomose ele se encontra. Apesar destas observacdes, o teste ainda
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obteve 64% de sensibilidade e 100% de especificidade, sendo superado apenas pelo

imunoensaio cromatografico realizado no liquor.

4.6 Conclusdes

O uso de técnicas ante morten que auxiliem o médico veterinario a
diagnosticar a cinomose € essencial para o prognostico do paciente, que depende de
uma conduta terapéutica corretamente adotada. A comparac¢do das técnicas em
diferentes amostras permitiu a conclusao da necessidade de combinar diferentes
técnicas para o diagnostico, pois uma técnica pode ter resultados diferentes se
testada com amostras diferentes, como liquor e sangue, provenientes de um mesmo
animal. Igualmente, conhecer o histérico clinico do cdo € muito importante para

tracar a conduta diagnostica a ser seguida pelo médico veterinario.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A origem dos cdes deste experimento explica a grande ocorréncia da

cinomose, pois abrigos sdo locais comumente infectados pelo VCC.

Baseada nos resultados do presente trabalho, em que os caes apresentaram
CCS secundaria a replicacado viral do VCC, que é acompanhada pela presenca de
conjuntivite viral, sugere-se estudos com medicamentos especificos para este tipo de

conjuntivite.

Os achados de corpusculos de incluséo intracitoplasmaticos e intranucleares
nos exames histopatolégicos foram importantes para o diagnéstico da cinomose
canina, confirmando ser este exame post mortem um dos mais sensiveis métodos
para confirmar a infeccdo por VCC. Principalmente, a conclusdo de que as amostras
da glandula da terceira palpebra superaram as amostras de bexiga para encontrar 0s

corpusculos de inclusdo do VCC no exame histopatoldgico.

A utilizacdo do liquor para realizar o imunoensaio cromatografico comprovou
estatisticamente ser a escolha correta para a triagem dos animais incluidos no

presente experimento.

A utilizacdo da combinagdo de técnicas, baseadas no historico do céo,
associadas ao exame clinico e aos sinais apresentados, demonstraram ser a formula
para o diagndstico ante mortem e para uma conduta terapéutica adequada ao céo

com cinomose.
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